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Yiksek Lisans Tezi

Insan Retinal Pigment Epitel (ARPE-19) Hiicrelerinde Paeonol’iin miR-155 ve miR-210
Aracili Hipoksi Sinyalindeki Roli

T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dali

OZET

Hipoksi, oksijen homeostazinin azalmasi durumu olarak tanimlanmaktadir.
Hipoksi fizyolojik olarak 6zellikle embriyonik gelisim evresinde gerekli iken patolojik
olarak meydana geldiginde hiicresel 6liime sebep olmaktadir. Retinal hipoksi; diyabetik
retinopati, yasa bagli makula dejenerasyonu, prematiire retinopatisi, glokom, retinal
vaskiiler hastaliklar gibi korliige neden olabilecek patolojilerin temel sebeplerindendir.
Geleneksel Cin tibbinda kullanilmakta olan paeonol, Paeonia suffruticosa'nin kok
kabugundan izole edilen ana bilesen olup anti-enflamatuar, néroprotektif, anti-timor,

antioksidan ve anti-anjiyogenik etkilere sahiptir.

Bu ¢alismada, DFX (Deferoxamine Mesylate Salt) ile hipoksi uygulamasi yapilan
insan retinal pigment epitel hiicrelerinde (ARPE-19) paeonoliin hipoksi ve anjiyogenez

sinyali lizerine etkilerinin belirlenmesi amaclanmastir.

Paeonolin hipoksi ile indiklenen ARPE-19 hiicrelerinde hiicre canliligina olan
etkileri MTT testi ile belirlenmistir. Hipoksi ve anjiyogenez yolaklarinin gen ve miRNA
ifadeleri kantitatif gercek zamanli PCR, protein ifadeleri ise western blot analizi ile

belirlenmistir.

Calisma sonuglarma gore paeonoliin  hipoksiye maruz kalan ARPE-19
hicrelerinde canliligin artmasina neden oldugu belirlenmistir. Buna ilaveten paeonol,
hipoksi ile artan HIF-1a, HIF-1p, VEGF, VEGFR, MMP-3 ve MMP-9 geninde ve miR-
155 ve miR-210 ekspresyonlarinda azalmalara neden olmustur. Ayrica HIF-1a, MMP-3

ve MMP-9 gen ekspresyonlarinin kontrol seviyesine donmesine de neden olmustur.



Calisma sonuglarimiza goére gormeden sorumlu fotoreseptorleri besleyen,
koruyucu bariyer islevi goren ve oksijen degisimlerine yiiksek hassasiyeti olan retinal
pigment epitel hicrelerinde meydana gelen hipoksinin  paeonol araciligiyla

azaltilabilecegi ve paeonoliin terapétik bir roliiniin olabilecegi diistiniilmektedir.
Yil 2021
Sayfa Sayisi 125

Anahtar Kelimeler : ARPE-19, DFX, miR-155, miR-210, miR-221, hipoksi,
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Master Thesis
The Role of Paeonol in miR-155 and miR-210 mediated Hypoxia Signaling in Human
Retinal Pigment Epithelial (ARPE-19) Cells

Trakya University Institute of Natural and Applied Sciences

Department of Biotechnology and Genetics

ABSTRACT

Hypoxia is defined as a state of reduced oxygen homeostasis. While hypoxia is
physiologically essential especially in the embryonic developmental stage, when it occurs
pathologically, it causes cellular death. Retinal hypoxia; it is one of the main causes of
pathologies that may cause blindness such as diabetic retinopathy, age-related macular
degeneration, retinopathy of prematurity, glaucoma, retinal vascular diseases. Paeonol
which is used in traditional Chinese medicine, is the main component isolated from the
root bark of Paeonia suffruticosa and has anti-inflammatory, neuroprotective, anti-tumor,

antioxidant and anti-angiogenic effects.

In this study, it was aimed to determine the effects of paeonol on hypoxia and
angiogenesis signal in human retinal pigment epithelial cells (ARPE-19) treated with
DFX (Deferoxamine Mesylate Salt).

The effects of paeonol on cell viability in hypoxia-induced ARPE-19 cells were
determined by MTT test. The gene and miRNA expressions of hypoxia and angiogenesis
pathways were determined by quantitative real-time PCR, and protein expressions were

determined by western blot analysis.

According to the results of the study, it was determined that paeonol caused an
increase in viability in ARPE-19 cells exposed to hypoxia. In addition, paeonol caused
decreases in the HIF-1a, HIF-1B, VEGF, VEGFR, MMP-3 and MMP-9 gene and miR-
155 and miR-210 expressions, which is increased with hypoxia. Furthermore it was also

caused the HIF-1a, MMP-3 and MMP-9 gene expressions return to the control level.
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According to results of the our study, it is thought that hypoxia that occurs in
retinal pigment epithelial cells, which nourish the photoreceptors responsible for vision,
function as a protective barrier and are highly sensitive to oxygen changes, can be reduced

by paeonol. In addition, paeonol may have a therapeutic role.
Year 2021
Number of Pages 125

Keywords : ARPE-19, DFX, miR-155, miR-210, miR-221, hypoxia,

angiogenesis, paeonol
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SIMGELER DIiZiNi

% - Ylzde

* . Art1 eksi

°C : Santigrat derece
pl : Mikrolitre

UM : Mikromolar
CoH100s3 : 1-(2-hidroksi-4-metoksifenil) etanon, Paeonol
Ca* : Kalsiyum

CI : Klor

cm? : Santimetre kare
CO2 : Karbondioksit
dH20 - Saf su (distile su)
dk : Dakika

g - Gram

H20 : Su

H202 : Hidrojen peroksit
kDa : Kilodalton

mg : Miligram

mi - Mililitre

mM : Milimolar
mmHg : Milimetre civa
ng - Nanogram

nm - Nanometre

O2 : Oksijen
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pH - Asitlik-Bazlik derecesi (power of Hydrogen)

pO2 : Oksijen basinci

rpm : Dakikadaki devir sayis1 (revolutions per minute)
sn : Saniye

\% > Volt

o - Alfa

B : Beta
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661W
AGO2
AhR

AIDS

Ang-1
Ang-2
ANOVA
ARNT
ARPE-19
ATCC
ATP
BEAS-2B
bHLH-PAS
BIC
Caco-2
cDNA

DFX

KISALTMALAR DIZiNi

- Retinal fotoreseptor hiicre hatti
: Argonat 2 (Argonaute 2)
- Aril hidrokarbon reseptori

: Kazanilmig bagisiklik yetersizligi sendromu (Acquired Immune

Deficiency Syndrome)

: Anjiyopoietin-1

: Anjiyopoietin-2

: Varyans analizi (Analysis Of Variance)

- Aril hidrokarbon reseptori nukleer translokator

: Insan retinal pigment epitel hiicre hatt1

: Amerikan tipi kultr koleksiyonu

: Adenozin tri fosfat

: Insan normal bronsiyal epitel hiicre hatti

: Temel-heliks-ilmik-heliks-PAS (basic helix—loop—helix-PAS)
: B-hiicresi entegrasyon kiuimesi (B-cell Integration Cluster)
: Insan kolon epidermal adenokarsinom hiicre hatt:

: Tamamlayici (komplementer) DNA

: Deferoxamine mesylate salt
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DGCRS8
DMEM
DMSO
DNA
EC
EFNAS
EGF
eNOS
EPO
FBS
FGF
FIH
G-CSF
GM-CSF
HaCaT
HBEC
Hel a
HepG2
HFL-1
HGF
HIF
HIF-1

HIF-1a

: DiGeorge sendromu kritik bolge 8

: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

: Dimetil stlfoksit

: Deoksiribontkleik asit

: Endotel hticre

: Reseptor tirozin kinaz ligand efrin-A3

: Epidermal blyume faktori

: Endotelyal nitrik oksit sentaz

: Eritropoietin

: Fetal s1g1r serumu (Fetal Bovine Serum)
: Fibroblast blyiime faktori

: HIF’i inhibe eden faktor

- Graniilosit koloni uyarici faktor

: Granulosit-makrofaj koloni uyarici faktor
: Insan epidermal keratinosit hiicre hatti

: Insan akciger epitel hiicre hattt

: Insan serviks kanseri hiicre hatti

: Insan karaciger kanseri hiicre hatt

: Insan fetal akciger fibroblast hiicre hatt1
: Hepatosit buyume faktori

: Hipoksi ile indlklenen faktor

- Hipoksi ile indiiklenen faktor-1

: Hipoksi ile indliklenen faktor-1a
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HIF-1p : Hipoksi ile indliklenen faktor-1p

HIF-2 : Hipoksi ile indiklenen faktér-2

HIF-3 : Hipoksi ile indlklenen faktdr-3

HRMEC : Insan retinal mikrovaskiiler endotelyal hiicre hatt1

HSV-1 : Herpes Simplex Viris 1

IL-8 . Interlokin 8

IUPAC - Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya Birligi

MiRNA : MikroRNA

MMP : Matriks metalloproteinaz

MMP-3 : Matriks metalloproteinaz 3

MMP-9 : Matriks metalloproteinaz 9

MRNA : Mesajc1t RNA (messenger RNA)

MTT : 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromur
PAE : Paeonol

PAS - Period circadian protein (Per), aryl hydrocarbon receptor nuclear

translocator (Arnt), Single-minded protein (Sim)

PBS : Fosfat tamponlu salin (Phosphate-Buffered Saline)

PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)
PDGF : Trombosit tirevli biytime faktori

PGF : Plasental blyime faktoru

PHD : Prolil-4-Hidroksilaz

PHD1 : Prolil-4-Hidroksilaz 1

PHD2 : Prolil-4-Hidroksilaz 2

PHD3 - Prolil-4-Hidroksilaz 3
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PIGF : Plasental blyime faktoriu
pre-miRNA : Oncii miRNA

pri-miRNA : Primer miRNA

pVHL : Von Hippel-Lindau proteini

gRT-PCR : Kantitatif ger¢gek zamanli PCR (Quantitative Real Time PCR)

RIPA : Radio Immunoprecipitation Assay Buffer

RISC : miRNA ile indiiklenen susturucu kompleks

RNA : Ribonukleik asit

ROS : Reaktif oksijen turd

RPE - Retinal pigment epitel

TCA - Trikarboksilik asit

TGF-p : Doniistiirticti bliylime faktorii-beta

THP-1 : Insan monositik 16semi hiicre hatti

TNF-a : TUmor nekroz faktori-alfa

TRBP : Transaktive edici yanit olusturan RNA baglanma proteini
UPW : Ultra saf su (Ultra Pure Water)

UTR : Translasyona ugramayan bolge (Untranslated Region)
uvB : Ultraviyole B

VEGF - Vaskiiler endotelyal blylme faktori

VEGFR : Vaskiiler endotelyal bliylime faktori reseptori

VHL : Von Hippel-Lindau
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BOLUM 1

GIRIiS

Tim hayvan hiicrelerinde, metabolik reaksiyonlarin ger¢eklesmesini saglayan
adenozin trifosfatin (ATP) {iretiminde oksijene ihtiyag¢ duyulmaktadir. Oksijen
seviyesindeki en kiiciik degisikliklerde bile, oksijen homeostazini saglamak hayati
derecede 6nemlidir. Bununla birlikte, insan da dahil olmak {izere gogu memeli, kisa siireli
dahi olsa diisiik oksijen seviyesinde ciddi sorunlarla kars1 karsiya kalir. Oksijen, membran
aktivitelerinin diizenlenmesine, hiicre ici sinyallesmeye, bircok genin ekspresyonuna ve
apoptozun baslatilmasina katkida bulunur (Arjamaa & Nikinmaa, 2006; Gibson, Cossins
& Ellory, 2000; Lopez-Barneo, Pardal & Ortega-Séaenz, 2001; Semenza, 2000).

Hipoksi, belirli bir organ, doku veya hiicre tipindeki normal duruma kiyasla
nispeten diisiik (genellikle <%?2) oksijen olmasi durumudur. Hipoksi, kisa (akut hipoksi;
ornegin iskemi) veya uzun (kronik hipoksi; 6rnegin kronik bobrek hastaligi ve kanser) bir

slire boyunca stirekli oksijen eksikligi durumudur (Chen vd., 2020).

Hipoksi, gelisimde hiicre fizyolojisinin temel bir bileseni olmasina ragmen
kardiyovaskiiler bozukluklar, enflamasyon, solid (kat1) tiimorler ve iskemik hastaliklar
gibi patolojik olaylarla da iliskilidir (Guillemin & Krasnow, 1997; Madanecki vd., 2013;
Yoshida vd., 2010). Bu patolojik olaylar daha sonra, var olan damarlardan yeni mikro
damarlar gelistirme siireci olan anjiyogenez gibi onarim mekanizmalarinin aktivasyonu
yoluyla oksijen homeostazisinin diizenlenmesini saglar (Tonini, Rossi & Claudio, 2003).
Anjiyogenez, iskemik doku revaskiilarizasyonu ve inme sonrast néronal dokularda veya
miyokard enfarktiisii sonras1 kalpte gerekli olmakla birlikte, makula dejenerasyonu ve

glokom gibi diger hastaliklarda ve birgok kanser tiiriinde istenmeyen bir durumdur (Beck



& Plate, 2009; Haider, Akbar & Ashraf, 2009; Madanecki vd., 2013; Shazly & Latina,
2009; Tonini vd., 2003). Bu nedenle, anjiyogenez regiilasyonunun olasi bir terapotik
yontem olarak kullanilmasi énemlidir. Yapilan bir¢ok ¢alismaya gére mikroRNA'larin,

hipoksi ve anjiyogenezin diizenlenmesinde biiyiik etkileri oldugu belirlenmistir (Crosby,

Glazer & lvan, 2009; Gee vd., 2010; Pocock, 2011).

Dogal iiriinlerin bilinen faydali etkileri sayesinde bu drtnler ile yeni ilaglarin
gelistirilmesi saglik sektorii agisindan oldukca 6nem tasimaktadir. Gelisen farmakolojik
faaliyetler, bilim insanlarim1 bu alanda caligmaya tesvik etmis ve dogal iirlinlerin
izolasyonunda, saflastirilmasinda ve karakterizasyonunda biiyiikk ilerlemeler
katedilmistir. Bu ilerlemelere bagli olarak dogal iirlinlerin farmakolojik aktivitesi,
giivenliligi ve toksisitesi agisindan incelenmesi, saglik bilimlerinde bu iriinlerin
arastirilmasinda yeni bir ilgi alani olusturmustur (Adki & Kulkarni, 2020; Clardy &
Walsh, 2004). Ila¢ firmalar1 da, sentetik ilaglar yerine dogal kaynakl ilag kesiflerine
odaklanmislardir. 1981'den 2014'e kadar onaylanan ilaclarin yaklasik %75'inin, kanser
dahil ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan dogal kaynakli veya yar1 sentetik tiirevli

ilaglarin olugturmasi bu durumun 6nemini géstermektedir (Newman & Cragg, 2016).

Calismamizda kullandigimiz paeonol, Paeonia moutan'in koék kabugu Moutan
Cortex'in 6nemli bir fenolik bilesenidir ve Cin tibbinda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Lin vd., 2015). Paeonoliin, ¢ok yonlii farmakolojik 6zellikleri agisindan tekno-ticari bir
tirlin olarak gelistirilme potansiyeline sahip oldugu bildirilmistir (Chu vd., 2013; Li vd.,
2015; Xie vd., 2019; Zhang vd., 2017). In vitro ve in vivo ¢alismalarla paconoliin dnemli
aktiviteleri bildirilmis olsa da, ticari kullanimi i¢in daha kapsaml giivenlilik ve etkinlik

verileri gerekmektedir (Adki & Kulkarni, 2020).

Bu bilgiler 15181nda ¢aligmamizda g6z dokusunda onemli bir hiicre grubu olan
retinal pigment epitel hiicrelerinde paeonoliin hipoksi sinyalindeki roliiniin arastiriimasi

amaclanmustir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. Retinal Dolasim

Goziin arka kisminda, retina igin strekli oksijen ve besin tedarikinden sorumlu,
hayati 6nem tasiyan koroidal ve retinal dolagim olmak iizere iki damar sistemi vardir
(Arjamaa & Nikinmaa, 2006). Koroidal arterler, koroidin ii¢ vaskiiler katmanini
olusturmak i¢in optik sinir ¢evresindeki skleranin i¢inden gegen uzun ve kisa posterior
siliyer arterlerden olusur (Sekil 2.1) ( Zhang, 1994). Merkezi retina arteri, retinanin daha
derin katmanlarinda yogun bir kilcal ag orgiisii olusturmak ig¢in retinay1 ¢evreleyen
ylizeysel arterlere dallanir. Sempatik sinirler tarafindan kontrol edilen koroidal dolagim,
retina pigment epitelinin ve retinanin dig katmanlarinin (6zellikle fotoreseptdrlerin)
beslenmesinden sorumludur. Retinal dolagim, retinal faktorlerle dizenlenir (Delaey &
Van de Voorde, 2000). Koroid, % 65-85 oraninda kan akigini olusturup, retinanin dis
kismin1 (fotoreseptorler) beslerken, akisin % 20-30’si retinanin i¢ katmanlarini
beslemektedir (Henkind, Hansen & Szalay, 1979). Retina dolasimindaki kan akis1 diisiik
iken koroiddeki akis yiiksektir (Delaey & Van de Voorde, 2000). Retinanin i¢ ve dis
yarilar1 oksijen (O2) agisindan farkli seviyelere sahip alanlardir. I¢ retinal oksijen basing
(pO2) ortalamalar1 yaklagik 20 mmHg'dir. Retinal dolasimda etkili olan O>
otoregulasyonu sayesinde, i¢ retinal pO2'nin sistemik hipoksi, hiperoksi ve saglikli
hayvanlarda goz i¢i basincinin artmasindan nispeten etkilenmemesini saglar (\Wangsa-

Wirawan & Linsenmeier, 2003).
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Sekil 2.1. Retina tabakalari ve hiicreleri (Clinic, 2015).

Retinal oksijenasyonu etkileyen onemli 6zellikler arasinda ¢ift dolagimin varligi,
koroidin metabolik regiilasyonunun olmamasi, retinal dolasimin oksijen regiilasyonunun
varligi ve mitokondrilerin fotoreseptorlerin i¢ segmentlerinde yer almasi bulunur
(Wangsa-Wirawan & Linsenmeier, 2003). Oksijen, retinada beyin dahil olmak (zere
diger bir¢cok dokuya gore daha hizl tiikketilir (Ames 111, 1992; Anderson & Saltzman,
1964; Cohen, 1965). Oksijenin retina veya diger dokularda depolanamamasi ve bunlarin
yiiksek oksijen ihtiyaci, siirekli bir oksijen kaynaginin varligini gerektirir. (Vanderkooi,
Erecinska & Silver, 1991).

2.1.1. Retinal Pigment Epitel Hicreleri

Retinal pigment epitel (RPE) hiicreleri, omurgali retinasinin en dis katmanini
olusturur. RPE'nin zonula okludens ve zonula adherens baglantilari, dis kan-retina

bariyerini olusturur. Bazolateral olarak, RPE hiicreleri, oldukga vaskiilarize olan koroidal



bag dokusuna bakan, Bruch membrani adi verilen karmasik, pentalaminer bir bazal

membrana yapisir (Sethna & Finnemann, 2014).

Apikal olarak RPE hiicreleri, fotoreseptér matriksinden salgilanan proteinlerle
etkilesime girdigi noral retinanin, avaskiiler subretinal bosluguna bakar (Sekil 2.2). RPE
hiicrelerinden, dis segmentleri kaplayan apikal plazma membranlarindan ince ve oldukca
uzun mikrovilluslar uzanir. RPE’nin mikrovilluslarinda yer alan ylzey reseptor
proteinleri, mekanik olarak giiclii bir retinal adezyona aracilik eder. Yetiskin memeli
gbzinde, hem fotoreseptorler hem de RPE hicreleri, retinada 6émur boyu tek bir
fonksiyonel birim olarak hareket edecekleri sekilde postmitotiktir (Sethna & Finnemann,
2014).
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Sekil 2.2. RPE hiicreleri ve retinay1 olusturan katmanlar (Patel, 2015).

RPE hiicrelerinin bariyer islevi genel olarak noral retinanin biitiinliigiini
korurken, RPE hiicreleri 6zellikle fotoreseptor basillerinin ve konilerinin, islevini ve
biitiinliiglinii destekleyen ¢ok sayida baska gorevi yerine getirir (Sekil 2.3) (Wimmers,
Karl & Strauss, 2007).
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Sekil 2.3. RPE hiicrelerinin fonksiyonlar1 (Strauss, 2005). OS: Fotoreseptorlerin 1s18a
kars1 hassas dis segmenti, MV: Mikrovilluslar

RPE hiicrelerinin gorevleri;

1. Sagilan 15181 emen ve oksidatif stresle savasan melanin pigmenti ile dolu ¢ok
saylda melanozom organeline sahiptir (Burke vd., 2011). RPE hiicreleri, f-
karoten, a-tokoferol, lutein, zeaksantin ve askorbat gibi enzimatik olmayan
antioksidanlara ek olarak superoksit dismutaz ve katalaz gibi enzimatik
antioksidanlar kullanarak foto-oksidatif hasar1 onler (Boulton & Dayhaw-Barker,
2001).

2. Besinleri noral retinaya, metabolik atiklar1 koroide dogru tasir (Sethna &
Finnemann, 2014).

3. Subretinal boslugun hacmini korumak ve iyonik bilesimini kontrol etmek i¢in cok
sayida hiicre ylizeyi tasiyicisi ve kanal proteini kullanir (Gundersen, Orlowski &
Rodriguez-Boulan, 1991; Wimmers vd., 2007).

4. Gorsel dongiiye katilir. RPE'ye 6zgili izomeraz enzimi olan RPE65, all-trans
retinalin 11-cis retinale (bir ¢esit A vitamini) doniisiimiinii katalize eder ve daha
sonra yeniden kullanim i¢in fotoreseptorlere geri gonderir (Redmond vd., 1998;
Sethna & Finnemann, 2014).

5. Fotoreseptorlerin dis segment bdliimlerinin siirekli yenilenmesine katilir.
Karmasik, multiprotein fagositik bir mekanizma, fagolizozomal sindirimi tesvik
ederek dis segment kalintilarini retinadan temizlemeye yarar (Sethna &

Finnemann, 2014).



6. Hiicreler canliliklarini siirdiirmek i¢in koroidal damarlarin biiyiimesini ve
gecirgenligini kontrol eden endotelyal hiicreler iizerinde ve fotoreseptorler
tizerinde etkili olan bir dizi biiyiime ve hayatta kalma faktorii salgilar (Philp,

Wang, Yoon & Hjelmeland, 2003; Strauss, 2005).

Retinal pigment epitel hiicreleri, gérme bozukluguna ve hatta korliige yol agan
bircok goz hastaliginin gelisiminde anahtar rol oynar. Hiicrelerde olusan patolojik
degisikliklerin, bu degisikliklere bagli olarak olusan hiicresel yanitlarin ve bunlarin
mekanizmalarinin incelenmesi hiicre kiiltiirii modelleri ile saglanmaktadir. RPE hiicre
kiiltiiri modelleri ile yapilan ¢alismalar, retinanin dejeneratif ve distrofik hastaliklari igin
etkili tedavi yontemlerinin gelistirilmesine temel olustururlar (Kuznetsova, Kurinov &
Aleksandrova, 2014).

Bugiine kadar, ¢esitli RPE hiicre hatlari iiretilmistir. Bunlardan bazilar1 Amerikan
tipi kaltur koleksiyonundan (ATCC) temin edilebilen, H80HrPE-6, ARPE-19, D407,
RPE-340 gibi insandan elde edilen RPE hiicre hatlaridir. Bu tiir hatlarin en biiytlik

avantaji, yiizden fazla pasajda kiiltiir edilebilmeleridir (Kuznetsova vd., 2014).

ARPE-19 hiicreleri, oksidatif stres, retina patogenezi ve sinyal yolaklari ile ilgili
calismalarda, bunun yani sira ilag ve toksisite testi arastirmalarinda yaygin olarak

kullanilmaktadir (Gugli vd., 2018; Yuan, Du, He, Zhang & He, 2020; Zhu vd., 2013).
2.1.2. Perfiizyon Basinci

Go6z dahil tiim periferik organlar, normal islevlerini siirdiirebilmek icin belirli
miktarda oksijene ve besine ihtiya¢ duyarlar. Bu ihtiyag, kan dolagiminin perfiizyon
basinct ile karsilanir (Arjamaa & Nikinmaa, 2006). Okiiler kan akisi, oksijenli kanin
gbzdeki damar sistemi boyunca dagilimini ifade eder. Okdler perfiizyon basinci, kanin
intraokiiler damar sisteminden ge¢mesi i¢in mevcut olan basinci ifade eder ve perfiizyon
seviyesi, damar ¢apinin veya damar tonusunun bir fonksiyonu olan akisa karsi direngten
etkilenir (Caprioli & Coleman, 2010). Okiiler kan akisi, vaskiiler direngte bir artmaya
veya azalmaya neden olan bdlgesel vaskiiler daralma veya genisleme ile karakterize
edilen otoregiilasyon sergiler, bdylece perfiizyon basinci degisikliklerine yanit olarak

sabit bir besin kaynagi saglanir (Costa vd., 2014; Harris, Ciulla, Chung & Martin, 1998).



Oksijen basinct ve pH gibi vazodilator kosullar da otoregiilasyona katkida
bulunur. Genelde hipoksi sirasinda damarlarin ¢ap1 artmakta (vazodilatasyon), akcigerler
hari¢ yiiksek oksijen basinci sirasinda ise azalmaktadir (vazokonstriiksiyon). Bolgesel
veya merkezi diizenleyici mekanizmalara ek olarak, damarlarin tonusunun diizenlenmesi,
vazopressin, norepinefrin, epinefrin, anjiyotensin I1, Kininler, endotelinler, nitrik oksit ve
natritiretik peptitler gibi dolasimda bulunan hormonlar ve maddeler araciligiyla,
vazokonstriiksiyon veya vazodilatasyon sayesinde saglanir. Dolayisiyla, hipoksik
transkripsiyon faktorleri ve gen ekspresyonu, diizenleyici seviyede baska birgok faktor

tarafindan modiile edilebilmektedir (Arjamaa & Nikinmaa, 2006).
2.2. Hipoksi

Tim okaryotik organizmalar, enerji Uretimi icin belirli seviyede oksijene ihtiyag
duymaktadir. Bu nedenle, memelilerde vaskiiler sistem tarafindan korunan sabit bir O2
kaynagi; doku ve organ gelisimi, fonksiyonu ve homeostazi i¢in vazgecilmezdir. Doku
oksijenasyonu, dokularda tretilen metabolik trlinlerin dretilmesinde ihtiyag duyulan ve
mitokondriyal oksidatif fosforilasyonla olusan O2’nin vaskiiler sistemde eritrositler

araciligiyla iletilmesidir (Carmeliet, 2005; Krock, Skuli & Simon, 2011; Semenza, 2001).

Hipoksi, dokulardaki Oz dengesinin bozulmasiyla meydana gelen, ortam O
konsantrasyonunda bir azalma olarak tanimlanmaktadir (Krock vd., 2011; Rey &
Semenza, 2010). Hipoksi, iskemik kalp hastaligi, inme, kanser, kronik akciger hastaligi
ve konjestif kalp yetmezligi gibi yaygin mortalite nedenlerinin patofizyolojisinde temel
bir rol oynar. Bu hastalik durumlarinda hipoksi, hedef organlardaki gen ekspresyonunda
yeterli adaptasyonu saglayamayan veya dogrudan hastalik patogenezine katkida bulunan

degisiklikleri uyarir (Semenza vd., 2002).

Damar tikanikligi veya yirtilmasina bagli vaskiiler disfonksiyon, O2 iletiminin
azalmasina neden olarak, diyabetik retinopati, periferik arter hastaligi (atardamar
tikanikligi) ve iskemik kalp hastaliginda patojenik bir faktordiir (Carmeliet, 2005).
Embriyonik gelisimdeki veya tiimor biiylime siirecindeki hizli hiicresel bdliinme,
metabolik aktivitelerin artmasina bagli olarak Oz kullaniminin da artmas ile bolgesel

hipoksiye neden olabilmektedir (Bertout, Patel & Simon, 2008).



Biyolojik sistemlerde, normal fizyolojik oksijen konsantrasyonu dokudan dokuya
gore degisir. Ornegin, arteriyel kanin %14'liik bir normal pO2 degeri varken miyokardin
%10'luk ve diger dokularin ¢ogunda yaklasik %S5'lik bir pO2 degeri vardir (Carreau,
Hafny-Rahbi, Matejuk, Grillon & Kieda, 2011). Bununla birlikte oksijen, kikirdak, kemik
iligi ve timus gibi yapilarda %1 ya da ¢ok daha az seviyelerde bulunmaktadir (Krock vd.,
2011).

2.2.1. Hipoksi Yolag1 ve Mekanizmasi

Metabolik homeostaz ve sagkalim igin oksijene hayati bagimlilik, hiicrelerin,
dokularin ve organizmalarin hipoksiye adapte olmasini saglayan molekiiler bir
mekanizmanin evrilmesine yol a¢cmustir. Bu adaptif cevap, hipoksi ile indiiklenen
faktorler (HIF'ler) tarafindan yonetilmektedir (Semenza, Nejfelt, Chi & Antonarakis,
1991).

HIF'ler, tim metazoan tiirlerinde oksijen homeostazinin ana diizenleyicileri olarak
baslica anjiyogenez, eritropoez, enerji metabolizmasi ve glikoliz gibi hipoksi altinda
hiicre yasami i¢in gerekli genleri indiikleyen transkripsiyonel faktorlerdir (Semenza,
2011; Semenza & Wang, 1992; Wang, Jiang, Rue & Semenza, 1995). Bircok fizyolojik
sistemde HIF'lerin homeostatik rollerinin aydinlatilmasi1 ve terapotik amaclar icin
hedeflenmesi, kronik hastaliklarda HIF diizensizliginin patolojik sonuglarmin

belirlenmesi konusunda hizli ilerlemeler kaydedilmektedir (Semenza, 2012).

Vaskuler sistem, vicuttaki tim hicrelere Oz ve metabolitleri ilettiginden O-
dengesinin birincil diizenleyicisi olarak islev gormektedir. Diisiik O2 seviyesine yonelik
transkripsiyonel yanitlarin ¢oguna, ¢ok sayida anjiyogenik, metabolik ve hiicre dongiisii
genlerinin ekspresyonunu kontrol eden transkripsiyon faktorleri ve HIF ler aracilik eder.
Buna gore, HIF yolag1 anjiyogenezin ana diizenleyicisi olarak goriilmektedir. HIF
modulasyonu, kanser, iskemik kalp hastaligi, periferik arter hastaligi, yara iyilesmesi ve
neovaskiiler goz hastaliklar1 dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli patolojiler i¢in terapdtik fayda

saglayabilmektedir (Krock vd., 2011).

Memelilerde, bugline kadar HIF ailesine ait heliks-ilmik-heliks tipi, hipoksi ile
induklenen faktor-1 (HIF-1), hipoksi ile induklenen faktoér-2 (HIF-2) ve hipoksi ile

indiklenen faktor-3 (HIF-3) olmak (zere Ug adet transkripsiyon faktort belirlenmistir.



HIF-1 ailesi, insan dokularinin tamaminda eksprese edilirken, HIF-2a ve HIF-3a belirli
hicre tiplerinde eksprese edilmektedir (Fabian, 2018; Jain, Maltepe, Lu, Simon &
Bradfield, 1998; Talks vd., 2000).

Her alt birim, heterodimerizasyon ve DNA baglanmasina aracilik eden temel-
heliks-ilmik-heliks-PAS (bHLH-PAS) alanlar igerir (Sekil 2.4) (Jiang, Rue, Wang, Roe
& Semenza, 1996; Wang vd., 1995).

HIFLR M

Sekil 2.4. HIF polipeptitlerinin alan yapisi (Fabian, 2018). A: DNA-baglanma alani; B:
Heliks-ilmik-heliks alani; C: Per/Arnt/Sim (PAS) A alani; D: PAS B alani; E: PAC
motifi; F: Oksijene bagh degredasyon alani; F1: N-terminali transaktivasyon alani; G:
ERK hedef alani; H: C-terminali transaktivasyon alani.

HIF-1, hiicresel hipoksiye yanit olarak eksprese edilen, ¢oklu hiicresel ve sistemik
homeostatik yanitlara aracilik eden transkripsiyonel bir aktivatordiir. Pulmoner
hipertansiyon, miyokard iskemisi, kanser ve daha bir¢ok dnemli patofizyolojik yanitlara

HIF-1 aracilik etmektedir (Semenza vd., 2002).

HIF-1, kararsiz bir a alt biriminden (120 kDa) ve kararli bir  alt biriminden (92
kDa) olusan heterodimerik bir transkripsiyon faktoriidiir. Her iki HIF-1 alt birimi de
bHLH-PAS ailesinin tyeleridir (Wang vd., 1995). B- alt birimi yapisal bir niikleer protein
olmasina ragmen, a alt birimi oksijen seviyeleri ile diizenlenir. Hipoksik kosullar altinda
HIF o- ve B- alt birimlerinin dimerizasyonu, koaktivator p300'UG igeren bir

transkripsiyonel yanit olusturur (Hewitson & Schofield, 2004).
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2.2.1.1. HIF-1a Aracili Sinyalizasyon

Hicrelerde stabil olarak ifade edilen HIF-B'dan farkli olarak, HIF-a alt birimleri
normoksik kosullar altinda 26S proteazomu tarafindan siirekli olarak degrede olmaktadir.
Bu mekanizma, yeterince oksijenlenmis hiicrelerde HIF heterodimerlerinin olusumunu
ve aktivitesini 6nlemektedir. Genel goriis, insanlarda HIF-1ao mRNA ekspresyonunun
oksijenden etkilenmedigi yoniindedir (Arjamaa, Nikinmaa, Salminen & Kaarniranta,
2009). Hipoksik kosullar altinda ise HIF-o alt birimleri, yapisal olarak bozulmadan,
sitoplazmada stabilize olup HIF-1p ile niikleer heterodimer olusturarak, hiicrenin gen
ekspresyonunu yeniden diizenlemektedir. Boylece degredasyonun inhibisyonuyla HIF
birikmeye baslar ve oksijene bagimli anaerobik metabolizmaya aracilik eden genlerin

indiiksiyonu gergeklesir (Sekil 2.5) (Arjamaa vd., 2009; Fabian, 2018).

Normoksi @)
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Prolin VHL

S Proteazom Proteazomal i
= = Ubikiitinasyon Ub& Peptitler
Hidroksilasyonu Konjugasyonu L wi Hedeflenmesi i Degredasyon »
Ubi)
Hipoksi Hipoksi ile indiiklenen faktér a alt
>< (:D birimi

Hipoksi ile indiiklenen faktor B alt

; : . R i
ﬁ Aril Hidrokarbon Reseptdr Niikleer
\\ ‘ [ ] 7 7 Erltropoez Translokatér (ARNT)

PHD Prolil Hidroksilaz Domain proteini

CH,OH
1y, Metabolnzma< : > . -
£ y S o oH ( VHL Von Hippel-Lindau proteini
Nukleus / i
__ Anjiyogenez Ubi,  Ubikitin
DNA \@ Hedef Genler HRE|  Hipoksi Yanit Elementi

= e

Sekil 2.5. Normoksik ve h1poks1k sartlar altinda HIF degredasyonu ve stabilitesi (Hegasy,
2019).

HIF-a'nin normoksik degredasyonunun molekuler sistemi ilk olarak 2001 yilinda
aciklanmustir (Sekil 2.5) (Bruick & McKnight, 2001; Jaakkola vd., 2001). Surekli
proteazomal eliminasyonun, prolil-4-hidroksilaz (PHD) ailesinin aracilik ettigi oksijene
bagli hidroksilasyon ile olustugu ortaya ¢ikmigtir. Bugiline kadar, memeli hiicrelerinde

prolil-4-hidroksilaz 1 (PHD1), prolil-4-hidroksilaz 2 (PHD2) ve prolil-4-hidroksilaz 3
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(PHD3) olarak da bilinen ii¢ HIF diizenleyici tanimlanmistir (Willam, Nicholls, Ratcliffe,
Pugh & Maxwell, 2004).

HIF-1a'da bulunan prolin 402 ve 564 alanlarinin hidroksilasyonlari, polipeptidin
elongin-B, elongin-C, cullin-2 ve ring-box protein-1'den olusan E3 ubikiitin ligaz
kompleksinin, substrat tanima bileseni olan von Hippel-Lindau proteinine (pVVHL) olan
afinitesini arttirmaktadir (Fabian, 2018; Maxwell vd., 1999). Bu kompleks, polipeptid ana
proteazomal degredasyonu i¢in oksijene bagli degredasyon alani iginde lizin rezidiilerinin
pVHL aracili ubikiitinasyonuna yol agmaktadir (Fabian, 2018) (Sekil 2.6).

Elongin B

pVH L Elongin C
[ I B-domain :[ a-domain ED
1 54 63 155 192 204 213
OH OH .
[ HIF-1a

Sekil 2.6. VHL proteininin E3 ligaz kompleksi ve HIF-1a ile etkilesiminin sematik yapisi
(Aki, Li, Li, Liu & Lee, 2019). pVHL: von Hippel-Lindau proteini, Rbx 1: Ring-box
protein-1, Cul 2: cullin-2, UB: ubikitin

Hipokside, bu hidroksilasyon aktivitesi, oksijen eksikliginden dolay1 azalir ve
HIF-a alt birimlerinin stabilizasyonu ile sonuglanir. Korunmus prolil rezidiilerinde
HIF-a alt birimlerini hidroksilatlamak i¢in a-ketoglutata aracilik eden molekiiler oksijen,
kofaktorler ve kosubstratlar olarak; askorbik asit, demir ve trikarboksilik asit (TCA)
dongiisiinii kullanmaktadir (Hirsild, Koivunen, Ginzler, Kivirikko & Myllyharju, 2003;
Jaakkola vd., 2001).

PHD'nin aracilik ettigi translasyonel modifikasyonlarin sonrasinda ek olarak,
HIF-a'nin hidroksilasyona bagimli ikinci seviye diizenlenmesi vardir. HIF'i inhibe eden

faktoriin (FIH) aracilik ettigi bu translasyon sonrast modifikasyon asparajin hidroksilaz
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olarak adlandirilir. Bununla birlikte, PHD'lerin aksine, FIH aracili hidroksilasyon, HIF'in
p300/CBP gibi transkripsiyonel koaktivatorlerle etkilesimini onlemektedir (Sekil 2.7)
(Lando, Peet, Whelan, Gorman & Whitelaw, 2002; Li vd., 2008; McNEILL vd., 2002).

D
el © @00

00, /CB
ot

Bozulmus Nikleer Hipoksiye Ozgii Gen HIF-a
Kompleks Formu Ekspresyonu Degredasyonu

Sekil 2.7. Oksijene bagimli HIF-1o yanitlar1 (Fabian, 2018). FIH: HIF inhibe edici
faktor; PHD'ler: prolil-4-hidroksilaz; HIF: hipoksi ile indlklenebilen faktor; ARNT:
aril hidrokarbon reseptorii nikleer translokatér, HIF-1B; pVHL: von Hippel-Lindau
proteini; OH: hidroksilasyon; U: ubikitin; p300/CBP: HIF heterodimerlerinin
transkripsiyonel koaktivatorleri.

5300/CBE

2.2.1.2. HIF-1B Aracihi Sinyalizasyon

Oksijenin hiicresel homeostazdaki temel roliinden dolayi, hipoksik uyari, tiim
hiicresel fonksiyonlarin siki koordinasyonuna dayanan karsi 6nlemler gerektirir. Bunun
bir pargasi olarak, PHD-HIF eksenini algilayan primer hipoksi ile katabolizma, hiicre
dongiisii veya hiicresel savunma mekanizmalar1 gibi hiicresel fonksiyonlarda yer alan
farkli molekiiler mekanizmalar arasinda ¢esitli etkilesimler mevcuttur. Bu etkilesimlerin
aracilarindan biri, aril hidrokarbon niikleer translokator (ARNT) olarak da bilinen HIF
heterodimerlerinin B alt birimidir (Fabian, 2018).

13



Aktif HIF'lerin olusumundaki kritik roliiniin yan1 sira, yapisal olarak ifade edilen
HIF-1B, ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda yer alan genleri hedefleyen bir
transkripsiyon faktoru olan aril hidrokarbon reseptériinin (AhR) bir bilesenidir (Poland,
Glover & Kende, 1976; Reyes, Reisz-Porszasz & Hankinson, 1992). Siif I bHLH-PAS
protein ailesi liyesi AhR, gesitli endojen ve ekzojen ligandlar tarafindan her yerde
eksprese edilerek aktive edilir. Aktif olmayan durumunda, sitoplazmada 1s1 sok proteini
90 gibi baskilayici proteinlere sahip heterodimerler olusturur (Perdew, 1988). Ligand
baglanmasi iizerine niikleer lokalizasyon sinyali agiga cikar ve niikleer translokasyonu
takiben AhR, HIF-1p ile dimerlesir (Hoffman vd., 1991). Hipoksi sinyal yolaginin
aktivasyonu AhR aracili cevaplari etkiler ve tersine, HIF-1’nin AhR aracili baglantisi
hipoksi cevabini zayiflatir. Sirasiyla hipokside veya AhR ligandlar varliginda, AhR/HIF-
1B veya HIF-1a/HIF-1B heterodimerlerinin olusumu, insan hiicrelerinde HIF-1f'nin
dimer formasyonunun sinirlayici faktorii olarak davrandigini gosterir (Schults vd., 2010).

HIF-1o'nin AhR’ye afinitesi HIF-1p’ya gore daha yiiksektir (Gradin vd., 1996).
2.2.2. Hipoksi ve Genel EtkKileri

Hipoksiye adaptasyon, oksijen tiiketiminin azaltilmasi ve oksijen kaynaginin
artmasi seklinde iki yolla gerceklesmektedir. Cok hiicreli organizmalarda, oksijen
kaynaginin artmasi, artan eritropoez ve anjiyogenez dahil olmak tizere HIF ile indiiklenen
genler tarafindan yonetilen bu hiicre dis1 koordinasyon bir¢ok organda degisikliklere

sebep olmaktadir (Fabian, 2018).

Sistemik diizeyde, hipoksiyle aktive edilen HIF'ler, karaciger ve interstisyel
bobrek hiicrelerinde eritropoietin (EPO) ekspresyonunu indiikleyerek, kemik iliginde
eritropoezi tetikler (Semenza & Wang, 1992; Wang & Semenza, 1993). Bununla birlikte,
hepatosite 6zgli demir homeostazi diizenleyici hepsidin tarafindan diizenlenen, kirmizi
kan hiicresi iiretiminin artmast, kemik iligi eritroblastlarinin demire olan ihtiyacini arttirir.
Hepsidin peptidi, bilinen tek hiicresel demir tasiyici olan ferroportini baglayarak, sirasiyla
makrofajlardan ve bagirsak epitel hiicrelerinden demir salinimin1 ve emilimini
Onlemekten sorumludur (Nemeth vd., 2004). Yukar1 diizenlenmis HIF aracili eritropoez,
hepatik hepsidin kodlayan genin baskilanmasina neden olur. Serum hepsidinin hipoksi

tizerindeki etkisinin azalmasi sonunda, artmis eritropoezin artan demir thtiyacini
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karsilayan bagirsak epitelinden yiiksek demir salinimi ile sonuglanir (Fabian, 2018;
Leung, Srai, Mascarenhas, Churchill & Debnam, 2005).

Hipoksi bolgesel olarak gelistigi zaman, oksijen tagima kapasitesinin tamamen
artmasi, hipoksik dokularin oksijen kaynagini arttirmak i¢in yeterli olmayabilir. Bu
kosullarda hipoksi, hipoksi sinyallemesinin baska bir doku diizeyinde negatif geri
besleme dongusunt temsil eden anjiyogenez ile birlikte bulunur. Dlzenlemenin bu
koluna vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii olarak adlandirilan temel anjiyogenez
diizenleyici biiylime faktorii aracilik eder. EPO'ya benzer sekilde, embriyonik
vaskiilogenezle endotel hiicrelerin hayatta kalmasimin ve proliferasyonunun temel
belirleyicisi olan VEGF, HIF-1 ve HIF-2'nin ortak bir hedefidir (Shweiki, Itin, Soffer &
Keshet, 1992; Takeda vd., 2004). Ek olarak, hipoksik stromal veya timor hucreleri
tarafindan eksprese edilen yiiksek diizeylerde VEGF, endotelyal hiicre metabolizmasin
glikolize dogru yonlendirerek diizenler (De Bock vd., 2013). Artan glikoliz sadece
hipoksik kosullar altinda endotelyal hiicre sagkalimini desteklemekle kalmaz, aym
zamanda VEGF aracili anjiyogenezin tamamlayici bir mekanizmasini temsil eden damar
filizlenmesini de tetikler (Xu vd., 2014). Sonug olarak, artan oksijen ve demir seviyeleri,
PHD’lerin, hipoksi sinyali ile kosubstratlara olan ihtiyacinin artmasini saglar (McNeill

vd., 2005).
2.2.3. Okiiler Hastaliklarda Oksijen

Insan viicudunun metabolik olarak en aktif dokusu olan retina, oksijen
seviyesindeki azalmaya oldukg¢a duyarlidir. Akciger veya kalp hastaliginin neden oldugu

sistemik hipoksemi ve gozde lokal tikayici vaskiiler hastaliklar retinal hipoksiye neden

olabilir (Arjamaa & Nikinmaa, 2006).

Retinal dolasimdaki bozukluklar, diyabetik retinopatide ve prematiire
retinopatisinde vazoproliferasyona sebep olan doku hipoksisine yol acar. Sistemik
hipoksi ve yiiksek g6z ici basinci, koroidal kan akisinin metabolik olarak
diizenlenememesinden dolayi, fotoreseptorlerin oksijen tiiketiminde ve koroidal
dolasimdaki pO2 seviyesinde azalmaya neden olur. (Wangsa-Wirawan & Linsenmeier,
2003).
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Retinanin dejeneratif hastaliklar1 arasinda yer alan iskemik retinopatiler, rubeosis
iridis, diyabetik retinopati, prematiire retinopatisi ve yasa bagli makula dejenerasyonu
gibi hastaliklar, metabolik degisikliklerden kaynaklanirken (Rivera vd., 2017; Rodrigues
vd., 2016), retinitis pigmentosa, Leber konjenital amorozisi gibi bazi retinal distrofiler ise
genetik kusurlar sonucu olusmaktadir (Cammalleri vd., 2019; Quinn vd., 2019; Wang,
Knight, Thanh-thao & Mehta, 2019).

Retinal dejeneratif hastaliklarda, neovaskiilarizasyona yol agarak retinal hiicre
olumune sebep olan yuksek seviyede vaskiiler gecirgenlik (vazopermeabilite), patolojik
neovaskiilarizasyon, diyabetik retinopati, prematiire retinopatisi, retina ven tikanmasi ve
yas tip yasa bagli makula dejenerasyonu gibi ¢esitli retina hastaliklarinda en sik rastlanan
patofizyolojidir (Cammalleri vd., 2019; Kurihara, 2018). Retinal distrofi hastalig1 olan
fotoreseptor dejenerasyonu ile karakterize retinitis pigmentosa, iskemiye bagli dejeneratif
patolojiler i¢in tipik olan neovaskiilarizasyona zit bir progresif atrofi siirecine ugrasa da,
hem dejeneratif hem de distrofik retinal hastaliklarin, retinal hasara yanit olarak
aktiflesen, enflamatuar sitokinlerin liretimini ve salinimini artiran kronik enflamatuar

stirecleri ortaktir (Cammalleri vd., 2019; Lang vd., 2019).
2.2.3.1. Diyabetik Retinopati

Diyabetik retinopati, yetiskinlerde gérme bozuklugunun o6nde gelen
nedenlerinden olup agirlikli olarak retinal vaskiilatiir bir hastaliktir. Tk olarak kilcal
okllizyona ve ardindan vaskiiler proliferasyona yol acar. Hastaligin erken evresinde
retinal vaskiiler gecirgenlik, klinik retinopatinin ortaya ¢ikmasindan Once bile
artabilmektedir (Russ, Gaylord & Haselton, 2001; Sheth, 1999). Kan akiginin azalmasi,
diyabetin baglamasindan sonra goriilen ilk fizyolojik belirtilerden biridir (Arjamaa &
Nikinmaa, 2006). Retinal vaskiiler sizint1 ve retinanin kalinlagsmasi diyabetik makula
6demine neden olur. Diyabetik retinopatinin ileri sathasinda, vaskiiler gegirgenlikteki
anormal artiglar retinanin perflize olmamasina veya oksijen basincinin azalmasina sebep
olan retinal iskemiden kaynaklanir (DeNiro, Alsmadi & Al-Mohanna, 2009). Bu asama
sirasinda, kilcal endotel hiicrelerinin asir1  ¢ogalmasi sonucu olusan retina
neovaskiilarizasyonu, retinada ve vitrozde yeni damarlarin anormal olusumuna neden
olarak proliferatif diyabetik retinopatiye yol acar (Shiels, Zhang, Ambler & Taylor, 1998;
Stitt, Bhaduri, McMullen, Gardiner & Archer, 2000). Ek olarak, diyabetik retinopatinin
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ileri agamalarinda, iskeminin neden oldugu patolojik anjiyogenez, siddetli vitroz bosluk
kanamasina ve/veya retina dekolmanina neden olarak ciddi gérme kaybina neden olur

(DeNiro vd., 2009).
2.2.3.2. Prematire Retinopatisi

Premature retinopatisi, erken dogan bebeklerde olusan suni ventilasyon sirasinda
oksijen konsantrasyonundaki dalgalanmalarin sebep oldugu bir komplikasyondur ve
ilerleyen donemlerde belirlenen gorme bozuklugu ve korliigiin 6nde gelen nedenlerinden
biridir (Arjamaa & Nikinmaa, 2006). Prematire retinopatisi, erken dogumdan sonra
gecikmis retinal vaskiiler biiylime ve yetersiz vaskiilarizasyon ile baslar, bu da hipoksiye
neden olur ve anormal damar biiylimesine yol acan biiylime faktorlerinin salinmasini
tetikler (Smith, 2003). Bununla birlikte, normal retinal vaskiler blylimeye ve
neovaskiilarizasyona katkida bulunan hem oksijenle diizenlenen hem de oksijenle iliskili
olmayan faktorler vardir. Hipoksik gelisen retinada VEGF salinir ve

neovaskilarizasyonda diizenleme roli oynar (Smith, 2003).
2.2.3.3. Yasa Bagh Makula Dejenerasyonu

Yasa bagli makula dejenerasyonu, retinanin makula bdlgesini etkileyen ve
merkezi gorme kaybina neden olan progresif bir hastaliktir (Lim, Mitchell, Seddon, Holz
& Wong, 2012). Erken evre yasa bagli makula dejenerasyonu, drusen gibi klinik
belirtileri ve retina pigment epitelindeki anormallikleri igerir. Geg evre yasa bagli makula
dejenerasyonu, neovaskiiler (1slak veya eksldatif olarak da bilinir) veya neovaskdler
olmayan (atrofik veya kuru olarak da bilinir) tiptedir (Mitchell, Liew, Gopinath & Wong,
2018). Gorme kaybinin ¢ogu, neovaskiiler yasa baglh makula dejenerasyonu ve cografi
atrofi streclerinden birine bagli olarak hastaligin ge¢ asamalarinda meydana gelir.
Neovaskiler yasa bagli makula dejenerasyonunda, koroidal neovaskularizasyon
sebebiyle noral retinada, lipidlerin ve kanin birikmesi fibroz skar olusumuna yol agar.
Cografi atrofide, retina pigment epiteli, koriokapillaris ve fotoreseptorlerde progresif
atrofi meydana gelir (Lim vd., 2012). Yasa bagli makula dejenerasyonu, diinya ¢apinda
ciddi geri dondiirilemez gérme kaybinin {i¢iincii 6nde gelen nedeni olmasina ragmen,
VEGF’yi hedefleyen tedavilerin baslamasindan bu yana korliik ve gérme bozuklugu

insidansinda azalma oldugu bildirilmistir (Mitchell vd., 2018).
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2.2.3.4. Von Hippel-Lindau Hastahg:

VVon Hippel-Lindau (VHL) hastaligi, HIF-1a tarafindan diizenlenen otozomal
dominant bir hastaliktir. VHL, VHL tiimdr baskilayici genin inaktivasyonunun sonucu
olan merkezi sinir sistemi ve retinadaki hemanjiyoblastomlar, renal hiicre karsinomlari,
feokromositoma ve adacik hiicresi timorleri ile karakterizedir (lida vd., 2004; Kim &
Kaelin, 2004). Bu gen normalde anjiyogenezi inhibe eden VHL timér supresyon
proteinini iretir. Oksijene bagimli hastaliklar arasinda von Hippel-Lindau bir model
sendrom olarak kabul edilebilir. Hem pVHL hem de HIF-1a, anjiyogenez ve hiicre
proliferasyonundan sorumlu olan diger genleri hedefleyebilir (Arjamaa & Nikinmaa,
2006).

2.2.3.5. Glokom

Glokom, optik sinirde hasara ve geri doniisii olmayan gorme kaybina yol acan
kronik ve ilerleyici bir goz hastaligidir (Casson, Chidlow, Wood, Crowston & Goldberg,
2012; Zhou, Chen, Yan & Xia, 2019). Retinanin en igteki sinir hiicreleri olan retina
gangliyon hiicrelerinin kaybi ile sonuglanir ve tedavisi olmayan, gérmeyi tehdit eden en
yaygin durumlardan biridir (Vohra vd., 2019). Yiksek goz i¢i basinci; retinal iskemi,
optik sinir hasar1 ve retinal gangliyon hiicre 6liimii ile sonug¢lanan, glokomun en kritik
risk faktorlerinden biridir (Lafuente vd., 2002; Selles-Navarro, Villegas-Perez, Salvador-
Silva, Ruiz-Gomez & Vidal-Sanz, 1996). HIF-1a araciligiyla VEGF yolaginin bloke
edilmesinin veya susturulmasinin retinal iskemiye fayda sagladigi bildirilmistir (Ling vd.,
2013). Ayrica, retinadaki VEGF inhibisyonunun, glokom patofizyolojisinde dnemli bir
rol oynadigi bildirilmistir (Bracha, Moore, Ciulla, WuDunn & Cantor, 2018; Lee vd.,
2017).

2.2.3.6. Yiiksek Irtifa Retinopatisi

Gilinimiizde yiiksek irtifada yapilan dag yiirliylisleri ya da uzun siireli yiiksek
bolgelerde yasam, yiiksek irtifa retinopatisinin 6zellikleri olan hipoksinin neden oldugu
intraretinal kanamalar, vaskiiler kivrimlar (tortuosity), artmis hematokrit ve skotoma
sebep olabilmektedir (Lang & Kuba, 1997; Wiedman & Tabin, 1999). Yiksek irtifa

retinopatisi insanda tetiklendiginde, diger retinal hipoksik durumlarinda olusan molekiiler
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sistemlerin bu hastalikta da ayni1 sekilde isledigi diistiniilmektedir (Arjamaa & Nikinmaa,
2006).

2.3. Anjiyogenez

Anjiyogenez, insan iiremesi, organ gelisimi, yara iyilesmesi ve doku onariminda
merkezi bir rol oynayan, yeni kan damari olusumunu saglayan siirectir (Fallah vd., 2019).
Anjiyogenez ayni zamanda ¢esitli insan hastaliklarinin ilerlemesinde 6nemli bir olgudur
(Folkman, 2007; Potente & Makinen, 2017; Ribatti, 2007). Normal fizyolojik durumda
anjiyogenez, anjiyogenezin ana bolgesi olan damarlarin i¢ yiizeyinde bulunan yerlesik
endotel hiicrelerini (EC) tetikleyen, cesitli anjiyogenez biiylime faktorlerinin ve
sitokinlerin olusturdugu ag tarafindan diizenlenmektedir (Ferrara & Kerbel, 2005; Luttun,
Tjwa & Carmeliet, 2002; Rouwkema & Khademhosseini, 2016).

Anjiyogenik buyime faktorleri ve sitokinler, endotel hicreleri, fibroblastlar, diiz
kas hucreleri, trombositler, enflamatuar hiicreleri ve kanser hicreleri dahil olmak tzere
farkli hiicre tipleri tarafindan tretilir (Fallah vd., 2019; Ucuzian, Gassman, East &
Greisler, 2010). Anjiyogenik buyiime faktorleri ve sitokinler; VEGF, fibroblast buyiume
faktori (FGF), plasental buyume faktori (PGF), trombosit tlrevli blyume faktorl
(PDGF), tiimor nekroz faktoru-alfa (TNF-a), doniistiiriicii biiyiime faktorii-beta (TGF-f3),
anjiyopoietinler (Ang’ler), epidermal biiyiime faktorii (EGF), grantilosit-makrofaj koloni
uyarici faktor (GM-CSF)/graniilosit koloni uyarici faktor (G-CSF), hepatosit biyime
faktorii (HGF) / sagilma faktorii (SF), interlokin 8 (IL-8) ve EPO’lardan olusmaktadir (De
Vries vd., 1992; Luttun vd., 2002; Ribatti, 2014; Shahneh, Baradaran, Zamani &
Aghebati-Maleki, 2013). Anjiyogenezde yer alan {i¢ sinyal yolagi, FGF sinyal yolagi,
VEGF sinyal yolagi ve Anjiyopoietin-1 (Ang-1)/Anjiyopoietin-2 (Ang-2) sinyal
yolagidir (Sekil 2.8) (Mthembu, Mbita, Hull & Dlamini, 2017).

19



Hucre proliferasyonu, sagkalim, anjiyogenez Anjiyogenez Hugre Safkalimy

Sekil 2.8. Anjiyogenez gen sinyal yolaklarinin sematik 6zeti (Mthembu vd., 2017).

Anjiyogenez, ¢esitli mekanizmalar yoluyla uyarici anjiyogenik faktorler
tarafindan tetiklenir (Ucuzian vd., 2010). Anjiyogenezde, endotelyal hucreler igin gegici
bir iskele olusturan plazma proteinlerinin ekstravazasyonuyla ve vaskiiler gegirgenligin
artmasiyla migrasyon baslar. EC gecirgenligindeki artiglarin ardindan, ekstraseliiler
matriksin matriks metalloproteinazlar (MMP'ler) tarafindan bozulmasi, perisit-EC
baglantisin1 azaltarak, ekstraseliler matrikste sekestre edilmis biiyiime faktorlerini
serbest birakir. EC'ler daha sonra ¢ogalir ve perivaskiiler hedeflerine go¢ ederler, burada
dallanarak liimen olusturmak iizere bir araya gelerek karmasik bir morfogenez gegcirirler

(Sekil 2.9) (Bryan & d’Amore, 2007).
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Sekil 2.9. Anjiyogenez asamalari (Bryan & d’Amore, 2007).

Perisitler, EC'ler etrafinda uzamis dalli hiicreler olup, bazal membrana EC'ler
Uzerinden temas ederler ve anjiyogenik biylime faktorlerinin salinmasini saglayarak
damar olgunlagmasina katkida bulunurlar (Rouwkema & Khademhosseini, 2016). En
kiigiik kilcal damarlar diginda anjiyogeneze, diiz kas hucrelerinin veya perisitlerin
damarlara alinmasi ve daha sonra hiicre dis1 bir matriks iiretilmesi eslik eder (De Palma,

Biziato & Petrova, 2017).

Vaskiilogenez ve anjiyogenez, kan damar1 olusumu i¢in iki ana prosediirdiir.
Gelisimsel bir siireg olan vaskiilogenezde, multipotent mezodermal hiicreler
anjiyoblastlara ayrilarak EC'leri olusturur (Rouwkema & Khademhosseini, 2016). Diger
yandan, yeni damarlar i¢in anjiyogenez, onceden var olan kan damarlarina dayanir.
Anjiyogenez, endotel filizlenmesinin ve filizlenmeyen mikrovaskiiler gelisimin

molekiiler yolaklari ile sik1 bir sekilde diizenlenir (Hillen & Griffioen, 2007).

Endotel filizlenmesi, anjiyogenezin temel ardisik ¢ok asamali bir mekanizmasidir.
Endotel filizlenmesinde damar biiylimesi, c¢esitli anjiyogenik sinyal yolaklarinin

aktivasyonu ile baslatilir ve kan damarlarinda mevcut olan stalk (sap) hiicreleri, EC’lerin
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morfolojik olarak yeniden diizenlenmesini saglar (Hillen & Griffioen, 2007; Ribatti &
Crivellato, 2012). Aktive edilen EC'ler, hicreleri anjiyogenez projenitérine
yonlendirmek i¢in plazminojen aktivatorii ve MMP gibi gizli proteazlar1 salgilamaya
baslar (Domenico Ribatti & Crivellato, 2012). Filizlerin uzatilmasi, integrin ad1 verilen
adezyon molekiillerinin kontrolii altindadir. EC'ler ¢evredeki matrikse dogru ¢ogalip,
mikrovaskiiler ortam olusturdukga, yeni filizler komsu damarlara baglanti saglar (Norton
& Popel, 2016). Biiyiime faktorlerinin salgilanmasi filizlerin anjiyogenezini hizlandirir.
Filiz anjiyogenezinde rol oynayan PDGF, TGF-B ve Ang-1 gibi baska 6nemli faktorler
de vardir (Norton & Popel, 2016).

Intussusseptif anjiyogenez, ayrilma ile olusan (splitting) anjiyogenez olarak da
bilinen mevcut bir kan damarinin ikiye béliinmesiyle yeni bir kan damarinin
olusturuldugu bir tiir anjiyogenezdir (De Spiegelaere vd., 2012). intussusseptif
anjiyogenez ile endotelyal hiicre birlesimi, biiyime faktorlerinin ve hiicrelerin liimene
etki ederek, cift (bilayer) tabakali olarak yeniden diizenlendigi iki karsit kilcal duvar
arasindaki temas bolgesinde meydana gelir (Mentzer & Konerding, 2014). Buradaki
sizintilt temas bolgesi daha sonra damar liimeninin gelistirilmesi i¢in kolajen lifleri
olusturmak tiizere perisitler ve miyofibroblastlarla doldurulur. Mevcut hiicreler yeniden
diizenlenir ve EC sayisindan bagimsiz olarak kilcal damar sayis1 artar. Anjiyogenezin
iireme, gelisme ve doku onarimindaki kritik roliine ek olarak, bir¢ok insan hastaliginin

gelisimi ve ilerlemesinde 6nemli bir siire¢ olarak kabul edilmektedir (Fallah vd., 2019).
2.3.1. Anjiyogenez Yolagi ve Mekanizmasi
2.3.1.1. Vaskuler Endotelyal Biyume Faktori

Omurgalilar, viicuttaki dokulara besin ve oksijen saglamak icin kapali bir
sirkiilasyon sistemine sahiptir. Bu dolasim sistemindeki biiyiik ve kiigiik kan damarlar1
iki ana hiicre tipinden olusur, biri damarlarin i¢ kismini tek tabakali olarak kaplayan
vaskiiler endotelyal hiicreler, digeri kan damarlarinin kasilmasini ve dilatasyonunu
diizenleyen diiz kas hiicreleridir. Bu kan damarlar1 embriyogenez asamasinda,
vaskiilogenez (0ncii hiicrelerden vaskiiler endotelyal hiicre ve kan damari olusumu),

anjiyogenez (olusan vaskiiler endotelyal hiicrelerden kan damar1 olusumu) ve vaskiiler
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yeniden sekillenme olmak iizere birka¢ adimda olusur (Sekil 2.10) (Risau, 1997; Shibuya,
2001).

Kan -
Adaciklari Primitif kan Vaskiiler
daman agi yeniden
Hematopoetik modelleme
/ hiicre \
\__/  VEGF
ST S c \BO KDRFit:1 (&
D -
Hemanjiyoblast 70 C

/ VEG>\ L, VEGF Anjiyopoietin/Tie
@ KDR Anjiyoblast KDR, Fit-1
\ (Primitif endotelyal /
Embriyonik <> hilgre)

kok hiicre
Diiz kas hiicresi ————— e i

icin oncii hiicre ’
¢ Anjiyopoietin/Tie

Sekil 2.10. Embriyogenezde kan damari olusumu i¢in ¢oklu agsamalar (Shibuya, 2001).

Vaskiiler endotelyal hiicreler anjiyogenezin temel bileseni olarak kabul
edilmektedir. VEGF, ilk olarak vaskiler gecirgenlik faktorii ve 1980'lerde vaskiler
endotelyal hicreye 6zgl blylme faktorii olarak tanimlanmustir ( Leung, Cachianes,
Kuang, Goeddel & Ferrara, 1989; Senger vd., 1983).

Vaskuler endotelyal blylme faktord, vaskuler endotelyal hicreler icin oldukca
spesifik bir mitojendir. Memelilerde, tek bir VEGF geninden VEGF-A, -B, -C, -D ve
plasental biiyime faktorii (PIGF) olmak iizere bes VEGF izoformu iretilir (Smani vd.,
2018). Bu izoformlar, molekuler kitleleri ve hiicre yuzeyindeki heparan-silfat
proteoglikanlara baglanma yetenekleri gibi biyolojik &zelliklerinde farklilik gosterir.
Ayni kokenli reseptorleri VEGFR-1, -2, -3 ve noropilin ko-reseptorleri araciligiyla
vaskiler ve lenfatik EC'ler iizerindeki islevlerine aracilik eder (Neufeld, Cohen,
Gengrinovitch & Poltorak, 1999; Smani vd., 2018). VEGF'nin ekspresyonu, hipoksiye
yanit olarak, aktif onkogenler ve ¢esitli sitokinler tarafindan arttirilir. VEGF, endotelyal
hiicre proliferasyonunu ve migrasyonunu indiikleyerek apoptozu inhibe eder. In vivo
VEGF, anjiyogenezin yani sira kan damarlarinin gecirgenliinin artmasini saglar ve

vaskilogenezin diizenlenmesinde merkezi bir rol oynar (Neufeld vd., 1999).

Insanlarda VEGF, alternatif splicing islemine dayanan 121, 165 ve 189 amino asit
proteinleri olan en az 3 ana alt tipe sahiptir (Shibuya, 2001). Bunlar arasinda VEGF121
ve VEGF165, iki temsili formdur ve VEGF165, VEGF121 ile karsilagtirildiginda ilave
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44-amino asitlik esneklige sahiptir (Ferrara & Davis-Smyth, 1997). Bu 0zellik sayesinde
VEGF165, matriks ve hiicre ylizeyinde heparin veya heparin benzeri molekller ve hiicre
yuzeyi molekili noropilin-1 ile birlesebilir. VEGF165'in néropilin-1 ile olan iliskisinin
VEGF165'in VEGF reseptorlerinden biri olan KDR (VEGFR-2) ile olan afinitesini
yaklasik 10 kat arttirdig1 bildirilmistir. Bu durum VEGF165'in VEGF alt tipleri arasinda
en gugcli sinyal ileticisi olmasini saglamaktadir (Ferrara & Davis-Smyth, 1997; Shibuya,
2001). VEGF ligandlari ve reseptorleri Sekil 2.11°de gosterilmektedir.

VEGF Super Ailesi Ligandlan VEGF Super Ailesi Ligandlari ve Reseptorleri
(VEGF -
VEGF-B VEGF-C
VEGF 45 "~ pick || VEGF-A |l VEGFE f| \ o S
VEGF 45 - .'/\ﬂ VEGF-145
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VEGF-A g a VEGF-A | |VEGF-189
Ailesi | VEGF 1650 TR — VEGF-E | |VEGF-206
VEGF 65 k[— PIGF1 VEGF-B
VEGF g3 N m— “‘
VEGF 59 P — _ 5
| U 1
(VEGF206 — & k3 & £ \
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o = = [ = ZxZ
PIGF b PIGF-2 R m—— u z g - v
Ailesi | PIGF-3 ) < ' o=~—
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VEGF-C/ [m— .
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Sekil 2.11. VEGF sUper ailesi ligandlar1 ve reseptorleri (Rahimi, 2012).

VEGF-A’nin koroidal neovaskiilarizasyonun gelismesinde ¢ok biiylik etkisi
vardir. Islak yasa bagli makula dejenerasyonunda hem neovaskilarizasyondan hem de
vaskiiler sizintidan sorumludur. Islak yasa bagli makula dejenerasyonunun ayirt edici
ozellikleri arasinda RPE ile Bruch membrani arasinda kalintilarin bélgesel birikimiyle
drusen olusumu, koroidal neovaskiilarizasyon, RPE hiicre dekolmani, fibrovaskiiler skar
ve vitréz kanamasidir. Kan damarlariin asir1 biiylimesi ve bu damarlarin sizintis1 daha
sonra merkezi géorme kaybina neden olur. RPE hiicreleri, perisitler, endotel hiicreleri, glial

hlcreler, Muller hiicreleri ve ganglion hticreleri dahil olmak lzere gdzdeki bircok hiicre
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tipi VEGF'yi sentezler ve salgilar. VEGFmin yasa baghi makula dejenerasyonu
patolojisindeki hayati 6nemine ek olarak, yiksek VEGF seviyeleri, diyabetik retinopati
ve prematire retinopatisinde retinal iskemi ile iliskili neovaskiilarizasyon ile de giiglii bir
sekilde iliskilidir (Rahimi, 2012).

2.3.1.2. Vaskuler Endotelyal Biyume Faktori Reseptorleri

Vaskiilogenez veya anjiyogenez yoluyla damar olusumu siireci, agirlikl olarak
endotelyal hiicrelerde eksprese edilen VEGF ve reseptorlerinin yani sira Anjiyopoietin-
Tie reseptorleri, Efrin reseptorleri ve PDGF reseptorleri gibi ¢ok sayida reseptor
tarafindan diizenlenir. VEGF reseptorler (VEGFR'ler), endotelyal spesifik reseptdrlerin
en bilinen ve en ¢ok ¢alisilan ailesidir (Hofer & Schweighofer, 2007; Ntellas vd., 2020).

Vaskuler endotelyal buyume faktorl reseptorleri endotel farklilasmasinda,
anjiyogenez veya vaskiilogenezde gorevlidir. Efrin reseptorleri esas olarak arteriyel-
venoz farklilasmada yer alirken, Tie reseptorleri endotelyal filizin stabilizasyonu gibi

damar olusumunun sonraki asamalarinda gorevlidir (Ntellas vd., 2020).

Vaskuler  endotelyal blylme  faktorl, reseptérin  dimerizasyonunu
(homodimerizasyonunu veya heterodimerizasyonunu) indiuklemek icin uygun
VEGFR’ye baglanip reseptoriin hiicre i¢inde yer alan tirozin kinaz bolimiini
otofosforilasyonla aktive eder. Fosfotirozinler ve aminoasitler, ¢esitli hiicre i¢i sinyal
yollarin1 aktiflestiren adaptdr molekiiller i¢in baglanma yerleri olusturur. Bu sinyal
yollari, vaskiiler gegirgenlik gibi ani tepkilere ve endotelyal hiicrenin sagkalimi,
migrasyonu ve proliferasyonu gibi gen dizenlemesi gerektiren uzun vadeli tepkilere
aracilik eder (Simons, Gordon & Claesson-Welsh, 2016).

Vaskdler endotelyal bliytime faktori reseptorlerinin sinyali, reseptor ekspresyon
seviyeleri, baglanan farkli ligandlara uyum ve afinite, VEGF baglayic1 koreseptorlerin
varli1, VEGF baglayici olmayan yardimci proteinler ve inaktive edici tirozin fosfatazlar,
hiicresel reseptor alim orani, bozulma derecesi ve geri doniisiim hiz1 dahil olmak lzere
cok sayida farkli seviyede siki bir sekilde diizenlenir. VEGFR'ler sitoplazmaya girdikten
sonra ya bozunma ig¢in lizozomlara gonderilir ya da hizli veya yavas geri doniisiim
yollartyla zara geri doniistiiriiliir. VEGFR sinyal ¢ikisi, VEGFR'ler arasinda ve bunlarin
VEGFR'ye bagimli ve VEGF'den bagimsiz hiicre i¢i sinyal yollar1 arasindaki etkilesim
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ile dogrudan veya dolayli olarak diizenlenir. Buna bagli olarak karmasik pozitif ve negatif
geri besleme dongiileri olusmaktadir. Bu diizenleyici mekanizmalar, belirli sinyal

yollarinin aktivasyonunu, sinyalin giiciinii ve siiresini kontrol eder (Simons vd., 2016).

Vaskiiler endotelyal buyume faktoéri reseptorleri ailesi VEGFR-1, VEGFR-2 ve
VEGFR-3 reseptorlerinden olusur, bunlar yapisal olarak benzer olmalarina ragmen
aktivasyon basamaklari, sinyal yollar1 ve biyolojik etkileri acisindan farkliliklar
gosterirler (Simons vd., 2016). Bu reseptorlerin ¢esitli dokularda farkli ekspresyonu,
ligandlarinin nispeten spesifik islevinden sorumlu olup VEGFR-1 ve VEGFR-2 esas
olarak vaskiler EC'lerde, VEGFR-3 biiyiik 6l¢lide lenfatik endotel ile sinirhidir. Bu
nedenle VEGFR-1 ve -2'ye olan afinitelerine gére VEGF-A, -B ve PIGF anjiyogenik
aktiviteler uygularken VEGF-C ve -D agirlikli olarak VEGFR-3'U aktive ederek

lenfanjiyogenik blylme faktorleri olarak hareket eder (Smani vd., 2018).

oA (VEGFF 3
(VEGF-B zenii (VEGF-E Geore WEGF-D

siiriingenler

viriisler

\ \\
VEGFR-1
VEGFR-2 VEGFR-2

Vaskiiler Lenfatik
Endotelyal Hiicreler Endotelyal Hiicreler

Sekil 2.12. VEGF'ler, VEGF reseptorleri 1, -2 ve -3'e olan afinitelerine bagli olarak kan
damarlari ve/veya lenf damarlari ile etkilesimi (Kinnapuu, Bokharaie & Jeltsch, 2021).

TUm reseptor-biiyiime faktori etkilesimleri, VEGF reseptorlerinin Sekil 2.12°de
sart ile gosterilen hiicre dis1 alan1 2'yi gerektirir. VEGFR-2'nin 3. alani, VEGFR-2'nin
hem VEGF-A hem de VEGF-C ile etkilesimi i¢in 6nemlidir ve VEGFR-3"in 1. alani,
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VEGF-C'nin VEGFR-3 ile etkilesimi i¢in 6nemlidir. VEGFR-2, hem kan hem de lenfatik
endotelde eksprese edilir. VEGFR-2'yi aktive eden blylme faktorleri hem kan
damarlariin (anjiyogenez) hem de lenfatik damarlarin (lenfanjiyogenez) biiyiimesini
destekleyebilir. VEGF-E ve VEGF-F insan kaynakli degildir. VEGF-E genleri viral
genomlarda bulunur ve VEGF-F bir yilan zehri bilesenidir (Sekil 2.12) (Kinnapuu vd.,
2021; Leppanen vd., 2010; Leppénen vd., 2013).

2.3.1.3. Matriks Metalloproteinaz

Ekstraseluler matriksin gelisimsel ve homeostatik olarak yeniden modellenmesi,
MMP olarak bilinen ¢inko igeren, kalsiyum bagimli noétral proteaz ailesi tarafindan
diizenlenen bir strectir (Cizelge 2.2) (Vincenti, 2001). Yirmi tye iceren bu enzim ailesi,
interstisyel kollajenler (I, I, 11l ve V), bazal membran kollajenleri (IV), fibronektin,
laminin, proteoglikan ve elastin (IV) dahil olmak (zere ekstraseliler matriksin tim

yapisal proteinlerini topluca bozabilir (Vincenti, 2001).
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Cizelge 2.1. Matriks metalloproteinazlar ve biyolojik etkileri (Vincenti, 2001).

Isim URUN SUBSTRAT TEMEL FONKSIYON
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Ekstraseluler matriks proteinleri (kollajenler ve elastin) ve diger bilesenler

(proteoglikanlar ve yapisal glikoproteinler) MMP'ler i¢in karakterize edilmis
substratlardan bazilaridir. MMP'ler, gelisme, bilylime veya yara iyilesmesi gibi fizyolojik

stireglerde gorev alan yapisal olarak iligkili enzim ailesidir (Novotnd & Herget, 2002).
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MMP aktivitesi, hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve hiicre 6liimiiyle ilgili ekstraseliiler
matriks molekiilleri tarafindan iiretilen sinyalleri kontrol eder (Matrisian & Hogan, 1990).
Patolojik kosullar altinda, MMP aktivitesindeki artis kanser yayilimi, akut/kronik
inflamasyonlarla iliskilidir (Fang vd., 2000; Novotna & Herget, 2002).

Matriks metalloproteinazlar mezenkimal kokenli bag dokusu hiicrelerinden
salgilanir. Bunlar; fibroblastlar, miyoblastlar, kondrositler, osteoblastlar, sinovyal
hlcreler, keratinositler, hepatositler, endotel hucreleri ve enflamatuar kokenli
(makrofajlar, monositler, nétrofiller ve mast hiicreleri dahil) hticrelerdir (Emonard &
Grimaud, 1990; Johnson, Jackson, Angelini & George, 1998; Tozzi vd., 1998; Turto,
Lindy, Uitto, Wegelius & Uitto, 1977). Hucreler tim MMP'leri proenzim olarak salgilar
ve bu proenzimlerin aktivasyonu ekstraseliiler matriks yikimini baglatir. Genellikle notr
pH'da aktif olan MMP enzimlerinin, tam aktivitesi icin kalsiyum (Ca®") iyonlar1 gereklidir
(Novotna & Herget, 2002).

Matriks metalloproteinazlarin ifadesi temelde hiicre iskeleti tarafindan diizenlenir.
Hicre iskeletinin organizasyonu, fibronektin, tenaskin ve laminin gibi ekstraseliiler
matriks bilesenlerinin etkilerine bagl olarak, biiytime faktorleri ve sitokinler tarafindan
diizenlenir. (Murphy vd., 1999; Novotnd & Herget, 2002). MMP'lerin ¢ogu fizyolojik
kosullar altinda yiiksek konsantrasyonlarda mevcut olmayip patolojik kosullar altinda
ortaya cikarlar. MMP'lerin yiliksek ekspresyonu, kanser malignitesi ve tiimor metastazi

ile iligkilidir (Novotna & Herget, 2002).

Matriks metalloproteinazlar anjiyogenezde de rol oynar. MMP'lerin yeni kan
damarlarinin mikrovaskiiler endotelyal hiicreleri tarafindan salgilanmasi, anjiyogenezin
onemli bir adimidir. MMP sekresyonu, bazal membranin degredasyonunu saglayan ve
endotelyal hiicrelerin bag dokusu boyunca go¢ etmesini saglayan 6nemli bir baglangi¢

asamasidir (Novotné & Herget, 2002).
MMP-3

MMP-10 ve MMP-11 ile beraber stromelisinlerin alt grubuna dahil olan
stromelisin-1 ya da MMP-3 (EC 3.4.24.17) mentese bolgesinden katalitik bolgeye
baglanan bir hemopeksin alani ile oldukg¢a basit bir MMP yapisina sahiptir (Van Hove,
Lemmens, Van de Velde, Verslegers & Moons, 2012). Stromelisin adi, ekstraseliiler
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matriks hidrolize eden stromal hiicreden tiiretilmis bir metalloproteinazi belirtir (Chin,
Murphy & Werb, 1985). Sitokinler, reaktif oksijen tirleri, blyume faktorleri ve hicre-
hlcre/hiicre-ekstraseliler matriks etkilesimleri MMP-3 gen transkripsiyonunu
tetikleyebilirken, MMP-3 mRNA transkriptleri, forbol esterleri ve EGF ile stabilize
edilebilirler (Delany & Brinckerhoff, 1992; Kim & Hwang, 2011). Ekstraseller matrikse
birakildiktan sonra, inaktif MMP-3 proenzimi plazmin kaskad sinyal yolagi ile
ekstraselller olarak aktive edilebilir (Nagase, Enghild, Suzuki & Salvesen, 1990).

Insan MMP-3 geni, stromelisin 2 (MMP-10), interstisyel kollajenaz (MMP-1),
kollajenaz 2 (MMP-8), kollajenaz 3 (MMP-13), matrilisin 1 (MMP-7), matrilisin 2
(MMP-26), makrofaj elastaz (MMP-12) ve enamelisin (MMP-20) dahil olmak Uzere
diger matriks genlerinin de bulundugu 11. kromozomun ¢22-g23 bdlgesinde bulunur
(Formstone vd., 1993).

Ekstraseltler olarak, MMP-3 oldukga genis substrat 6zgiilliigiine sahiptir. Coklu
ekstraseliiler matriks proteinlerini par¢alamanin yani sira, biiylime faktorlerini, hiicre
adezyon molekiillerini, kemokinleri, sitokinleri ve ¢esitli reseptorleri de aktive edebilir
(Van Hove vd., 2012). Ek olarak MMP-3, proMMP-1, -3, -7, -8, -9 ve -13'0 aktive
edebilir. Plazminojen ve (rokinaz-tipi plazminojen aktivator gibi bazi akis yukari
aktivatorleri hidrolize edebilir (Arza, Hoylaerts, Félez, Collen & Lijnen, 2000; McCawley
& Matrisian, 2001; Ogata, Enghild & Nagase, 1992).

MMP-3 bir dizi ekstraseltler matriks, non-ekstraseltler matriks ve hiicre ylzeyi
proteinlerini ayirir. Enzim prokollajenazlart (MMP-1, MMP-8 ve MMP-13) ve
projelatinaz B'yi (MMP-9) aktive eder. MMP-3 tarafindan, projelatinaz B'nin dimerik
formu monomerik formdan daha yavag aktive edilir (Olson vd., 2000). Optimum pH’1
5.5-6.0 civarinda olan MMP-3, mezenkimal hiicrelerde kolayca eksprese edilir (Nagase,
1995, 2013).

Stromelisin-1 (MMP-3) fibronektin, jelatin, proteoglikanlar, denatiire tip |
kollajen, laminin ve diger hiicre dis1 matriks bilesenlerini bozar (Chin vd., 1985).
Kondrositler ve fibroblastlar gibi mezenkimal hiicrelerin genellikle stromelisin-1
salgiladigr bulunmustur (Matrisian, 1992). Stromelisinin 6nemi, MMP-1, -8, -9 ve -13
dahil olmak tiizere prokollajenazlarin dogrudan aktivasyonundaki etkisinden

kaynaklanmaktadir (Knduper vd., 1993; Murphy, Cockett, Stephens, Smith & Docherty,

30



1987). Ayrica, kollajenazlarla birlikte hastalik durumlart sirasinda bag dokularinin yok
edilmesinde rol oynar (Brinckerhoff, 1992; Posthumus, Limburg, Westra, van Leeuwen
& van Rijswijk, 2000).

MMP-9

MMP-9 ¢cDNA ilk olarak 1989 yilinda doniistiiriilmiis insan fibroblastlarindan
klonlanmigtir (Wilhelm vd., 1989). Daha sonra, nétrofillerin tip IV kollajenazinin ayn
genin tiriinii oldugu kesfedilmistir (Devarajan, Johnston, Ginsberg, Van Wart & Berliner,
1992). MMP-9 birgok memeli tiiriinde klonlanmustir ve inek, tavsan, sigan, fare ve insan
MRNA seviyelerinde yaklasik %80 homoloji vardir (Atkinson & Senior, 2003;
Schwingshackl, Duszyk, Brown & Moqgbel, 1999; Yao vd., 1997).

MMP-9 (jelatinaz B, 92 kDa, tip 1V kollajenaz) ve MMP-2 (jelatinaz A, 72 kDa,
tip IV kollajenaz) jelatinaz olarak adlandirilan gruba ait iki iiyedir ( Soyding vd., 2006).
Her iki jelatinaz, jelatini kolayca ayirmasina ragmen, substrat spesifiteleri farklidir (Xia,
Akers, Eisen & Seltzer, 1996). MMP-9, substrat spesifitesini ve bozulmaya kars1 direnci
etkileyebilen, tip V kollajen benzeri bir alan igerir. Jelatinazlar ayrica hiicresel {iretim,

transkripsiyonel diizenleme ve hiicre dis1 aktivasyon agisindan farklilik gdsterir

(Atkinson & Senior, 2003).

MMP-9 hiicrelerden bir proenzim olarak salinir. Aktivasyonu, organik
degiskenlerin eklenmesiyle in vitro olarak gergeklestirilebilir (Atkinson & Senior, 2003).
In vivo olarak, MMP-9 bir proteaz kaskadiyla aktive edilir (Cuzner & Opdenakker, 1999).
MMP-3, MMP-9'un en etkili aktivatort kabul edilebilir (Goldberg, Strongin, Collier,
Genrich & Marmer, 1992).

MMP-9, mikrovaskdler endotelyal hicrelerin sitozollinde serbest aktif bir enzim
olarak gosterilmistir. Endotel hiicreleri gog ettikge, MMP-9'un aktif formu, bazal
membrani lokal olarak bozmak igin hiicrelerden salgilanir (Nguyen, Arkell & Jackson,
1998). Ayrica MMP-7 (matrilisin), MMP-9 ve MMP-12 (metalloelastaz), plazminojeni
en giiclii anjiyogenez antagonisti olan anjiyostatine doniistiirerek anjiyogenezi bloke

edebilir (Novotna & Herget, 2002; Sang, 1998).
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2.3.2. Anjiyogeneze Bagh Hastahklar

Anjiyogenez, neredeyse tiim insan malignitelerinin ve yasami tehdit eden diger
bazi hastaliklarin ilerlemesinde kritik bir adimdir. Anti-anjiyogenik tedavi, kanser,
diyabetik retinopati ve yasa bagli makula dejenerasyonu gibi anjiyogeneze bagl
hastaliklarin tedavisinde yeni ve etkili bir yaklagimdir (Fallah vd., 2019).

Patolojik anjiyogenez, anjiyogeneze bagl hastaliklar olarak adlandirilan bir dizi
neovaskiilatiir hastalikta rapor edilir (Cizelge 2.1). Bunlardan en ¢ok bilinen ve izerinde
calisilan anjiyogeneze bagli hastaliklar; kanser, neovaskiler yasa bagli makula

dejenerasyonu ve diyabetik retinopatidir (Fallah vd., 2019).

Cizelge 2.2. Anjiyogeneze bagl hastaliklar (Fallah vd., 2019).

Hedef organ Farelerde veya insanlarda hastaliklar
Goklu Org-alfl Kanser, bulasici hastaliklar, otoimmiin bozukluklar
anormalligi
Kan Vaskiiler malformasyonlar, DiGeorge sendromu, Herediter hemorajik

damarlarinda |telanjiektazi, kaverntéz hemanjiyom, ateroskleroz, transplant
anormallik | arteriyopatisi

Yag dokusu | o anjiyogenez inhibitorleri ile kilo kayb
anormalligi
Cilt Sedef hastaligi, sigiller, alerjik dermatit, skar keloidleri, piyojenik

anormalligi | graniilomlar, AIDS hastalarinda kaposi sarkomu

GO0z Kalic1 hiperplastik vitr6z sendromu, diyabetik retinopati, prematire
anormalligi | retinopatisi, koroidal neovaskiilarizasyon

Akciger

anormalligi Primer pulmoner hipertansiyon, astim, nazal polipler

Bagirsak Enflamatuar bagirsak ve periodontal hastalik, assit, peritoneal
anormalligi |adezyonlar

Ureme sistemi | Endometriozis, uterin kanama, yumurtalik kistleri, yumurtalik
anormalligi | hiperstimulasyonu

Kemik ve
eklemlerde | Artrit, sinovit, osteomiyelit, osteofit olusumu
anormallik
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2.4. MikroRNA

MikroRNA’lar (miRNA), gen ekspresyonunu post-transkripsiyonel olarak
diizenleyen 22 ila 26 niikleotid uzunlukta olan, protein kodlamayan RNA'lardir.
mRNA’nin translasyonunu baskilayarak protein olusumunu azaltmak amaciyla miRNA
ile indiiklenen susturucu kompleks (RISC) i¢in adaptorler olarak islev gorlrler. Olgun
miRNA'lar, hedef mRNA'larini, mRNA'larin 3'-translasyona ugramayan bolgesindeki (3'-
UTR) tamamlayici niikleotitler arasindaki baz eslestirme etkilesimleri yoluyla tanirlar

(Bartel, 2009).

Hiicresel farklilagsma, proliferasyon, apoptoz ve hiicre dongiisii ilerlemesi dahil
hemen hemen her hiicresel olayin diizenlenmesine ve gelisim, hastalik gibi bir¢ok
biyolojik islemin diizenlenmesine katildigindan, miRNA profilindeki degisiklikler, ¢esitli
uyarilara yanit olarak hiicresel baglamdaki degisiklikleri yansitabilir (Wilczynska &
Bushell, 2015).

2.4.1. miRNA Biyogenezi

Olgun miRNA'lar, kanonik veya alternatif biyogenez yollar1 araciligiyla hiicreler
icinde dretilir. Kanonik yol, hem Drosha ile DiGeorge sendromu kritik bdlge 8'e
(DGCR8) hem de Dicer ile transaktive edici yanit olusturan RNA baglanma proteini
(TRBP) komplekslerine baglidir (Yang & Lai, 2011).

Kanonik biyogenez, miRNA kodlama dizilerinin RNA polimeraz II araciligiyla
primer miRNA (pri-miRNA) transkriptlerine transkripsiyonundan baslar. Daha sonra
Drosha ve kofaktorli olan DGCRS8 ile ¢ekirdek icinde pri-miRNA'lar1 daha kisa sag tokasi
(ilmek) seklinde oncii miRNA'lara (pre-miRNA) boler. Bu pre-miRNA'lar, Exportin-5
tarafindan sitoplazmaya tagindiktan sonra, Dicer-TRBP kompleksi tarafindan ilmek kismi
kesilerek ¢ift zincirli miRNA’lara ayrilirlar ve zincirlerden biri bozulurken digeri tek

sarmalli olgun miRNA’y1 olustur (Yu, Tian, Tu, Ho & Jilek, 2016).

Olusan bu olgun miRNA'lar, sitoplazmada miRISC'ler iceren Argonaute 2'ye
(AGO2) baglandiktan sonra, hedef mRNA'larla eslesirler. Neticede, translasyonel
baskilanma veya mRNA bozulmasi sebebiyle protein ekspresyonu azalir (Sekil 2.13)
(Gupta, Sugadev, Sharma, Ahmad & Khurana, 2018; Yu vd., 2016).
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Sekil 2.13. miRNA biyogenezi ve miRNA kontrollii posttranskripsiyonel gen
regiilasyonunun mekanizmalar1 (Yu vd., 2016).

Insan genomunda 1.000'den fazla miRNA geni oldugu ve bunlarin iiretilen
mRNA'larin tigte birinden fazlasin1 diizenleyebilecegi tahmin edilmektedir (Berezikov
vd., 2005). Bir¢ok miRNA, doku ve yasa 6zgii paternlerle ifade edilmektedir. Bu durum
miRNA'larin hiicre tipine 6zgii fonksiyonlara sahip oldugunu gostermektedir (Hooten
vd., 2010; Madanecki vd., 2013; Ritchie, Rajasekhar, Flamant & Rasko, 2009).

2.4.2. miRNA Aracilh Hipoksi

Hipoksik strese yanit veren miRNA, hipoksimiR olarak adlandirilmaktadir (Gupta
vd., 2018). Hipoksi ve iskemi birgok miRNA'nin ekspresyon profillerini degistirse de,
anjiyogenezde smirli sayidaki hipoksimiR'lerin etkisi gosterilmektedir (Sekil 2.14)
(Madanecki vd., 2013).
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Sekil 2.14. HipoksimiR’lerin hipoksiyle indiiklenen anjiyogenez iizerindeki etkisi
(Madanecki vd., 2013). (A) hipoksi sirasinda indiiklenmistir; (V) hipoksi sirasinda
inhibe edilmistir; (+) hipoksi sirasinda ekspresyon profili HIF-1a ve/veya VEGF'in
ekspresyonunun ve aktivitesinin artmasina katkida bulunacak sekilde degismistir; (-)
hipoksi sirasinda ekspresyon profili HIF-1o ve/veya VEGE'nin ekspresyonunun ve
aktivitesinin lizerinde olumsuz bir etki olacak sekilde degismistir; (*) HIF-1a ve/veya
VEGEF fiizerindeki dolayl etkiler, parantez igindeki gen kisaltmalari dogrudan miRNA
hedefini temsil eder. HIF-1a transkripsiyonel kontrolii altindaki hipoksimiR'lerin alt1
cizilmistir.

HIF ekspresyonunu etkileyen miR-20b, miR-199a, miR-424, miR-130a, miR-
130b, miR-200b, miR-200c, miR-429 ve miR-155 olmak zere dokuz adet hipoksimiR
tanimlanmistir (Madanecki vd., 2013). Bununla birlikte, HIF mRNA’s1 sadece miR-20a,
miR-20b ve miR-199a miRNA'lar1 i¢in dogrudan bir hedeftir (Madanecki vd., 2013).
HIF, miRNA dizenlemesinin bir hedefi olmasinin yani sira, miR-210 gibi anjiyogenik

hipoksimiR'lerin transkripsiyonundan da sorumludur (Huang vd., 2009).

Anjiyogenez yolaklar1 kapsamli bir sekilde incelenmis olsa da bu siirecte
miRNA'larin rolii hakkinda sinirli bilgi bulunmaktadir. Anti-miR'ler olarak da bilinen
antagomirler, diger molekiillerin bir mRNA molekiilii iizerinde istenen bir bolgeye
baglanmasini dnleyen, 6zel olarak tasarlanmig bir kimyasaldir (Yue, 2011). Antagomirler
endojen miRNA’lar1 susturmak amaciyla kullanilmaktadir (Kratzfeldt vd., 2005).
miRNA'larin veya antagomirlerin, hipoksiye bagli anjiyogenezi diizenlemek i¢in

gelecekteki terapotik yaklasimlarda kullanilabilecegi  diisiiniildiigiinde, hipokside
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anjiyogenezin diizenlemesi i¢in miRNA'larin roliiniin anlagilmasi 6nemlidir (Madanecki
vd., 2013).

2.4.2.1. miRNA-155

HIF ile indlklenebilir miR-155, hipoksi yolaginin baska bir mikroRNA aracili
transkripsiyonel regiilasyon seviyesini temsil eder. Hipoksik bir durumda/uyarilmada,
HIF-1a transkriptinin RISC aracili degredasyonunu kolaylastirarak HIF tepkisinin
dinamiklerini sekillendirir (Bruning vd., 2011). HIF-1a. mRNA’sinda, HIF-1a protein
seviyelerinde ve transkripsiyonel aktivitede bir azalmaya sebep olur. Bu nedenle miR-
155 indiiksiyonu, uzun siireli hipoksi sirasinda HIF-1a aktivitesi igin izoform-spesifik bir
negatif geri besleme dongiisiine baglidir (Bruning vd., 2011; Madanecki vd., 2013) Ayni
zamanda PHD'lerin HIF aracili indiiksiyonuna benzemekle beraber, hipoksiye hiicresel
reaktiviteyi daha diisiik pO2 seviyelerinde saglayabilir (Fabian, 2018). miR-155'in asir1
ekspresyonunun, proteolitik degradasyon igin HIF-a ailesi iiyelerini (HIF-1, -2 ve -3)
hedefleyen VHL nin, mRNA'y1 negatif olarak diizenleyerek anjiyogenezi destekledigi
bildirilmistir (Yoon vd., 2016).

miR-155, orijinal olarak B-hiicresi Entegrasyon Kiimesi (BIC, B-cell Integration
Cluster) geni olarak tanimlanan konak¢1 gen MIRHG155 tarafindan kodlanir. BIC geni,
insan kromozomu 21 icinde 13 kilobazlik bir bdlgeyi kapsayan 3 ekzondan olusur
(Mahesh & Biswas, 2019). Insanda miR-155'in ekspresyonu ilk olarak dalak, tims,
karaciger, akciger ve bobrekte rapor edilmistir (Tam, 2001; Tam, Ben-Yehuda &
Hayward, 1997). miR-155"in baskin fonksiyonel 6zelliklerini miR-155-5p gdsteriyor olsa
da miR-155-3p'nin etkinligi hiicrelere gore degisiklik gostermektedir (Mahesh & Biswas,
2019).

miR-155’in anormal ekspresyonu, bagisiklik, inflamasyon ve hematopoez ile
baglantil1 biiyiik sinyal yollarinda hastalik ilerlemesine sebep olmaktadir. Calismalarin
cogu kanser iizerine yogunlagmistir, bunu yakindan immiinolojik bozukluklar
izlemektedir. Herpes simplex viris 1 (HSV-1) ve sitma (malaria) enfeksiyonlari, sinir
sistemi rahatsizliklari, vaskiiler bozukluklar ve karaciger rahatsizliklar1 gibi diger
karmagik hastaliklar hakkinda da arastirmalar vardir (Sekil 2.15) (Gulei, Raduly,
Broseghini, Ferracin & Berindan-Neagoe, 2019).
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Sekil 2.15. miR-155 ile iliskili hastaliklar (Gulei vd., 2019).

Stromal keratit, HSV-1 ile okiiler enfeksiyonlardan sonra ortaya ¢ikabilen ve
potansiyel olarak korliige yol agabilen kronik inflamatuar bir patolojidir. Okuler HSV-1
ile enfekte olmus fare modellerinde, miR-155 inhibitorlerinin uygulanmasiyla korneal
seviyede stromal keratit lezyonlarinin ve vaskularizasyonun azaldigin1 gostererek miR-

155'in buradaki yiksek ekspresyonunu goéstermistir (Bhela vd., 2015).
2.4.2.2. miRNA-210

Hipoksik mikro ¢evrede tiim dokularda eksprese edildigi bildirilen miR-210,
hipokside dizenlenen ana miRNA olarak kabul edilmektedir (Gupta vd., 2018; Huang,
Le & Giaccia, 2010). Bu miRNAnin ekspresyonu hem HIF-10 hem de HIF-2a tarafindan
diizenlenir (Camps vd., 2008; Z. Zhang vd., 2009). Anjiyogenezin, mitokondriyal
metabolizmanin, DNA onariminin ve hiicre sagkaliminin diizenlenmesinde rol oynadig1
aciklanmustir (Devlin, Greco, Martelli & Ivan, 2011; Huang vd., 2010; Ye vd., 2019)
(Sekil 2.16). Bu diizenlemelere bagl olarak, tiimdrlerin evrimi ve iskemik bozukluklar
gibi birgok patolojik durumun yiiksek oranda etkilenebilecegi de bildirilmistir (Devlin
vd., 2011). miR-210'un ekspresyonunun artmasi, bir anti-anjiyogenez faktori olan
reseptor tirozin kinaz ligand efrin-A3'0  (EFNA3) hedefleyerek anjiyogenezi
indiklemektedir (Fasanaro vd., 2008; Goradel vd., 2019). Efrin ligandlarinin ve

reseptorlerinin, kardiyovaskiiler sistemin gelisiminde ve VEGF sinyal yolunun
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diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir (Goradel vd., 2019; Kuijper,
Turner & Adams, 2007; Pandey, Shao, Marks, Polverini & Dixit, 1995).

HiPOKSI

Anjiyogenez DNA Hasari
Apoptoz

Sekil 2.16. miR-210"un etkiledigi genlerin temel fonksiyonlar1 (Ivan & Huang, 2014).

= Sy Mitokondriyal
b ﬁ

miR-210'un miR-210-3p ve miR210-5p olmak Uzere iki ¢esidi vardir. miR-210-
3p, RISC’¢ baglanan kilavuz zincirdir, miR-210-5p ise bozulma yoluyla inaktive edilen
yolcu (passenger) zinciridir (Bavelloni vd., 2017). miR-210 ekspresyonu ile hipoksi
arasinda dogrudan bir baglanti oldugu ve o6zellikle, promotoriinde HIF-1a baglanma
bolgelerini tagtyan miR-210'un hem normal hem de doniistiiriilmiis hiicrelerde 6nemli
Olglide yukar1 regiile edildigi bildirilmistir (Bavelloni vd., 2017; Qin, Furong &
Baosheng, 2014).

miR-210'un sinir sisteminde de 6nemli rollere sahip oldugu bildirilmistir. Yetiskin
farelerde, miR-210'un asir1 ekspresyonunun veya yikimimin sirasiyla duyusal akson
rejenerasyonunu destekledigi veya bozdugu gosterilmistir (Hu, Jiang, Wang & Tu, 2016;
Lyu vd., 2021). Yakin zamanda yapilan iki ¢alisma, miR-210'un bir model organizma
olan Drosophila‘daki sirkadiyen ritimleri de diizenledigini gostermistir (Cusumano vd.,
2018; Niu, Liu, Nian, Xu & Zhang, 2019).

miR-210, Drosophila’da fotoreseptor ndronlarda ve diger duyu organlarinda ifade
edilir. miR-210'un kayb1, asamal1 olarak fotoreseptor dejenerasyonuna ve lipid damlacik
birikimine yol agar. miR-210'un lipid metabolizmasini diizenledigini ve Drosophila

retinasinda norodejenerasyonu onledigi bildirilmistir. Bu g¢alisma, miR-210'un lipid
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metabolizmasini ve noronal fonksiyonlari modiile etmede yeni bir rolini ortaya

cikarmistir (Lyu vd., 2021).

mMiR-210, hiicresel metabolizmay1 ve yara iyilesmesi i¢in O6nemli siiregleri
duzenler. Diyabetik hastalarin yaralarinda ve diyabetik farelerin deneysel yaralarinda
miR-210 indiiksiyonunun baskilandigi, miR-210'un lokal olarak rekonstitlisyonu
(yeniden yapilandirilmasi), metabolik dengeyi diizenleyerek ve yara iyilesmesi igin
merkezi slrecleri iyilestirerek Ozellikle farelerde yara iyilesmesini hizlandirdigi

bildirilmistir (Narayanan vd., 2020).
2.4.5.3. miRNA-221

miR-221, kanserle iliskili bir miRNA'dir. X kromozomunun kisa kolundaki miR-
222 ile birlikte bir gen kiimesinde kodlanir. Yiiksek seviyede homolog olan bu iki
miRNA, siklikla bir gen grubu (miR-221/222) olarak islev goriir ve bir¢ok insan
malignitesinde kapsamli bir sekilde incelenmistir. (Song vd., 2017).

Saglikli kosullarda, anjiyogenez, neointimal hiperplazi, damar yara iyilesmesi,
vaskiiler yaglanma ve aterosklerotik vaskiiler yeniden sekillenme gibi temel fizyolojik
vaskiiler siiregleri diizenledigi bulunmustur (Cizelge 2.3) (Chistiakov, Sobenin, Orekhov
& Bobryshev, 2015; Kuehbacher, Urbich & Dimmeler, 2008; Rippe vd., 2012; Song &
Li, 2010).

Ilk c¢alismalar, endotel hiicrelerinde miR-221 ve miR-222'nin yiksek
ekspresyonunun roliinii belirlemek iizerine yapilmistir. Endotel hiicrelerinin miR-221 ve
miR-222 ile transfeksiyonunun tiip olusumunu ve migrasyonu engelleyerek in vitro
anjiyogenezi inhibe ettigi ve in vitro endotel hiicrelerinin yara iyilesmesini azalttigi
bulunmustur. miR-221 ve miR-222, kok hiicre faktoru igin reseptdr olan c-Kit'in protein
diizeylerini azalttigi, ancak mRNA seviyesinde herhangi bir azalmanin olmadig
goriilmiistiir. Bu durum, miR-221 ve miR-222'nin protein translasyonunu engelleyerek c-

Kit ekspresyonunu etkiledigini gésterir (Poliseno vd., 2006).

miR-221 ve miR-222in asirt ekspresyonunun endotelyal nitrik oksit sentaz
(eNOS) ekspresyonunu dolayli olarak azalttigi gosterilmistir (Suérez, Fernandez-
Hernando, Pober & Sessa, 2007). eNOS'un endotel hiicre fonksiyonlarina etkisi goz

oniine alindiginda, miR-221 ve miR-222 ile azalmasi, bu miRNA'larla transfekte edilmis
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endotel hiicrelerinde, tiip olusumunun inhibisyonu, migrasyon ve yara iyilesmesi dahil
olmak tizere fonksiyonel bozukluklara neden olabilmektedir. Pro-anjiyogenik endotelyal
hicre fonksiyonunun onemli duzenleyicilerinden c-Kit ve eNOS'u hedeflediginden,
miR-221 ve miR-222, anjiyogenezi engellemek icin potansiyel bir ara¢ olabilir
(Kuehbacher vd., 2008).

2.5. Paeonol

Paeonol, Paeonia suffruticosa, Paeonia lactiflora, Dioscorea japonica ve
Arisaema erubescens gibi bitkilerden elde edilen biyoaktif bir fenoldir (Adki & Kulkarni,
2020; Harada & Yamashita, 1969). Paeonol, Cin'de potansiyel bir ila¢ olarak uzun bir
geemise sahip olup ilk farmakolojik aktivitesi, elli y1l once geleneksel Cin tibbinda
bildirilmistir (Harada & Yamashita, 1969). Paeonia suffruticosa, ¢esitli tibbi faydalara
sahiptir ve binlerce yildir yaygin olarak kullanilmaktadir. Farmakolojik etkileri olusturan
paeonol, Paeonia suffruticosa'nin kok kabugundan izole edilen ana bilesendir (Zhang, Li
& Liu, 2019).

Paeonol, Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi’ne (IUPAC) gore 1-(2-
hidroksi-4-metoksifenil) etanon olarak adlandirilir. Molekiiler formiili CgH1003,
molekiiler agirligr 166.17 g/mol, erime noktas1 52.5°C olan bir bilesiktir (Sekil 2.17).
Suda ¢6ziinmeyen beyaz kristal bir tozdur (Adki & Kulkarni, 2020; Chunhu, Suiyu,
Meiqun, Guilin & Yunhui, 2008).

O

i

O OH

Paeonol

Sekil 2.17. Paeonoliin kimyasal yapisi (1-(2-hidroksi-4-metoksifenil) etanon) (Adki &
Kulkarni, 2020).

Paeonolun, anti-enflamatuar, antidiyabetik, antineoplastik, noéroprotektif,

kardiyoprotektif, nefroprotektif ve anti-timor ajan olmak tiizere c¢esitli farmakolojik
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ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir (Sekil 2.18) (Adki & Kulkarni, 2020; Chunhu vd.,
2008; Tan, Ye, Qian, Ji & Liu, 2007).

(B ANTi-ENFLAMATUAR ‘“ ANTI-KARDIYOVASKULER
(= ]

HASTALIKLAR

+ Osteoartrit ve romatoid

artrit + Pulmoner hipertansiyon
- Deri enfalamasyonu * Ateroskleroz
- Periodontitis ve osteoporoz * Rekanalize trombiis
- Organ hasar » Miyokardiyal hasar
- Kolit

@ NOROPROTEKTIF § ANTi-TUMOR

- Diyabetik ensefalopati + Anti-tiimor etkisi
- Serebral iskemik hasar - Sinerjistik anti-tiimor etkisi
» Alzheimer hastaligi v Radyosensitize edici etki
- Parkinson hastalgi v Antineoplastiklerin anti-tiimor
- Yaslanma etkisinin arttiriimasi
- Depresyon v Toksisitenin azaltilmasi

Sekil 2.18. Paeonoliin farmakolojik etkileri (Zhang vd., 2019).

Su anda, Cin Gida ve Ilag¢ Dairesi tarafindan onaylanan paeonol dozaj formlar
arasinda tablet, enjeksiyon, merhem ve yapiskan flaster gibi harici preparatlar
bulunmaktadir (Zhang vd., 2019).

Paeonol'lin ates, bas agrisi, iltthaplanma, nevralji, alerji, romatoid artrit gibi
durumlarda, baz1 cilt hastaliklarinda (egzama, dermatit, kasintili cilt, sivrisinek ve
tahtakurusu 1siriklari) ve ayrica alerjik rinit, soguk algiligi gibi durumlarda da énemli
etkileri oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte, anti-enflamatuar aktivite disinda
paeonoliin diger farmakolojik aktiviteleri heniiz klinikte uygulanmamistir (Zhang vd.,
2019). Daha once yapilan caligmalarda paeonoliin, Akt sinyal yolaginin ve matriks
metalloproteinaz aktivitesinin inhibisyonuyla anjiyogenezi ve metastazi bastirma
potansiyeli oldugu bildirilmistir ( Kim vd., 2009). Paeonoliin, miyokardiyal iskemi ve
reperfiizyonla iliskili hasarlar1 azaltarak miyokard enfarktiisii ve bunun gibi hastaliklarin
tedavisinde yararli olabilecegi diisiiniilmektedir (Ma vd., 2016; Nizamutdinova vd., 2008)
(Sekil 2.19).
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@} Noroprotektif

+ PC12 hiicrelerini ve néranlarini
apoptozdan korur.

+ BDNF ve IGF gibi nérotrofik
faktérlerin ekspresyonunu
arttinir,

+ Nat, K*, ATP, ChAT, kaspaz 3,
AchE ve anti-apoptotik
proteinlerin aktivitelerini
diizenler.

+ Astrositlerin aktivasyonunu
azaltir ve mikroglial
aktivasyonu inhibe eder.

A

428 Anti-kardiyovaskiiler
Hastaliklar

« Kalsiyum kanali tizerinde bloke
edici etkileri vardir.

Képiik hiicre olusumunu
azaltir.

Vaskiler dliz kas hiicrelerinin
proliferasyonunu ve endotel
hiicrelerinin apoptozunu
inhibe eder.

Vaskller endotel
disfonksiyonuna karsi koruma
saglar.

Anjiyogenezi ve metastazi
baskilar.

§ Anti-tiimor

+ Kanser hticrelerinin
proliferasyonunu inhibe eder
ve apoptozu indukler.

Sekil 2.19. Paconoliin diger farmakolojik mekanizmalara etkileri (Zhang vd., 2019).

Ek olarak paeonoliin, anti-anafilaktik aktivite, antioksidan aktivite, trombosit

agregasyonunu inhibe edici aktivite (antiagregan) ve azalmis erken neointimal hiperplazi

gosterdigi bildirilmistir (Chunhu vd., 2008; Kim vd., 2004; Terawaki vd., 2015; Zhang

vd., 2017).
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1. Hiicre Hatt1

Calismamizda 19 yasinda saglikli bir erkek bireyden (Amy Aotaki-Keen) elde
edilen insan retinal pigment epitel hiicre hatti ARPE-19 (ATCC® CRL-2302™)
kullanilmustir (Sekil 3.1). Morfolojik olarak epitelyal 6zellikte olan ARPE-19 hiicreleri,
kiiltiir ortaminda yapisan Ozellige sahiptir. Buhar fazinda, sivi azotta dondurularak

saklanir (ATCC, 2016).

Sekil 3.1. ARPE-19 insan retinal pigment epitel hiicrelerinin invert 151k mikroskobu
altindaki goriintiisii.
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3.2. Hucre Besiyeri Hazirlanmasi

Hiicrelerin gelismesi ve cogalmalari i¢in %8 fetal sigir serumu (FBS, Fetal Bovine
Serum), %1 penisilin/streptomisin ve 6 ml L-glutamin igeren Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM)/Ham’s F-12 i¢inde kiiltiire alnmistir. Kiltiir %5

karbondioksit (COy) iceren bir inkiibator icerisinde 37°C sicaklikta devam etttirilmistir.
3.3. Hiicrelerin Kiiltiire Alinmasi, Pasajlanmasi ve Dondurulmasi
3.3.1. Dondurulan Hiicrelerin Kiiltiire Allnmasi

Bu islem icin dondurucuda saklanan hiicreler 6nceden 37°C’ye getirilmis olan
besiyeri igerisine alinarak 1250 rpm’de (revolutions per minute, dakikadaki devir sayis1)
1:30 dakika boyunca santriflij edilmistir. Santrifiij edilen tiip tekrar kabine alinip,
slipernatantin tamami pipetle gekilip atildiktan sonra, bir miktar besiyeri hucrelerin
lizerine eklenerek iyice karistirilmis ve 75 cm?’lik flaska ekilmistir. Flaskin tabanina esit
derecede yaydirilan hiicreler, 37°C’de %5 CO2 seviyesine ayarli inkiibatore (Heal Force,
Cin) yerlestirilmistir. Ekimden yaklasik 4-6 saat sonra, dondurulmus hiicre besiyeri
icerisinde bulunan dimetil siilfoksitin (DMSO) tamamen uzaklastirilmasi i¢in besiyeri,
yeni yapigsmaya baslayan hiicreleri kaldirmadan miimkiin oldugunca yavas bicimde

degistirilmistir.
3.3.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

1. Hucreler uygun yogunluga ulastiginda flaskin igindeki besiyerinin tamami
pipetle cekilip atilmis ve hiicreler 37°C sicaklikta olan fosfat tamponlu salin
(PBS, Phosphate-buffered saline) ile yikanmustir.

2. Flaskin igine tabana yapisan hiicreleri kaldirmak amaciyla 37°C sicaklikta olan
tripsin eklenmis ve inkiibatore yerlestirilmistir.

3. Mikroskop ile hiicrelerin tabandan ayrildig1 belirlendikten sonra flaskin i¢indeki
tripsinthiicre karigiminin tamami 15 ml’lik falkona aktarilarak, hiicreleri
tripsinden ayirmak amaciyla 1:30 dk, 1250 rpm’de santrifiij edilmistir.

4. Santrifiij edilen tiip tekrar kabine alinip, siipernatanti pipetle yavas yavas

cekilerek atilmistir.
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5. Peletin bulundugu falkon tiiplin iistiine bir miktar besiyeri eklenmis pelet,
miimkiin oldugunca homojen olacak sekilde karigtirilmistir.
6. Flask tabaninin tamamina yaydirilan hiicreler kontrol edilmis daha sonra

inklbatore (37°C, %5 CO») yerlestirilmistir.

3.3.3. Hiicrelerin Dondurulmasi

1. Flaskin igindeki besiyerinin tamami pipetle ¢ekilip atilmis ve hiicreler PBS
eklenerek hiicreler yikanmistir.

2. Flaskin i¢ine tabana yapisan hiicreleri kaldirmak amaciyla tripsin eklenmis ve
inkiibatore kaldirilmistir.

3. Bekleme siiresinde bos bir tiipe %7 DMSO igeren besiyeri hazirlanmistir.

4. Mikroskop ile hiicrelerin tabandan ayrildig: belirlendikten sonra flaskin i¢indeki
tripsinthiicre karistminin tamami 15 ml’lik falkona aktarilarak, hiicrelerin
tripsinden ayrilmasi amactyla 1:30 dk, 1250 rpm’de santrifiij edilmis ve
slipernatant pipetle yavas yavas cekilerek atilmigtir.

5. Onceden hazirlanan DMSO igeren besiyeri alinarak siipernatant: atilan hiicrelerin
bulundugu falkon tiipe eklenmis ve kriyojenik/mikrosantrifiij tiipe yavas yavas
pipetlenmistir ve daha sonra tekrar kullanmilmak iizere -80°C’lik derin

dondurucuya (Wisd, Daihan Scientific, Kore) kaldirilmistir.
3.4. Calisma Gruplari
Calismada 4 temel grup belirlenmis ve asagida verilmistir.
Grup 1: Kontrol grubu
Grup 2: Paeonol grubu
Grup 3: Hipoksi grubu (DFX uygulamasi ile elde edilmistir)

Grup 4: Paeonol+Hipoksi grubu (Hipoksi grubuna paeonol uygulanarak elde edilmistir)
3.5. MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir) Analizi

Tetrazolyum tuzlari, memeli hiicrelerinin canliligint ve proliferasyonunu
belirlemek icin kantitatif kolorimetrik bir yontemin gelistirilmesini saglamistir.
Kolorimetrik ydntemin ana avantajlari; hizlihigi, hassasiyeti ve herhangi bir

radyoizotopunun olmamasidir (Mosmann, 1983).
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Tetrazolyum tuzlarindan olan MTT ile yapilan bu analiz, hiicre canliligin1 tespit
eden ve bu verileri spektrofotometre ile yiiksek derecede dogrulukla belirleyebilen bir
analizdir (Mosmann, 1983). Kantitatif olan MTT testi, hiicre biiyiime oranlarinin
belirlenmesinde, ilag etkisinin ve sitotoksik ajanlarin test edilmesinde ve diger biyolojik
olarak aktif bilesiklerin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Kit; Mosmann,
1983).

Hiicrelere hipoksi uygulanmasi literatiirde yer alan konsantrasyon ve uygulama
siiresine gore gergeklestirilmistir. Buna gore, Deferoxamine Mesylate Salt (DFX) hipoksi
ajan1 araciligiyla, normal ARPE-19 hucrelerinde 24 saat boyunca 100 uM uygulanarak
hipoksik ortam olusturulmustur (D'Amico vd., 2018; Doganlar vd., 2021).

MTT analizi, ARPE-19 hiicrelerinde DFX araciligiyla elde edilen hipoksik
ortami, kontrole gére anlamli bir sekilde azaltacak en uygun paeonol dozunun ve

uygulama siiresinin bulunmasi i¢in kullanilmistir.

Bu uygulamalar sonucunda MTT analizi ile elde edilen hiicre canliligini, sadece
DFX uygulanan gruba goére anlamli sekilde yiikselten paeonol (PAE) dozu ve suresi

belirlenmistir.

3.5.1. Deferoxamine Mesylate Salt Stok ve Uygulama Dozunun Hazirlanmasi

Toz halde -20°C’de saklanan, molekiiler agirligi 656,79 g/mol olan
“Deferoxamine Mesylate Salt (Sigma Aldrich)” maddesinden oncelikle 10.000 uM ana
stok ¢ozeltisi hazirlanmis ve ¢ozelti 1,5 ml tliplere boliinerek kullanima hazir sekilde
-20°C’de saklanmistir. Uygulama yapilacagi zaman hazirlanan ana stok ¢ozeltiden uygun

hacimlerde kullanilmistir.
3.5.2. Paeonol Stok ve Uygulama Dozlarimin Belirlenmesi

Toz halde oda sicakliginda saklanan, molekiiler agirligi 166,17 g/mol olan
“Paeonol (2'-hydroxy-4’-methoxyacetophenone, H35803-10G, CAS:552-41-0, Sigma
Aldrich)” plakaya en yliksek doz 1000 uM’dan baslayacak sekilde uygulama yapmak i¢in
oncelikle 20.000 uM’lik ana stok ¢ozeltisi hazirlanmastir.

16,67 mg tartilip 15 mI’lik falkon tiipe aktarilarak tizerine 1 ml DMSO eklenip

¢Ozdiiriilmiis ve daha sonra iizerine 4 ml ultra saf su eklenmistir. Eklenen her 1 ml ultra
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saf suda ¢ozeltinin ¢cokip ¢okmedigi kontrol edilerek 20.000 uM, 5 ml PAE ana stok
¢ozeltisi elde edilmistir. Bu ¢ozelti 1,5 ml’lik tiiplere boliinerek -20°C’de saklanmustir.

Tasit Madde ve PAE Dozlarinin Hazirlanmasi

Kontrol grubuna uygulanacak olan tasit madde, DMSO’nun 1:10 oraninda ultra
saf su ile sulandirilmasiyla elde edilmistir (DMSO’nun son konsantrasyonu 1:1000
oranindadir). Plakaya uygulanacak olan en yiiksek uygulama dozu 1000 uM olacagindan
1,5 ml’lik tiiplerde 10.000 uM’dan baslayip seri sulandirim yontemiyle Sekil 3.2°de
belirtildigi gibi 7 doz hazirlanmustir.

500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl

T 1.tiip 2.tiip 3.tiip 4.tiip 5.tiip 6.tiip 7.tiip
(Tasit Madde) 10000 pM 5000 pM 2500 pM 1250 pM 625 ptM 312,5 uM 156,25 pM
1000 ul 500 pl 500 pl 500 ul 500 pl 500 ul 500 ul 500 ul
tasit UPW tasit tasit tasit tasit tasit tasit
madde + madde madde madde madde madde madde
500 ul + + + + + +
PAE 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl
(20mM) PAE PAE PAE PAE PAE PAE
(6nceki (6nceki (6nceeki (6nceki (onceki (onceki
tiipten tiipten tiipten tiipten tiipten tiipten

diliisyon) dilisyon)  diliisyon)  diliisyon)  diliisyon)  diliisyon)

Sekil 3.2. PAE uygulama dozlar1 ve seri sulandirim yontemi.
3.5.3. MTT Soliisyonu Hazirlanmasi

Bir cam beher icerisinde 100 ml saf suda (dH20) 1 kapsiil PBS manyetik karistiric
ile ¢ozdiriilmiistiir. 50 ml’lik falkon tiipe hazirlanan toz haldeki MTT nin ana stok
konsantrasyonu 5 mg/ml’dir. 40 ml elde etmek i¢in hassas terazide 200 mg olacak sekilde
tartilmistir. 200 mg toz haldeki MTT falkon tiipe alinarak, tistii PBS-dH20 karigimi ile 40
ml’ye tamamlanmistir. Tozun tamami c¢oziinene kadar vortekslenmis daha sonra
aliminyum folyoya sarilip etiketlenerek, +4°C’ye kaldirilmistir.

ARPE-19 hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara ekilmistir. Hiicrelerin uygun
yogunlukta olup olmadig1 mikroskopta kontrol edildikten sonra hiicrelerin yapigsmasi igin

plaka, bir gece boyunca inkubattrde (37°C, %5 CO.) inkiibe edilmistir.
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MTT Analiz Protokoli

1. Ertesi giin uygun sekilde kuyucuklara yapisan hiicrelere son konsantrasyon 100

uM olacak sekilde DFX uygulamasi yapilmistir.

no

DFX uygulandiktan 24 saat sonra tasit madde ve PAE uygulamas1 yapilmistir

(Sekil 3.3).

3. Paeonol ve tasit madde uygulandiktan 48 saat sonra 90 ul MTT uygulamasi
yapilmis ve inkiibatorde 3 saat bekletilmistir.

4. Bu siirenin ardindan kuyucuklarin igindeki sivi, hiicrelere zarar vermeden

tamamen bosaltilmigtir. Bosalan plakanin her bir kuyucuguna 180 pnL. DMSO

pipetlenmistir.

o

37°C inkiibatorde 1 saat bekleme siiresinin sonunda Multiscan™ GO Mikroplate
(Thermo Fisher Scientific) spektrofotometre okuyucu ile 492 nm dalga boyunda
absorbans 6l¢tilmiistiir.

6. Elde edilen absorbans degerleri ile hiicre canlilig1 analizi yapilmistir.
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Sekil 3.3. Uygulamalar sonucu hiicre kiiltiirii plakasindaki gruplar.
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3.6. Genetik Analizler
3.6.1. Riboniikleik Asit (RNA) izolasyonu

Calismamizda kontrol ve uygulama gruplarindan RNA izolasyonu, “PureLink®
RNA Mini Kit” (Life Sciences, USA) kullanilarak kit protokoliine gore
gerceklestirilmistir. RNA izolasyonu yapilacak hiicrelerin tamamu flasklardan toplanip
-80°C’de 2 ml’lik eppendorf tiiplerde saklanmistir. Dolayisiyla RNA izolasyonu,
“Donmus hiicre peleti (Frozen cell pellets)” protokoliine uygun sekilde yapilmustir.
e %1 2-merkaptoetanol icerecek sekilde ornek sayisina gore hesaplanarak Lizis
tamponu (Lysis Buffer) hazirlanmstir.

o  %70’lik etanol hazirlanmistir.

RNA izolasyon Protokolii (Donmus Hiicre Peleti):

1. Her bir 6rnek tizerine 300 pl lizis tamponu eklenmistir.

2. Tiipler, oda sicakliginda yaklasik 30 dakika boyunca c¢alkalama cihazinda (Bioer,
Cin) inkiibe edilmistir.

3. Parcalama isleminden sonra 300 pl %70 etanol eklenip tiim 6rnekler hizli bir
sekilde ve goriiniir bir par¢a kalmayana kadar iyice vortekslenerek 700 pl
kapasiteli spin kolonlara aktarilmistir.

4. Spin kolonlar, oda sicakliginda 12.000 g’de 15 saniye santrifiij edildikten sonra
toplama tiiplerinde biriken s1v1 atilarak tekrar spin kolonlara takilmistir.

5. Spin kolonlarin iistiine 700 pl birinci yikama tamponu eklenerek 12.000 g’de 15
saniye oda sicakliginda santriftij edilmistir. Santrifiij sonras1 toplama tiipleri
atilarak yerine yenileri takilmstir.

6. Spin kolonlarn iistiine 500 pl ikinci yikama tamponu eklenerek 12.000 g’de 15
saniye oda sicakliginda santrifiij edildikten sonra, toplama tiiplerinde biriken siv1
atilarak tekrar spin kolonlara takilmistir. Bu islem 2 kez tekrarlanmistir.

7. Spin kolonlarda membrana yapisan RNA’nin kurutulmasi amaciyla 12.000 g’de
2 dk boyunca santrifiij islemi gergeklestirilmistir.

8. Santrifiij islemi sonunda toplama tiipleri atilarak her spin kolon i¢in 1,5 ml’lik

mikrosantrifiij tiip takilmistir.
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9. Spin kolonlarin tam ortasina gelecek sekilde 50 ul RNaz icermeyen su eklenerek
1 dk boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

10. 12.000 g’de 2 dk santrifiij edilerek RNA’nin membrandan mikrosantrifiij tiipe
suda ¢ozlinerek gegmesi saglanmistir.

11. Izole edilen RNA safliklari (A2so/Azs0 orani) ve miktarlar1 (ng/ul), nanodrop
cihazi ile belirlenerek not edilmistir.

12. Elde edilen RNA’lar, gerekli etiketlemeler yapilarak ¢ok bekletilmeden -80°C

derin dondurucuya kaldirilmistir.

3.6.2. Tamamlayici Deoksiriboniikleik Asit (¢cDNA) Sentezi

cDNA sentezi “High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit” (Applied
Biosystems) kullanilarak kit protokoliine gore yapilmistir. 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipte
hazirlanan ¢cDNA master mix, tek bir drnek i¢in asagidaki miktarlarda eklenerek iyice
vortekslenmistir (Cizelge 3.1). Deney Oncesinde hesaplanan 6rnek sayisindan %10 fazla

hazirlanmstir.

Cizelge 3.1. cDNA kit bilesenleri ve kullanim miktarlart.

Kullamlan Karisim Bileseni Miktar
10X RT Buffer 2 ul
25X dNTP Mix (100 mM) 0,8 ul
10X RT Random Primers 2 ul
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1l
Nikleaz icermeyen su 4,2 ul
Her Ornek I¢in Toplam 10 pl

1. Soguk blok iistiinde miktarlar1 esitlenen RNA’lardan 10 pl ve master mix’ten 10
ul olacak sekilde pipetlenip vortekslenmistir.
2. PCR islemi, ayarlanan programa gore gerceklestirilmistir (Cizelge 3.2).

3. Sentezlenen cDNA’lar gen ekspresyonu yapilmak iizere 4 C’ye kaldirilmistir.

Cizelge 3.2. PCR igleminin dongiileri i¢in ayarlanan sicaklik ve siire degerleri.

1. DONngi 2. DOngu 3. Dongu 4. Dongu
Sicakhik 25°C 37C 85°C 4°C
Sdre 10 dakika 120 dakika 5 dakika 0
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3.6.3. Kantitatif Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

ARPE-19 hcrelerinde her bir grup icin HIF-1a, HIF-1B, VEGF, VEGEFR,
MMP-3, MMP-9 genlerinin ekspresyon seviyeleri BlasTaq™ Green 2X qPCR Master
Mix kiti kullanilarak qRT-PCR analizi ile elde edilmistir. Endojen kontrol (kalibrator)
olarak f-aktin ve 18S primerleri kullanilmistir. Gen ekspresyon seviyelerinin

belirlenebilmesi i¢in kullanilan primerler ve primer dizileri Cizelge 3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.3. Primer baz dizileri ve uzunluklari.

Gen Ad1 Primer Dizisi Uzui::xrgﬁr(bg:)
B-aktin F: 5> GTCCACCGCAAATGCTTCTA 3 20
R: 5 TGCTGTCACCTTCACCGTTC 3’ 20
185 F. 55 CGCTTCCTTACCTGGTTGAT 3’ 20
R: 5 GAGCGACCAAAGGAACCATA 3’ 20
HIE-1a F: 55 AGCCAGATCTCGGCGAAGT 3’ 19
R: 5 CAGAGGCCTTATCAAGATGCG 3 21
HIF-1p F: 5> CAAGCCCCTTGAGAAGTCAG 3’ 20
R: 5> GAGGGGCTAGGCCACTATTC 3 20
VEGE F: 5> AGGAGGGCAGAATCATCACG 3’ 20
R: 5 CAAGGCCCACAGGGATTTTCT 3’ 21
VEGER F: 5 GAACATTTGGGAAATCTCTTGC 3’ 22
R: 5 CGGAAGAACAATGTAGTCTTTGC 3’ 23
MMP-3 F: 5 GGTCTCTTTCACTCAGCCAACAC 3’ 23
R: 5> CAGGCGGAACCGAGTCAGG 3 19
MMP-9 F: 5° TACCCTATGTACCGCTTCAC 3’ 20
R: 5 GAACAAATACAGCTGGTTCC 3’ 20

gRT-PCR Protokoli;

1. Gen ifadeleri belirlenmesi 384 kuyucuklu QuantStudio 5 Real Time PCR cihazi
(Applied Biosystems) ile gerceklestirilmistir.

2. Primerler ve 6rnekler uygun sekilde 384°liik plakaya pipetlenmistir.

3. Pipetleme isleminden sonra plaka sealer ile kaplanmis ve qRT-PCR cihazina

uygun sekilde yerlestirilerek dongiileri ayarlanmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. gRT-PCR islemi i¢in ayarlanan sicaklik ve siire degerleri.

1. Adim 2. Adim 3. Adim
Islem Denaturasyon Uzama Baglanma
Sicakhk 95°C 95°C 60°C
Sure 10 dakika 15 saniye 1 dakika
Dongu x1 x52




4. Gen ekspresyon seviyesi AACt yontemi (Y aklasim metodu/Relative Quantitation)

ile hesaplanmistir (Sekil 3.4).

ornek ornek —
Cthedef gen - Ct - ﬂ'Ctt':rnek

endojen kontrol

kalibrator kalibrator —
Cthedef gen - Ctendojen kontrol - ﬂCtkalibratér

‘Q‘Ctémek - ﬂ'Ct|<a|it::ra‘ct')r = AACt

Kat Artisi = 2788
Sekil 3.4. AACt yontemi hesaplama asamalari.

5. B-aktin ve 18S primerlerinin ortalamalari, endojen kontrol olarak kullanilmaistir.

3.6.4. miRNA cDNA Sentezi ve Ekspresyonu
3.6.4.1. miRNA cDNA Sentezi

miRNA cDNA sentezi TagMan® Advanced miRNA cDNA Sentez Kiti (Thermo,
Life Technologies, USA) kullanilarak gerceklestirilmistir. RNA izolasyonunda elde
edilen 6rneklerin konsantrasyonu < 5 ng/pul olacak sekilde esitlenmistir. Gerekli reaksiyon

sayisini hesaplanarak %10 fazla olacak sekilde hazirlanmistir.

mMiRNA cDNA Sentez Protokolil

A. Poli (A) Kuyruk Olusturma Reaksiyonu

1. Ornekler ve cDNA sentez reaktifleri buz (izerinde ¢ozdurilup hafifce
vortekslenmistir.
2. 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiip i¢inde, reaksiyon sayisina gore hesaplanmis %10
fazla olacak sekilde asagidaki gibi Poli (A) Reaksiyon Karisimi hazirlanmistir ve
tyice vortekslenmistir (Cizelge 3.5).
Cizelge 3.5. Poli (A) reaksiyon karigimi bilesenleri.

Bilesenler 1 Ornek icin
10X Poli (A) Tamponu 0,5 ul
ATP 0,5 pl
Poli (A) Enzimi 0,3 ul
RNaz icermeyen dH,0O 1,7 pl
Toplam Poli (A) Reaksiyon Karisim Hacmi 3,0 ul
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3. Her bir PCR tiipii, 2 pl RNA 6rnegi ve 3 pl Poli (A) Reaksiyon Karisimi igerecek

sekilde hazirlanmigtir.

4, Tipler vortekslenerek PCR cihazina yerlestirilmis, Cizelge 3.6’da verilen

programa gore islem gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.6. Poli (A) reaksiyon karigimi1 PCR protokolii.

Adim Sicakhik Sure

Poliadenilasyon 37°C 45 dk

Reaksiyon Durdurma 65°C 10 dk
Bekleme (Hold) 4°C 0

B. Adaptor Ligasyon Reaksiyonu

5. PCR devam ederken 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiip i¢inde reaksiyon sayisina gore
Ligasyon Reaksiyon Karisimi o6rnek sayisindan %10 fazla olacak sekilde

hazirlanmistir ve iyice vortekslenmistir (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7. Ligasyon reaksiyon karigimi bilesenleri.

Bilesenler 1 Ornek icin
5X DNA Ligaz Tamponu 3ul
%50 PEG 8000 4,5 Wl
25X Ligasyon Adaptor 0,6 ul
RNA Ligaz 1,5 ul
RNaz icermeyen dH>O 0,4 ul
Toplam Ligasyon Reaksiyon Karisim Hacmi 10 pl

6. A boliminde elde edilen Poli (A) Reaksiyon Uriiniin tizerine her bir 6rnek igin
10 ul Ligasyon Reaksiyon Karisimi pipetlenmis ve iyice vortekslenmistir.
Boylece toplam reaksiyon hacmi 6rnek bagina 15 pl olmustur.

7. Reaksiyon tiipleri PCR cihazinda Cizelge 3.8’de verilen kosullarda tutularak

ligasyon reaksiyonu gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.8. Ligasyon reaksiyon karisimi PCR protokolii.

Adim Sicakhk Sire
Ligasyon 16°C 60 dk
Bekleme 4°C o0

C. Ters Transkripsiyon (RT) Reaksiyonu

8. PCR devam ederken 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiip i¢cinde reaksiyon sayisina gore
hesaplanmis %10 fazla olacak sekilde RT Reaksiyon Karisimi hazirlanmis ve

iyice vortekslenmistir (Cizelge 3.9).
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Cizelge 3.9. Ters transkripsiyon reaksiyon karigimi bilesenleri.

Bilesenler 1 Ornek icin
5X RT Tamponu 6 ul
dNTP Mix (25mM) 1,2 ul
20X Universal RT Primer 1,5 ul
10X RT Enzim Mix 3ul
RNaz icermeyen dH>O 33u
Toplam RT Reaksiyon Karisim Hacmi 15 ul

9. B boluminde elde edilen Ligasyon Reaksiyon Uriinin tizerine her bir 6rnek icin
15 pl RT Reaksiyon Karigimi pipetlenmis ve iyice vortekslenmistir. Boylece
toplam reaksiyon hacmi 6rnek basina 30 pl olmustur.

10. Reaksiyon tiipleri PCR cihazina yerlestirilerek asagidaki kosullarda reaksiyon
gerceklestirilmistir (Cizelge 3.10).

Cizelge 3.10. Ters transkripsiyon reaksiyon karigimi PCR protokolii.

Adim Sicakhik Sure

Ters Transkripsiyon 42°C 15 dk

Reaksiyonu Durdurma 85°C 5 dk
Bekleme 4°C 0

D. miR-Amp Reaksiyonu

11. 1,5 mP’lik mikrosantrifiij tlip i¢cinde reaksiyon sayisina gore hesaplanmis %10
fazla olacak sekilde miR-Amp Reaksiyon Karigimi hazirlanmis ve iyice

vortekslenmistir (Cizelge 3.11).

Cizelge 3.11. miR-Amp reaksiyon karigimi bilesenleri.

Bilesenler 1 Ornek icin
2X miR-Amp Master Mix 25 ul
20X miR-Amp Primer Mix 2,5u

RNaz icermeyen dH>O 17,5 ul
Toplam miR-Amp Reaksiyon Karisim Hacmi 45 pl

12. Yeni PCR tiiplerinin her birine 6nce 45 pl miR-Amp Reaksiyon Karigimi, sonra
5 ul RT Reaksiyon Uriinii pipetlenmistir. Bdylece toplam reaksiyon hacmi &rnek
basina 50 pl olmustur.

13. Reaksiyon tilipleri termal dongi PCR cihazina yerlestirilerek, islem

gerceklestirilmistir (Cizelge 3.12).
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Cizelge 3.12. miR-Amp reaksiyon karigimi PCR protokolii.

Adim Sicakhk Sure Dongu
Enzim Aktivasyonu 95°C 5 dk 1
Denatirasyon 95°C 3sn 14
Baglanma/Uzama 60°C 30 sn
Reaksiyonun Durmasi 99°C 10 dk 1
Bekleme 4°C 0 1

14. PCR sonucu elde edilen miR-Amp Reaksiyon ve RT Reaksiyon drlnleri

seyreltilmeden bir sonraki isleme kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.6.4.2. miRNA Ekspresyonu

Calisma kapsaminda miR-155-3p,

miR-210-3p ve miR-221-3p

ifadeleri

QuantStudio 5 Real Time PCR cihazi (Applied Biosystems) ile ve TagMan Fast

Advanced Master mix test kiti kullanilarak belirlenmistir. Endojen kontrol olarak U6

kullanilmistir. Primerler ve baz dizileri Cizelge 3.13’de verilmistir.

Cizelge 3.13. miRNA primerleri ve primer dizileri.

Gen Adi Primer Dizisi

U6 F: 5> CTCGCTTCGGCAGCACA 3’

R: 5 ACGCTTCACGAATTTG 3

MiR-155-3p F: 5° CGCAGCTCCTACATATTAGCA 3
R: 5 AGGTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTGTT 3’

miR-210-3p F: 5> GCTGTGCGTGTGACA 3’
R: 5 GTTTITTTTTTTTTTTTCAGCCGCT 3’

miR-221-3p F: 5° GCAGAGCTACATTGTCTGCT 3’
R: 5 CAGTTTTTTTTTTTTTTTGAAACCCA 3’

Cizelge 3.14. miRNA PCR reaksiyon karisimi bilesenleri.

Bilesenler 1 Ornek icin
TagMan Fast Advanced Master Mix (2X) 10 pl
TagMan Fast Advanced miRNA Assay (20X) 1 ul
RNaz icermeyen dH,0O 4 ul
Toplam PCR Reaksiyon Karisim Hacmi 15 pnl

1. Hazirlanan PCR Reaksiyon Karigsimi iyice vortekslenmistir.

2. PCR reaksiyon plakasinin her kuyucuguna 15 pl PCR Reaksiyon Karigimi

pipetlenmistir (Cizelge 3.14).

3. Bu kuyucuklarin lizerine 5 pl seyreltilmis cDNA 6rnegi eklenmistir. Boylece son

durumda her bir kuyucugun toplam hacmi 20 pl olmustur.
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4. Plakanin iizeri sealer ile kapatilmistir, hafif¢e vortekslemeden sonra karigimin

5.

kuyucuklarin dibine inmesi saglanmstir.

PCR kosullar asagidaki sekilde ayarlanmistir (Cizelge 3.15).

Cizelge 3.15. miRNA gRT-PCR islemi i¢in ayarlanan sicaklik ve siire degerleri.

1. Adim 2. Adim 3. Adim
Islem Denattrasyon Uzama Baglanma
Sicakhk 95°C 95°C 60°C
Sire 10 dakika 15 saniye 1 dakika
Dongu x1 x52

3.7. Western Blot Protein Analizi

Calismamizda kontrol ve uygulama gruplarinda protein ifadelerinin belirlenmesi

icin ilk olarak hiicrelerden protein izolasyonu yapilmistir. Bunun igin;

1.
2.

6.

Hiicre pelleti -80°C’deki dolaptan ¢ikarilarak +4°C’de eritilmistir.

Her bir tlipiin lizerine cam bilye eklenerek doku par¢alama cihazina (Tissue Lyser
LT, Qiagen) yerlestirilmistir.

En yiiksek seviyede 2 dk boyunca hiicreler parcalanmistir.

Her bir mikrosantrifiij tiiptine 200 pl RIPA Buffer eklenerek ayni sekilde doku
parcalama cihazinda pargalanmis ve daha sonra 14.000 g’de 15 dakika boyunca
santrifiij edilmistir.

Santrifiij isleminden sonra silipernatant alinmis ve protein miktarlar1 nanodrop
cihazi ile belirlenmistir.

Proteinler, -80°C derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.7.1. izole Edilen Proteinlerin Denatiirasyonu

Miktarlar1 su ile esitlenen protein 6rnekleri 200 pl’lik PCR tiiplerinin her birine
20 pl pipetlenmistir.

Her bir 6rnek icin 2,5 ul NUPAGE™ LDS Sample Buffer (4X) ve 1 pl Bolt™
Sample Reducing Agent (10X) eklenmistir.

PCR cihazina yerlestirilmeden iyice vortekslenen PCR tiipleri 80°C’de 12 dakika

boyunca denatiire edilmis ve soguk blokta sogutulmustur.
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3.7.2. Jel Elektroforezi

3.7.3

55 ml NUPAGE® MES SDS Running Buffer (20X) tizeri distile su ile 1100 mI’ye
tamamlanarak 1X’lik Buffer hazirlanmistir.
Protein agirliklarinin (kDa) belirlenebilmesi i¢in hazirlanan marker igerigi;

a. MagicMark™ XP Western Protein Standard = 7 pl

b. SeeBlue™ Plus2 Pre-stained Protein Standard = 5 pl
Hazirlanan running buffer tanka doldurulmustur.
+4°C’de saklanan jelin taraklar1 kontrollii bir sekilde iki taraftan da aynmi anda
yavase¢a yukariya dogru ittirilerek ¢ikartilmistir.
Kuyucuklarin saglamligini kontrol etmek i¢in tanka konan running buffer’dan, 1
ml’lik pipetle ¢ekilip sirayla tiim kuyucuklarin i¢i dolacak sekilde pipetlenmis,
saglam oldugu anlasilan kuyucuklar yavasca sallanarak bosaltilmistir.
Jel, tanka yerlestirilmeden 6nce kuyucuklarin altindaki beyaz bant ¢ikartilmis ve
daha sonra tanka yerlestirilerek kilitlenmistir.
Kuyucuklara her birine yaklasik 10-17 ul olacak sekilde drnekler pipetlenmistir.
Kuyucuklar yiiklendikten sonra tankin kapagi uygun sekilde takilarak elektrotlar
giic kaynagina baglanmistir.
Giic kaynagi (Cleaver, Scientific Ltd., Ingiltere) 1 saat boyunca 70 V’a

ayarlanarak, elektroforez islemi baglatilmistir.

. Yiiriitiillen Proteinlerin Jelden Membrana Aktarilmasi

Jelin s1gacag sekilde temiz bir kaba bir miktar ultra saf su eklenmistir.

Yiiriitme islemi bittikten sonra jel kasetleri tanktan ¢ikartilip, jel bigagi ile kasetler
dikkatlice jelden ayrilmistir.

Jelin iist ve alt kisimlari yine jel bigagi ile kesilip atilmustir.

Kurumamasi icin jel, tamami iginde olacak sekilde ultra saf su olan kaba
yerlestirilmistir.

Jelin kasete yapisan boliimi, suyun iginde jel ile kaset arasina su girmesi
saglanarak dikkatlice ayrilmistir.

Anode Stack Bottom acilip, cihaza altindaki plastikle beraber yerlestirilerek
sirastyla diger bilesenler de uygun sekilde hazirlanmustir.

Ayrilan jel yavasca alinip Anode Stack Bottom {izerine yerlestirilmistir.
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8. Nitroseliiloz membran, jel boyutuna uygun kesilip jelin ¢ikarildigi suda islatilip
jelin tlizerine konulmustur.

9. Membran, ayni jelin yerlestirildigi gibi hava kabarciklarindan arindirilmistir.

10. Cathode Stack Top, filtre kagidinin {izerine yerlestirilerek, rulo ile hava
kabarciklar1 giderildikten sonra cihazin kapagi kapatilmistir.

11. Yesil 151k yanan cihazda 20 V, 7 dakikalik program c¢alistiriimastir.

12. islem sonunda tiim proteinler membrana aktarilmistir.

13. Islem bittikten sonra membran, belirlenen yerlerden bistiiri ile kesilerek,

kurumamasi igin ultra saf suyun i¢ine yerlestirilmistir.

3.7.4. Bloklama Asamasi ve Birincil Antikor Baglanmasi

1. +4°C’de saklanan WesternBreeze Chromogenic Kit icindeki bloklama
soliisyonu her bir membran i¢in 10 ml eklenecek sekilde hesaplanarak asagidaki
orana uygun hazirlanmistir.

a. Blocker/Diluent (Part A) =4 ml
b. Blocker/Diluent (Part B) =2 ml
c. Ultrasaf su=14 ml

2. HIF-1a antikoru 1:500, MMP-3 antikoru 1:500, VEGF antikoru 1:750, MMP-9
antikoru 1:500 oraninda bloklama soliisyonu ile seyreltilerek her bir membran i¢in
10 ml’lik birincil antikorlar hazirlanmis, aliiminyum folyoya sarilip -20°C’ye
kaldirilmistir.

3. Inkiibasyon kaplarma yerlestirilen membranlara birincil antikorlar, hazirlanan
bloklama soliisyonundan her kap i¢in pipetle 10 ml eklenmistir.

4. 18°C, 30 devirde 3 saat boyunca karistirici blok (Wisemix, Wisd Laboratory
Instruments) {izerinde calkalanmistir. Yarim saatte bir kaplarin yoni
degistirilmistir.

5. Calkalama islemi sonunda bloklama soliisyonunun tamami 50 ml’lik falkon tiipte
toplanarak -20°C’ye kaldirilmistir.

6. Membranlar, calkalama cihazinin {izerinde 5 dakika boyunca ultra saf su ile

calkalanmustir.
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7. Membran lizerine uygun sicakliktaki birincil antikorlar pipetlenerek karistiric
blok (izerinde, inkiibatoriin icinde (30 devir, 4°C’de) bir gece boyunca

calkalanarak inkiibe edilmistir.

3.7.5. ikincil Antikor Baglanmasi ve Goriintiileme

1. +4°C’de saklanan WesternBreeze'~ Chemiluminescent kit icindeki Wash
Solution, her bir membran igin 10 ml eklenecek sekilde hesaplanarak asagidaki
orana uygun hazirlanmistir.

a. Antibody Wash Solution (16X) = 10 ml
b. Ultra Saf Su =150 ml

2. Chemiluminescent Substrate Solution, her bir membran icin 2,5 ml eklenecek

sekilde hesaplanarak 15 mI’lik falkon tiipe asagidaki oranda hazirlanmistir.
a. Chemiluminescent Substrate = 2,375 ml
b. Chemiluminescent Substrate Enhancer = 0,125 ml

3. Bir gece boyunca inkiibatorde membrana yapismast amaciyla inkiibe edilen
birincil antikorlar, pipetle 15 ml’lik falkon tiiplere toplanarak -20°C’ye
kaldirilmastir.

4. Membranlar, karistiric1 blok iizerinde 3x5 dakika boyunca wash solution ile
calkalanmustir.

5. Membranlar, karistirict blok iizerinde 3x5 dakika boyunca ultra saf su ile
calkalanmustir.

6. Ultra saf su atildiktan sonra, ikincil antikorlar membran tizerine pipetlenerek, 1
saat boyunca 30 devirde karistiric1 blokta inkiibe edilmistir. islem basladiktan
yarim saat sonra kaplarin yonii degistirilmistir.

7. Inkiibasyon sonunda ikincil antikorlar da pipetle 15 ml’lik falkon tiiplere
toplanarak -20°C’ye kaldirtlmustir.

8. Membranlar, karistirict blok iizerinde 3x5 dakika boyunca wash solution ile
calkalanmustir.

9. Membranlar, karistirict blok {iizerinde 5 dakika boyunca ultra saf su ile

calkalanmustir.
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10. Onceden agilan Micro ChemiDoc (DNR Bio-Imaging Systems Ltd, USA)
goriintiileme cihazina membran, hava kabarcigi kalmayacak sekilde dikkatlice
yerlestirilmistir.

11. Her bir membran i¢in Chemiluminescent Substrate Solution’dan pipetle 2,5 ml
¢ekilerek, membranin tamamina yayilacak sekilde yavas yavas pipetlenmistir.

12. Cihazin i¢inde yaklasik 4-6 dakikalik bir inkiibasyondan sonra bilgisayarda

“GelCapture Chemi” yazilimi kullanilarak goriintiilenen veriler kaydedilmistir.

3.8. istatistiksel Degerlendirme

Calismada elde edilen verilerin istatistiksel verilerin analizleri SPSS 18 programi
ile yapilmistir. qRT-PCR analizinde AACt yontemi ile elde edilen gen ve miRNA
ekspresyon degerlerinin ortalamalar1 arasindaki farklar tek yonliit ANOVA (Analysis Of
Variance) yontemi ile belirlenmistir. Ortalamalarin girdigi gruplar ¢aligma verilerinin
durumuna gore “Tukey” testi ile saptanmustir. Elde edilen “p” degerleri 0,05’den kii¢iik

oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir (p<0,05).
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BOLUM 4

SONUCLAR

4.1. MTT Hiicre Canlhilik Analizi

Calisma kapsaminda, DFX ile hipoksi olusturulan ARPE-19 hiicrelerinde, hiicre
canliligini sadece DFX uygulanan gruba gore anlamli lgiide arttiran PAE dozu MTT testi
ile belirlenmistir. Bu amagla 96 kuyucuklu hiicre kiiltiiri plakalarina ekilen ARPE-19
hicreleri 100 uM DFX dozu ile 24 saat muamele edildikten sonra sirasiyla 24 ve 48 saat
streyle 991-15,5 uM araliginda 7 farkli PAE dozu uygulanmistir.

Calismamizda DFX uygulamasinin hiicre canliliginda kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli azalmaya neden oldugu belirlenmistir (DFX; % 62,41+4,38). Bununla
birlikte 24 saat DFX uygulamasini takiben 24 saat PAE uygulamasinda; hiicre canlilig
en yuksek (991 uM) PAE dozunda % 67,95+2,90 olarak belirlenirken, en diisiik 15,5 uM
PAE dozunda ise % 68,67£13,59 oldugu saptanmustir (Sekil 4.1). DFX ile birlikte PAE
uygulamasinin sadece DFX uygulanan gruba gore, hiicre canliliginda anlamli bir artis

saglamadig1 tespit edilmistir (F2s ssat= 32,144; sd=8,45; p<0,0001).
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Sekil 4.1. A. ARPE-19 hiicre hattina sirasiyla 24 saat 100 pM DFX, 24 saat 991-15,5 pM
doz araliklarinda PAE uygulanarak MTT analizi ile elde edilen canli hiicrelerin yiizdesi.
n=6, ortalamazstandart hata. B. ARPE-19 hiicre hattina sirasiyla 24 saat 100 uM DFX,
24 saat 991-15,5 uM doz araliklarinda PAE uygulamasinin hiicre canliligima etkisini
gosteren MTT plakasi.

Calismamizda 24 saat DFX uygulamasini takiben 48 saat PAE uygulamasinin
hiicre canlilig1 lizerine etkisi Sekil 4.2’de verilmistir. Buna gore sadece DFX uygulamasi
yapilan grupta hiicre canlili1, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml1 diizeyde
azalmistir (DFX; % 59,75+2,79). DFX uygulamasi sonrast hiicre canliligi en yiiksek (991
uM) PAE dozunda % 66,28+3,84 olarak belirlenirken, en disik (15,5 uM) PAE
uygulamasinda % 62,30+4,64 olarak belirlenmistir (Sekil 4.2). Hiicre canliliginin
kontrolden sonra en yiiksek oldugu grup % 74,28+8,44 ile 62 uM PAE uygulanan grup
olmustur. DFX grubu ile 62 uM PAE uygulanan grup karsilastirildiginda hiicre
canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu belirlenmistir (Fag saat= 30,369; sd=

8,45; p<0,0001).
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Sekil 4.2. A. ARPE-19 hiicre hattina sirasiyla 24 saat 100 uM DFX, 48 saat 991-15,5 uM
doz araliklarinda PAE uygulanarak MTT analizi ile elde edilen canli hiicrelerin yiizdesi.
n=6, ortalamazstandart hata. B. ARPE-19 hiicre hattina sirasiyla 24 saat 100 uM DFX,
48 saat 991-15,5 uM doz araliklarinda PAE uygulamasinin hiicre canliligina etkisini
gosteren MTT plakasi.

4.1.1. Hipoksik ARPE-19 Hiicre Hattina 24 ve 48 Saatlik PAE (991-155 pM)

Uygulamasimin Doz-Zaman Iliskisi

Normal ARPE-19 hicrelerinde 24 saat boyunca DFX ile hipoksik ortam
olusturulduktan sonra 7 farkli konsantrasyonda PAE uygulamasi sonucunda belirlenen
hiicre canlilig1 Cizelge 4.1°de verilmistir. Elde edilen verilere gore 24 saatlik uygulamada
DFX grubuna gore canlilik oraninda en fazla artisa neden olan doz 15,5 uM olarak
belirlenmis, ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p=0,494). 48 saatlik
uygulamada ise DFX grubuna gore canlilik oraninin istatistiksel olarak anlamli sekilde

artmasina neden olan doz 62 uM olarak belirlenmistir (p<0,0001). Elde edilen verilere
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gore PAE uygulama dozu 60 pM olarak belirlenmis ve sonraki ¢alismalar bu doz ile
gerceklestirilmistir.
Cizelge 4.1. ARPE-19 hiicre hattinda PAE uygulamasinin farkli dozlara ve zamana bagl

olarak hiicre canliligina etkisi. Farkli harfler ile gosterilen gruplardaki ortalamalar,
kontrole kiyasla istatistiksel olarak farklidir (ANOVA Tukey test, p<0,05).

Doza ve Zamana Bagh Hiicre Canlilig: (%)

DOz N 24 saat 48 saat

Kontrol 6 100,00+1,91° 100,00+2,50¢
DFX+Tasit madde 6 62,41+4,382 59,75+2,792
DFX+991 uM PAE 6 67,952,907 66,28+3,84%
DFX+496 uM PAE 6 64,66+2,15% 67,634,342
DFX+248 uM PAE 6 64,63+2,13° 70,19+5,78
DFX+124 uM PAE 6 62,10+2,49° 72,00+6,88"
DFX+62 pM PAE 6 64,04+2,22° 74,28+8,44°
DFX+31 uM PAE 6 62,55+2,532 68,59+4,712¢
DFX+15,5 pM PAE 6 68,67+13,59° 62,30+4,64%

4.2. Gen Ekspresyon Analizleri

Calismamizda tiim gruplar i¢in hipoksi ve anjiyogenez yolaginda baglica etkin
olan HIF-1a, HIF-1B, VEGF, VEGFR, MMP-3 ve MMP-9 genlerinin ifadelerindeki
degisimler qRT-PCR ile belirlenmis ve analiz sonuglar1 Sekil 4.3 ve Cizelge 4.2°de

verilmistir.

Calisma sonuglarimiza gore en yiksek HIF-la gen ifadesinin sadece DFX
uygulamas1 yapilan ARPE-19 hiicrelerinde belirlendigi ve kontrol grubuna gore
5,26+0,67 kat artig gosterdigi saptanmistir (p<0,01). Sadece PAE ve DFX+PAE
uygulamas1 yapilan gruplarda gen ifadesinin kontrole gdre anlamli bir degisim
gostermedigi, bununla birlikte sadece DFX uygulama grubuna gore anlamli bir azalma

gosterdigi belirlenmistir (p<0,01).

Calismamizda sadece DFX uygulamasinin HIF-1 gen ifadesinde kontrole gore
11,59+0,76 kat artisa neden olurken, PAE uygulamasinin gen ifadesinde kontrole gore
anlaml bir degisim gdstermedigi saptanmistir. DFX+PAE uygulamasinin ise HIF-1 gen
ifadesinde kontrole gore 2,63+0,08 artisa neden olurken, sadece DFX uygulamasi yapilan

gruptan ise istatistiksel olarak anlamli bir azalma gosterdigi saptanmistir (p<0,01).

Calismamizda VEGF ve VEGFR gen ifadelerinin en yiiksek oldugu grubun

sadece DFX uygulama grubu oldugu saptanmig, bunu her iki gen ifadesinde de
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DFX+PAE grubu izlemistir (Sekil 4.3). VEGF gen ifadesi, DFX grubunda kontrole gére
63,8243,72 kat, VEGFR gen ifadesi ise 22,16+3,32 kat artmistir (p<0,01). DFX+PAE
grubunda da VEGF ve VEGFR gen ifadeleri sirasi ile kontrole gore 16,31+0,63 kat ve
8,62+0,31 kat artis gostermistir. Sekil 4.3 ten de goriildiigii gibi sadece PAE uygulamasi
gen ifadelerinde kontrole gore anlamli bir degisime neden olmamistir. Bununla birlikte,
DFX ile birlikte uygulanan PAE’nin sadece DFX uygulamasina gore gen ifadelerinde

anlamli azalmalara neden oldugu belirlenmistir (p<0,01).

Calismamizda matriks metalloproteinazlardan MMP-3 ve MMP-9 gen ifadeleri
de belirlenmistir (Sekil 4.3). Hem MMP-3 hem de MMP-9 gen ifadelerinin en ylksek
degerlerinin sadece DFX uygulanan grupta kontrole gore sirasi ile 7,58+0,99 kat ve
8,76+2,13 kat oldugu belirlenmistir. DFX ile birlikte uygulanan PAE’nin, MMP-3 ve
MMP-9 gen ifadelerinde sadece DFX uygulanan gruba gore istatistiksel olarak anlamli
azalmalara neden oldugu saptanmistir. Daha da 6tesi DFX+PAE grubunun kontrol ile
istatistiksel olarak anlamli farklilik icermemesi PAE’nin DFX’in etkisini kontrol
diizeyine geri cevirdigini gostermektedir.

Cizelge 4.2. Insan retinal pigment epitel ARPE-19 hiicre hattina DFX, PAE ve
DFX+PAE uygulamalar1 sonucu, kontrole kiyasla belirlenen relatif gen ekspresyon

degerleri. Tiim veriler B-aktin ve 18S ifadelerinin ortalamasi ile normallestirilmistir. n=4,
ortalamazstandart hata (Tek yonli ANOVA, Tukey Test, p<0,05).

Gen Kontrol DFX PAE DFEX+PAE
HIF-la  100+0,06°  5.26+067° * 131+0,08® ® 0,00+0,03% =
HIF-1p 1,000,042  11,59+0,76° %  1,12+0,06°°®  2,63+0,08° T
VEGF 100:006% 6382¢372° % 087+006° ® 1631+0,63" 1
VEGFR 112+028%  22,16+332° %  165¢040°=® ge2+031°
MMP-3 10740212  7,58+0,09° ®  148:030% = 2,15+0,01% =
MMP-9  100£0,04  876+2,13° ®  120:0,19% = 378+0,66% =

L) Kontrole gore istatistiksel olarak anlamli artis, = Kontrole gore istatistiksel fark yok
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Sekil 4.3. HIF-1a, HIF-1B, VEGF, VEGFR, MMP-3 ve MMP-9 gen ifadelerine ait relatif
kat degisim grafikleri. Tiim veriler, B-aktin ve 18S mRNA ifadelerinin ortalamasi ile
normalize edilmistir. *Kontrol vs. deney gruplar1 tek yonlii ANOVA, Tukey HSD testi
p<0,05; ** p<0,01; deney gruplari istatistiksel olarak farklidir (* p<0,05; # p<0,01).

HIF-1a: Hipoksi ile induklenen faktor 1-a, HIF-1p: Hipoksi ile indiiklenen faktor 1-B,
VEGF: Vaskiler Endotelyal Biiyiime Faktort, VEGFR: Vaskiler Endotelyal Biiylme
Faktori Reseptori, MMP-3: Matriks Metalloproteinaz 3, MMP-9: Matriks
Metalloproteinaz 9.
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4.3. miRNA Ekspresyon Analizleri

Calisma kapsaminda HIF-la, HIF-1p, VEGF, VEGFR, MMP-3 ve MMP-9
genlerine ilaveten miRNA-155-3p, miRNA-210-3p ve miRNA-221-3p ekspresyonlar1 da
saptanmis, Sekil 4.4 ve Cizelge 4.3’te verilmistir.

Calisma sonuglarimiza gore en yiiksek miR-155-3p gen ifadesinin sadece DFX
uygulamasi yapilan grupta kontrole gore 6,41+0,21 kat artisa sebep oldugu, bunu kontrole
gore 5,50+0,14 kat ile PAE uygulamasinin izledigi saptanmistir (p<0,01). DFX ile birlikte
PAE uygulamasinin ise her iki uygulama grubundan anlamli diizeyde diisiik olmasina
ragmen, kontrole gore 2,05+0,20 kat yiiksek oldugu saptanmistir (p<0,05). DFX+PAE
grubu hem DFX grubu ile hem de PAE grubu ile istatistiksel olarak anlaml1 diizeyde farkli
bulunmustur (p<0,01).

Cizelge 4.3. miRNA-155-3p, miRNA-210-3p ve miRNA-221-3p qRT-PCR cihazinda
belirlenen relatif ekspresyon degerleri. Tiim veriler U6 miRNA seviyesi ile normalize

edilmistir. Farkli harfler, gruplar arasinda anlamli bir fark oldugunu gosterir. n=4,
ortalamazstandart hata (Tek yonlit ANOVA, Tukey Test, p<0,05).

Kontrol DFX PAE DFX+PAE
miR-155-3p  1,0040,36% 6.41+021° % 550+014° T  2,05+020° 1
miR-210-3p  1,00+0,07% 3,03:027° % 144:031%° =  209+0,14° 1
1 80+035°®  056+007% ®  1,40+0,12°

T Kontrole gore istatistiksel olarak anlamli artis, = Kontrole gore istatistiksel fark yok

miR-221-3p  1,00+0,07

miR-210-3p gen ifadesinin sadece DFX uygulamas1 yapilan grupta kontrole goére
3,03+0,27 kat artig gosterirken (p<0,01), DFX+PAE uygulamas1 yapilan grupta ise
kontrole gore 2,09+0,27 kat artis gosterdigi belirlenmistir (p<0,05). DFX ile birlikte PAE
uygulamasi sonucunda miR-210-3p gen ifadesi sadece DFX uygulanan gruba gore
istatistiksel olarak anlamli azalma gostermesine ragmen miRNA ekspresyonunun kontrol
diizeyine gerilemedigi saptanmistir. PAE uygulamasinin miR-210-3p gen ifadesinde
kontrole gore anlamli bir degisime neden olmadigi, ancak sadece DFX uygulamasi

yapilan gruptan istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik oldugu saptanmistir (p<0,01).

Calismamizda miR-221-3p ekspresyonunun DFX ve DFX+PAE gruplarinda
kontrol grubuna gore yiikseldigi ancak bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi

saptanmistir. Yine PAE grubunda goriilen azalma da istatistiksel olarak anlamli
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bulunmamaistir. Bununla birlikte sadece DFX uygulamast yapilan grupta miR-221-3p
ekspresyonunun hem sadece PAE hem de DFX+PAE uygulamas: yapilan gruplardan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4.4. miRNA ekspresyonlarinin relatif kat degisimi. Tiim degerler U6 miRNA
seviyesi ile normalize edilmistir. "Kontrol vs. deney gruplar1 tek yonlii ANOVA, Tukey
HSD testi p<0,05; ~p<0,01; deney gruplar istatistiksel olarak farklidir (*p<0,05;
#p<0,01). ns; istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur.

4.4. \Western Blot Protein Analizi

Calismamizda DFX, PAE ve DFX+PAE uygulamasi yapilan ARPE-19
hlcrelerinde HIF-10, MMP-3, MMP-9 ve VEGF proteinlerinin ekspresyonlari endojen
kontrol olarak B-aktin kullanilarak western blot analizi ile belirlenmistir (Sekil 4.5).
Protein ekspresyonlarinda meydana gelen degisim, kontrol grubuna gore relatif kat

degisimi olarak ifade edilmistir (Sekil 4.6). Sekil 4.5’ten de gorildiigi gibi, HIF-1a
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protein ifadesinin DFX ve DFX+PAE gruplarinda kontrole gore sirasi ile 2,07 ve 1,48 kat
artig gosterdigi belirlenmistir. Bunun yani sira, PAE grubunda HIF-1a protein ifadesinin

DFX ve DFX+PAE gruplarina gore daha diisiik oldugu saptanmustir.

MMP-3 protein ifadesinin DFX ve DFX+PAE gruplarinda kontrole gore sirasi ile
0,66 ve 0,64 kat azaldig1 belirlenmistir. PAE grubunda ise protein ifadesinin kontrol ile

benzer diizeylerde oldugu tespit edilmistir.

MMP-9 protein ifadesinin DFX grubunda kontrole gore 1,17 kat artis gosterirken,
PAE ve DFX+PAE gruplarinda ise kontrole gore siras1 ile 0,89 ve 0,79 kat azalma

gosterdigi belirlenmistir.

VEGF protein ifadesinin DFX ve PAE grubunda kontrole gore sirastyla 2,15 ve
1,32 kat artis gosterirken, DFX+PAE grubunda kontrole gore sirasi ile 0,92 kat azalma

gosterdigi belirlenmistir.

1,00 2,07 0,96 1,48

Kontrol DFX DFX+PAE

1,00 1,17 0,89 0,79

1,00 2,15 1,32 0,92

Kontrol DFX PAE DFX+PAE

Sekil 4.5. ARPE-19 hiicre hattinda kontrol ve deney gruplarinin HIF-1a, MMP-3,
MMP-9, VEGF ve B-aktin protein bantlarinin goriintiisii.
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Sekil 4.6. ARPE-19 hiicre hattinda kontrol ve deney gruplarinin HIF-1o, MMP-3,
MMP-9 ve VEGF protein ekspresyon seviyelerinin relatif kat degisim grafikleri.
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BOLUM 5

TARTISMA

Hipoksi homeostazi siirdiirmek i¢in doku diizeyinde yeterli oksijenin bulunmadigi
durum olarak tanimlanmaktadir. Diisiik kan temini veya kanda oksijen diizeyinin diisiik
olmasi gibi kosullarda meydana gelebilir. Baz1 dokular hipoksi/iskemik sartlari uzun siire
tolere edebildikleri halde bazilar1 ise diisiikk oksijen diizeylerinden siddetli hasar
gorebilirler (Bhutta, Alghoula & Berim, 2021; Hiraga, 2018; Keuski, 2018; Watts &
Walmsley, 2019).

Oksijenin hiicre i¢gi ATP seviyelerini korumada ve c¢ok sayida biyokimyasal
reaksiyonda sensor gorevi gormesi nedeni ile hipoksiye verilen yanitlar oldukca
onemlidir. Oksijen tiiketen reaksiyonlarin drnekleri arasinda aerobik solunum, yag asidi
desatiirasyonu, RNA, DNA ve histon demetilasyon reaksiyonlari dahil olmak iizere ¢esitli
metabolik reaksiyonlar yer alir. Hipoksinin vaskiiler yetmezlik, kan damar1 hasar1 ve
doku 6demi nedeniyle, kat1 timérlerin biiylimesi de dahil olmak {izere cesitli hastaliklar

ile iliskili oldugu bilinmektedir (Lee, Chandel & Simon, 2020).

Metabolik olarak en aktif dokulardan olan retina, ¢ift kan dolasimina bagli olarak
hizla oksijen tiiketmektedir. Dolayisiyla bu oksijene duyarli dokulardaki oksijen
seviyesinin azalmasi ile indiiklenen hipoksi, patolojik neovaskiilarizasyon, diyabetik
retinopati, prematiire retinopatisi, retinal ven tikaniklig1 ve yas tip yasa bagli makula
dejenerasyonu gibi ¢esitli retinal hastaliklarda en sik goriilen patofizyolojidir (Wangsa-
Wirawan & Linsenmeier, 2003).
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Oksijen seviyelerindeki degisikliklere karsi hiicresel tepkilerin anlagilmasinda,
HIF'lerin kesfi ve bunlarin iiyeleri olan pVHL ve PHD’ler biiylik 6nem tasimaktadir. Bu
bulgu, oksijen seviyelerindeki degisikliklerin farkli transkripsiyonel tepkiler
olusturabilecegini molekiiler boyutta gostererek kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar,

anemi ve bunun gibi ¢ogu hastalik i¢in terapotik hedefler saglamistir (Lee vd., 2020).

HIF'ler, hipoksiye hicresel tepkiler igin gerekli olan HIF-a ve aril hidrokarbon
reseptoru nikleer translokatér (ARNT; HIF-1pB) alt birimlerinden olusan heterodimerik
transkripsiyon faktorleridir (Borton vd., 2018). O varliginda HIF-la ve HIF-2a
hidroksillenir ve proteazomal degredasyon icin hedeflenir. Hipoksik kosullar, hipoksi
yanit elemanlari iceren gen promotdrlerine baglanarak ve aktive ederek O homeostazinin
ana diizenleyicileri olarak islev goren aktif HIF-1 veya HIF-2 olusturmak {izere her yerde
eksprese edilen HIF-1p ile dimerize olan -a alt birimlerinin hidroksilasyonunu engeller

(Ramirez-Bergeron & Simon, 2001).

Anjiyogenez, onceden var olan damarlardan yeni damarlarin olusumu olarak
tanimlanan ¢ok asamali bir siiregtir. Bu agamalar sirasiyla; vaskiiler endotelyal hiicrelerde
anjiyogenik biiyiime faktorii reseptorlerinin uyarilmasi, endotelyal hicre bazal
membraninin proteolitik yikimi, endotelyal hiicre proliferasyonu ve migrasyonu,
cevreleyen ekstraseliiler matriksin bozunmasi, damar olgunlagmasi, destekleyici
hiicrelerin (6rn. perisitler) toplanmasi ve son olarak yeni olusan arteriyovendz halkalarin
kapanmasidir (Bryan & d’Amore, 2007). Tipik olarak proliferatif diyabetik retinopatide,
retinal ven tikanikliginda veya prematiire retinopatisinde goriilen retinal anjiyogenez,
retinal iskemi veya hipoksiye kars1 anormal bir vaskiiler yanitin sonucudur. Retinal
anjiyogenez sirasinda retinal vaskiiler endotel hiicreleri, ic membrandan vitréze dogru
cogalmaya baslayarak zamanla vitroz kanamasina veya retina dekolmanina neden
olabilirler. Retinal anjiyogenez patogenezinden sorumlu olan temel buytime faktorleri,
vaskuler endotelyal biyume faktéri (VEGF), eritropoietin, insulin benzeri biyume
faktori-1 (IGF-1), hepatosit buytume faktort (HGF), anjiyopoietin ve trombosit kaynakli
biylme faktéri (PDGF) dir (Kvanta, 2006).

Hipoksi ve iskemik durumlar, proliferatif diyabetik retinopati, prematire
retinopatisi ve neovaskiiler yasa bagli makula dejenerasyonu dahil olmak iizere korliige

yol acabilen cesitli okiiler neovaskiiler hastaliklarin fizyopatolojisinde énemli bir rol

72



oynar (Arjamaa & Nikinmaa, 2006). VEGF, 6nceden var olan yeni kan damarlarinin
olusumu olarak tanimlanan vaskiiler gecirgenlik ve neoanjiyogenezin merkezi bir
destekleyicisidir (Semenza, 2011). Okiiler neovaskiiler hastaliklarin tedavisinde anti-
VEGF ilaglar1 pegaptanib (Macugen®), bevacizumab (Avastin®), ranibizumab
(Lucentis®) ve aflibercept (Eylea®) yaygin olarak kullanilmaktadir (Fogli vd., 2018;
Plastino, Pesce & André, 2021). Anti-VEGF ajanlarinin intravitreal enjeksiyonunun,
proliferatif diyabetik retinopati ve neovaskiler glokomda yeni damarlarin olusmasinin
inhibisyonunda ve makula 6deminde vaskiiler gecirgenligi iyilestirmede etkili oldugu
bildirilmistir (Kimoto & Kubota, 2012). Bununla birlikte, anti-VEGF tedavilerinin, pahali
olmasinin yani sira enfeksiyon, goz i¢i basinci, vitrdz kanama riski ve birden fazla
intravitreal enjeksiyon gerektirmesi nedeni okuler anjiyogenez patolojilerinde yeni
terapotik stratejilerin arastirilmasi giindeme gelmistir ( Li, Yuan, Fu, Wang & Gao, 2020;
Plastino vd., 2021).

Hipoksi ve iskemi durumlarinda miRNA'larin roliine iliskin ¢alismalar,
miRNA'larin anjiyogenezin diizenlenmesinde islevsel bir rolii oldugunu gdstermistir
(Chan & Loscalzo, 2010; Crosby vd., 2009; Gee vd., 2010; Madanecki vd., 2013).
Ozellikle, baz1 anjiyogenez ile iliskili miRNA'lar, HIF/VEGF ekseninin modiilasyonunda
spesifik etkileri nedeni ile hipoksimiR'ler olarak adlandirilmistir (Plastino vd., 2021).

Son zamanlarda, dogal {iriinlerden ve bitkilerden elde edilen bilesiklerin, bircok
hastalig1 6nleme ve tedavi etme 6zelliklerinin kesfedilmesi ile bu bilesiklere ilgi gittikce
artmaktadir (Lopez-Malo vd., 2020; Sulaiman, Basavarajappa & Corson, 2014). Paeonia
suffruticosa, Paeonia lactiflora, Dioscorea japonica ve Arisaema erubescens
bitkilerinden elde edilebilen PAE’nin vaskiler hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve
inflamasyon tizerinde iyilestirici etkileri vardir (Adki & Kulkarni, 2020; Liu, Song, Wu,
Sun & Dai, 2021; Zhang, Shi, Zhang, Jiang & Zhou, 2021). PAE’nin hipoksik sartlardaki
etkilerinin belirlenmesi amact ile yapilan bir calismada kronik hipoksi tarafindan
indiiklenen pulmoner hipertansiyonda PAE’nin hem sigan hem de farelerde sag ventrikiil
fonksiyonunda, sag ventrikiil sistolik basincinda ve medial duvarlarin kalinlagmasinda
hipoksiye bagli artiglar1 tersine cevirdigi bildirilmistir. Ek olarak PAE, hipoksi ile
indiiklenen pulmoner arter diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasimi iyilestirmistir (Zhang vd.,
2018). Benzer bir baska calismada, yetiskin erkek Sprague-Dawley si¢anlarinda

pulmoner arteriyel hipertansiyonda in vivo hipoksinin sebep oldugu mitokondriyal
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hasarin PAE varliginda azaldig1 ve boylece PAE’nin hipoksi altinda mitokondriyal hasara

aracilik etmedeki koruyucu etkisi bildirilmistir (Wang, Du, Xu, Pan & Wang, 2019).

PAE’nin, otofajiyi azaltarak HIF-1 ile indiiklenen ektopik endometriyal stromal
hiicrelerin migrasyonunu ve invazyonunu azalttigi, sicanlarda da HIF-1 ile indlklenen
endometriyotik lezyonu azaltarak endometriozis tedavisi igin potansiyel terapétik strateji
sagladigi bildirilmistir (Pang vd., 2021).

Proliferatif diyabetik retinopati, prematiire retinopatisi ve neovaskiiler yasa bagh
makula dejenerasyonu gibi okiiler neovaskiiler hastaliklar, diinya capinda goérme
bozuklugunun o6nde gelen nedenleridir (Arjamaa & Nikinmaa, 2006). HIF’ler ve
VEGF’ler, okiiler neovaskiilarizasyonun anahtar molekiiller gostergeleridir.
Anjiyogenezin diizenleyicileri olarak islev géren mikroRNA'lar, 6zellikle hipoksimiR

olarak adlandirilan hipoksi ile iligkili mikroRNA olarak agiklanmistir. Dogrudan ve

spesifik olarak HIF-1a ve  VEGF mRNA'larim1 hedef alan, okiiler neovaskiiler

patolojilerin diizenlenmesinde kritik bir rol oynayan hipoksimiR'ler, proliferatif diyabetik
retinopati, prematiire retinopatisi ve neovaskiiler yasa bagli makula dejenerasyonu dahil
olmak iizere koroidal ve retinal anjiyogenik hastaliklarda varsayilan tanisal belirtecler ve

terapotik ajanlar ile iliskilidir (Plastino vd., 2021).

Yaptigimiz tez ¢alismast kapsaminda insan retinal pigment epitel hiicrelerinde
hipoksinin hiicre canliliginin, hipoksi ve anjiyogenez gen ve/veya protein
ekspresyonlarinin, miR-155-3p, miR-210-3p ve miR-221-3p ekspresyonlar1 {izerine
etkilerinin ve hipoksik durumda PAE’nin terapotik etkisinin belirlenmesi amaglanmustir.
Bu amagla ¢alismamizda ilk olarak ARPE-19 hiicrelerinde hipoksi ajan1 olan DFX ve
PAE uygulanarak MTT testi yapilmistir. Bu test ile hiicre canliligin1 DFX grubuna gore
istatistiksel olarak en fazla yiikselten degerin bulunmasi amaglanmistir. Calisma
sonucuna gore bu degerin uygulamanin 48. saatinde 62 uM PAE oldugu belirlenmis ve

caligmanin devaminda 48 saatlik 60 uM PAE uygulamasi yapilarak devam edilmistir.

Yapilan bir caligmada, 661 W retinal fotoreseptor hiicre hattinda, hidrojen peroksit
(H202) ile olusturulan fotokimyasal hasarin PAE ile azaltildig1 bildirilmistir. 661 W hiicre
hattinda 48 saat H20, ve farkli dozlarda PAE uygulamasindan sonra, PAE uygulanan
gruplar ile sadece H202 uygulanan grup karsilastirildiginda, hiicre canliligini en belirgin

sekilde arttiran PAE dozu 50 puM olarak belirlenmistir. H>O> tarafindan azalan hiicre
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canliliginin, 661 W hiicrelerinde PAE uygulamasi ile etkili bir sekilde arttig1 agiklanmigtir
(Zhang, Wu, Wu & Zhang, 2021). Bir baska ¢alismada, si¢an diz eklemlerinden izole
edilen kondrosit hiicrelerine, 48 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda PAE (25, 50 ve
100 uM) ile muamele edilmis ve hiicre canliliginda, PAE’nin 100 uM’a kadar olan
konsantrasyonlarinda bile herhangi bir toksisiteye neden olmadigi ve kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedigi bildirilmistir (Liu vd., 2017). Bir baska
calismada, insan epidermal keratinosit hiicre hattinda (HaCaT), ultraviyole B (UVB)
(125 mJ/cm?) uygulamasi yapilan hiicrelere, 72 saat boyunca 1 ve 10 pg/ml
konsantrasyonlarda, PAE ve Paeonia suffruticosa Andr. kokiinden elde edilen ekstrat
uygulandiginda kontrol grubunda hiicre canliliginin ekstrat uygulamalarindan istatistiksel
olarak anlamli 6lciide etkilenmedigi ve reaktif oksijen tiirii (ROS) olusumunu 6nemli
ol¢lide indiikleyen UVB’ye maruz kalan hiicrelerde, PAE ve Paeonia suffruticosa Andr.
kokiinden elde edilen ekstrat (10 pg/ml) uygulamasi ile ROS seviyesinin anlamli sekilde
azaldig1 bildirilmistir (Sun, Du, Hwang & Yi, 2018).

Insan fetal akciger fibroblast hiicre hatti (HFL-1) (zerine in vitro PAE
uygulamasinin 400 UM konsantrasyonunda anlamli bir sitotoksik etki olusturmadigi gibi
akciger epitel hiicrelerinin (HBEC) ve insan monositik 16semi hiicre hattt (THP-1)
makrofajlarinin canliligi tizerinde de sitotoksik etki olusturmadigi bildirilmistir ( Liu vd.,
2017; Liu vd., 2014; Ping vd., 2014). Ote yandan, insan normal bronsiyal epitel hiicre
hattinda BEAS-2B (0, 10, 20, 40, 80, 100 ve 200 ug/mL) PAE ile 24 saat boyunca
muamele edilerek PAE’nin 100 ve 200 pg/mL dozunun normal BEAS-2B hicrelerinde
hiicre canliligini istatistiksel olarak anlamli sekilde azalttig1 bildirilmistir (Lv vd., 2021).
Calismamizda ARPE-19 hicrelerinde DFX ile induklenen hipoksi grubunun hiicre
canliliginin 24 ve 48. saatlerde sirasiyla % 62,41+4,38 ve % 59,75%2,79 oldugu tespit
edilmistir. DFX grubuna 24 ve 48 saatlik en yiksek PAE konsantrasyonu (991 puM)
uygulamasinin hiicre canliligi lizerindeki etkisi sirasiyla % 67,95%2,90 ve % 66,28+3,84
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1). PAE’nin yiiksek doz uygulamasi sitotoksik etki
olusturuyor olsa dahi bizim ¢alismamizda, hipoksik ARPE-19 hicreleri lzerinde tim
dozlarda hiicre canliligini arttiric1 etki yaratmistir. Nitekim, hiicre canliliginin en ytiksek
oldugu 48 saatlik 60 uM PAE uygulamasinin toksik etkisiyle ilgili herhangi bir literatiir

bilgisine rastlanmamuistir.
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Calismamizda HIF-1a, HIF-1B, VEGF, VEGFR, MMP-3 ve MMP-9 gen
ifadelerinin DFX uygulamas1 yapilan grupta kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
artisa neden oldugu, sadece PAE uygulamasi yapilan grupta ise kontrole gore anlamli bir
degisim gostermedigi tespit edilmistir (Sekil 4.3). ARPE-19 hicrelerinde uzun sureli
hiperglisemi ve hipoksi patogenezi ile karakterize olan diyabetik makula 6demi
modelinde, DFX ile indlklenen hipoksinin HIF-10, HIF-1B, VEGF ve VEGFR gen
ifadelerinde kontrole gore istatistiksel olarak anlamli artislar oldugu bildirilmistir
(Doganlar vd., 2021). Baska bir ¢alismada, %1 diizeyinde oksijen ile hipoksi olusturulan
ARPE-19 hiicre hattinda, hipoksik grubun MMP-3 ve MMP-9 gen ifadelerinde kontrole
gore istatistiksel olarak anlamli artislarin oldugu rapor edilmistir (Zhang vd., 2015). Yine,
24 saat boyunca %1 O2’ye maruz kalan ARPE-19 hiicrelerinde VEGF duizeyinin kontrole
gore 3 kat yiiksek oldugu bildirilmistir (Arjamaa vd., 2017). Calisma bulgularimiz
Arjamaa vd. (2017), Doganlar vd. (2021) ve Zhang vd. (2015), adli arastirmacilarin
bulgular1 ile paralellik gostermektedir. Benzer sekilde calismamizda da ARPE-19
hiicrelerinde DFX ile indiiklenen hipoksinin, VEGF ifadesinin kontrole gore anlamli
diizeyde artmasina neden oldugu goriilmektedir (Sekil 4.3). Bu durum, calismamizda
uyguladigimiz DFX konsantrasyonunun ve uygulama siiresinin ARPE-19 hiicrelerinde
hipoksik ortam olusturdugunu ve hipoksiye cevaben HIF-1a, HIF-18, VEGF, VEGFR,
MMP-3 ve MMP-9 gen ifadelerinde artislara neden oldugunu diistindiirmektedir. Nitekim
Arjamaa ve ekibi de (Arjamaa vd., 2017) hipoksinin meydana gelmesinden sorumlu temel
protein  HIF-la’nin  VEGF  ekspresyonunu  dogrudan indiikleyerek retinal
neovaskiilarizasyonu ve buna bagl olarak diger retinal hastaliklarin gelisiminde anahtar
bir faktor olabilecegini bildirmistir. Calisma bulgularimiz DFX uygulamasinin retinal
pigment epitel hiicrelerinde hipoksiye neden oldugunu bununla birlikte PAE nin hipoksi

indiikleme etkisinin olmadigini géstermistir (Sekil 4.3).

Yapilan bir baska calismada sitotoksik 3 mM metil glioksalin tek olarak
uygulamasinin ARPE-19 hiicrelerinde canlilig1 kontrole gére anlamli diizeyde azalttigi,
10 pM PAE ile kombine uygulandiginda ise hiicre canliligiin tek basina uygulamaya
gbre anlaml diizeyde yiiksek oldugu bildirilmistir. Yine insan retinal mikrovaskiiler
endotelyal hiicrelerinde (HRMEC) ve insan retinal pigment epitel hucrelerinde (ARPE-
19) PAE’nin hiicre migrasyonunu, tiip olusumunu ve hiperpermeabiliteyi azalttigi

bildirilmistir. Bu deney sonucunda, halihazirda kullanilan anti-VEGF ajanlarinin
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intravitreal enjeksiyonunun yaninda bu ekstratlarin oral olarak kullanilmasinin, 1slak yasa
bagli makula dejenerasyonu olan hastalar igin daha gucli bir terapotik etki ile
sonuglanabilecegini bdylelikle anti-VEGF okiiler enjeksiyon sayilarinda azalma

saglayabilecegi bildirilmistir (Lee vd., 2021).

Uzun sureli hipokside HIF yanitinin nasil diizenlendiginin belirlenmesi amaciyla
yapilan bir ¢alismada, insan kolon epidermal adenokarsinom hiicre hatti (Caco-2),
farelerden izole edilen embriyonik fibroblastlar, insan karaciger kanseri hiicre hatti
(HepG2) ve insan serviks kanseri hiicre hatt1 (HeLa) %1 Oz seviyesine maruz birakilarak
hipoksi indiiklenmistir. Elde edilen verilere gore, hipoksiye (0 ila 48 saat) maruz kalan
Caco-2 hiicreleri, farkli HIF-a alt birim ekspresyon paternleri gostermis, hem nuklear
hem de sitoplazmik HIF-1a protein seviyeleri gegici olarak artmasina ragmen, HIF-2a
protein seviyelerinin siirekli bir sekilde arttig bildirilmistir. HIF-1oo mRNA ifadelerinin,
hipoksik maruziyetten bir siire sonra azaldig1, HIF-2a mRNA ifadelerinin ise degismedigi
tespit edilmistir. Uzun siireli hipoksiye maruz kalan bagirsak epitel hiicrelerinin HIF-1a
yanitinda artis oldugunu ve devaminda bu yanitin kismen HIF-la mRNA

ekspresyonunun azalmasindan kaynaklandigi bildirilmistir (Bruning vd., 2011).

Bulgularimiza gore HIF-1a, HIF-1B, VEGF, VEGFR, MMP-3 ve MMP-9 gen
ifadelerinin DFX+PAE grubunda, DFX uygulanan gruba goére anlamli bir azalma
gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.3). Ek olarak, HIF-la, MMP-3 ve MMP-9 gen
ifadelerinde  DFX+PAE gruplarmin kontrol ile istatistiksel olarak anlamli fark
olusturmamasi, PAE’nin DFX’in etkisini kontrol diizeyine geri c¢evirdigini

gostermektedir (Sekil 4.3).

HipoksimiR'ler, anjiyogenez sinyal yolag: lizerinde 6nemli bir etkisi olan HIF-1a
ve VEGF mRNA'larin1 spesifik olarak hedef alabilmektedir (Wang & Olson, 2009).
Kanser ve diger patolojilerde etkilerinin yani sira okiiler patolojilerde anjiyogenezin
diizenlenmesinde hipoksimiR’lerin 6nemli bir rol oynadig1 ve bu nedenle, hipoksiye yanit
olarak miRNA'larin etkisinin anlasilmasinin okiiler neovaskiiler hastaliklar ic¢in yeni
terapdtik yaklasimlarin gelistirilmesine yardimci olabilecegi bildirilmistir (Plastino vd.,
2021). Bu kapsamda ¢aligmamizda miRNA-155-3p, miRNA-210-3p ve miRNA-221-3p
ekspresyonlar belirlenmistir (Sekil 4.4 ve Cizelge 4.3).
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Calisma bulgularimiza gére miR-155-3p ve miR-210-3p ifadeleri, DFX grubunda
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir artig gostermistir. Ancak, miR-221-3p ifadesi
DFX grubunda kontrole goére anlamli bir fark olusturmadigi gibi PAE ve DFX+PAE
gruplarinda da anlamli bir fark tespit edilmemistir (Sekil 4.4) (Cizelge 4.3).

mRNA'y1 destabilize ederek veya translasyonu baskilayarak gen ekspresyonunu
diizenleyen yaklasik 22 niikleotitten olusan endojen kiiciik RNA molekiilleri olan
miRNA'larin, memelilerdeki tiim genlerin yaklagik iigte birinin diizenlenmesinde gorevli
oldugu tahmin edilmektedir (Bruning vd., 2011; Xie vd., 2005). miRNA'larin yiizlerce
farklit mRNA'y1 hedefleyebildigi bilinmektedir (Griffiths-Jones, Grocock, Van Dongen,
Bateman & Enright, 2006; Krek vd., 2005). Protein ekspresyonunun miRNA'lar
tarafindan diizenlenmesi, hematopoez, gelisim, hiicre proliferasyonu, apoptoz, bagisiklik
ve metabolizma dahil olmak Uzere tim fizyolojik surecleri etkiler (Williams, 2008).
Ayrica, bazi spesifik miRNA'larin ekspresyonlarinin kronik inflamasyon ve tiimor
gelisimi patolojileri ile iligkili oldugu da bildirilmistir (Yang vd., 2017; Zhao vd., 2020).
Azalmis doku perflizyonu ve/veya artan oksijen tiiketimine bagl olarak mikrogevresel
hipoksinin meydana geldigi patofizyolojik durumlarda, bircok miRNA hiicre
tipine/dokuya 6zgii bir sekilde hipoksi tarafindan diizenlenmektedir. miR-210 gibi
hipoksi ile indiiklenen miRNA'larin apoptoz, ¢ogalma, hiicre dongiisii, DNA onarimu,
hiicre gocli ve mitokondriyal fonksiyonun diizenlenmesinde gorev aldigi bildirilmistir
(Ivan & Huang, 2014). Bununla birlikte, hiicresel diizeyde hipoksi kaynakli miRNA'larin
islevi hakkinda bilgi sinirlidir.

Intraokiiler basingtaki artis ve vaskiiler diizensizlik glokomun énemli iki nedeni
olarak kabul edilmektedir. Bu durumlar optik sinir basinin bilesenlerinde iskemi ve
hipoksiye neden olarak mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif strese yol acabilirler
(Kamel, Farrell & O'Brien, 2017). Primer agik agili glokom ile iligkili dolasimdaki
miRNA'larin  tanimlanmast ve bunlarin tanisal belirtecler olarak faydalarinin
belirlenmesinin amaglandig1 bir calismada, glokomlu bir goziin retinasinda meydana
gelen hipoksinin, retinal ganglion huicrelerinde mitokondriyal disfonksiyonu ve oksidatif
stresi arttirabilen ayni zamanda bu hiicrelerin 6liimiine ve retina sinir lifi tabakasinin
incelmesine yol acabilen hsa-miR-210-3p ekspresyonunun artmasina neden olabilecegi
bildirilmistir. Bu ¢alismanin sonucuna gore dolasimdaki hsa-miR-210-3p’nin 6zellikle

siddetli glokom hastalar1 i¢in potansiyel bir tanisal belirte¢ olabilecegi rapor edilmistir
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(Liu vd., 2019). Bizim ¢alismamizda da bu ¢aligma sonuglarina paralel olarak miR-210-
3p ifadesinin, DFX grubunda kontrole gére anlamli bir artis gosterdigi belirlenmistir
(Sekil 4.4). Bu durum miR-210-3p ekspresyonunun retinal pigment epitel hiicrelerinde

de hipoksik sartlarda belirteg olabilecegini diisiindiirmektedir.

HIF-1a'nin miR-27, miR-155, miR-199 ve miR-210'u yukari regiile ettigi ve miR-
221, miR-222 ve miR-320'yi asag regiile ettigi bildirilmistir (Kulshreshtha vd., 2007;
Shen, Li, Jia, Piazza & Xi, 2013; Yang, Wang, Xiao, Zhou & Shi, 2016). miR-155 gibi
bazi mikroRNA'larin, oksijen homeostazini korumak igin bir HIF-1a/miR-155 negatif
geri besleme dongusii olusturarak HIF-1a'y1 kontrol edebildigi rapor edilmistir (Bruning
vd., 2011). HIF-1a'nin bagirsak epitel hiicrelerinde hipoksi ile induklenebilir bir miRNA
olan miR-155'in dogrudan hedefi oldugu, buna ilaveten HIF-1a'ya baglh sinyalizasyonun
miR-155 tarafindan azaltildigi ve HIF-la’nin, hipokside miR-155 indlksiyonundan
birincil olarak sorumlu olan transkripsiyon faktorii oldugu rapor edilmistir (Yang vd.,
2016). Calismamizda da DFX uygulamasi ile hem HIF-10 hem de miR-155-3p ifadesinde
artis meydana gelmesi dnceki ¢alismalar ile paralellik géstermektedir (Sekil 4.3 ve Sekil
4.4). Ote yandan, PAE uygulanan grupta HIF-1o ifadesi kontrol grubuna gére (Sekil 4.3)
degisim gostermedigi halde miR-155-3p ifadesinde (Sekil 4.4) DFX grubuna benzer
sekilde anlamli bir artis gozlenmistir. Bu da PAE’nin miR-155-3p ifadesini farkli sinyal
yolaklar1 araciliiyla da indiikleyebilecegini diisiindiirmiistiir. Nitekim, miR-155-3p’nin
DFX+PAE grubunda DFX grubuna gore etkin sekilde PAE araciligiyla inhibe edildigi
gozlemlenmistir (Sekil 4.4).

mMiR-155"in fare oksijen kaynakli retinopati ( Liu, Wang, Sun, SanGiovanni &
Chen, 2016; Yan vd., 2015), si¢an 151k kaynakli retinal dejenerasyon (Pilakka-Kanthikeel
vd., 2015) ve streptozosin kaynakli diyabet (Kovacs, Lumayag, Cowan & Xu, 2011) gibi
bir¢ok okiiler hastalik modelinde ve yasa bagli makula dejenerasyonu hastaligi (Lukiw,
Surjyadipta, Dua & Alexandrov, 2012) olan insanlarin retinalarinda 6nemli diizeyde artis
gosterdigi bildirilmistir ( Liu, Huang, Britton & Chen, 2020). miR-155"in HIF bagimli bir
miRNA oldugu ve eksikliginin fare oksijen kaynakli retinopati modelinde avaskiiler
alanda ve neovaskiilarizasyonda azalmaya neden oldugu da rapor edilmistir (Yan vd.,
2015; Zhuang vd., 2015). Buna ilaveten miR-155’in hipoksik Caco2 hiicrelerinde artis
gosterdigi ve HIF-1a’nin bu mikroRNA’nin potansiyel hedefi oldugu da bildirilmistir.

Bununla birlikte miR-155 transfeksiyonunun hipoksi ile indiklenen HIF aktivitesinin
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azalmasina neden oldugu da rapor edilmistir (Bruning vd., 2011). Bu durum miR-155 ile
HIF-1a’nin negatif kontrol mekanizmasina sahip oldugunu gostermekle birlikte konu ile
ilgili farkli literatiir verilerinin olmasi miR-155’in retinal anjiyogenezdeki roliiniin
belirsiz oldugunu diistindiirmektedir (Zhuang vd., 2015). Bizim ¢alismamizda hipoksi ile
miR-155 ve HIF-1a gen ifadesinde paralel bir artisin oldugu her iki molekiiliin ifadesinin
de hipoksi ile indiiklendigini gostermektedir. Buna ilaveten miR-155’in ifadesinde
meydana gelen artisin HIF’in baskilanmasi i¢in oldugu diisiiniilmektedir. Ancak miR-
155’in hipoksik sartlardaki etkilerinin doku ve hiicre tipine bagli olarak degistigi de
bildirilmistir (Bruning vd., 2011). Nitekim Lei vd. (2009), hipoksi sartlar1 altinda miR-
155 ifadesinin degismedigini bildirmislerdir (Lei vd., 2009). Bu durumun nedeninin
hipoksi sliresi ve hipoksinin derecesi ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir (Bruning vd.,

2011).

Endotel hicrelerinde  miR-221-3p'nin roliinii arastirmak i¢in yapilan bir
calismada, kalp yetmezligi modeli olusturulan farelerin kalp dokularinda miR-221-3p
ifadesinde artis oldugu bildirilmistir. Buna bagli olarak, miR-221-3p'nin asir1
ekspresyonunun, in vitro endotelyal hiicre proliferasyonunu, migrasyonunu ve tip
olusumunu inhibe ettigi ve miR-221-3p'nin HIF-1a'y1 hedefleyerek endotel hiicrelerinde
anjiyogenezi engelledigi rapor edilmistir. Ayrica, miR-221-3p'nin endotel hicreleri
uzerindeki olumsuz etkilerinin, HIF-1a'nin yeniden ifadesi ile azaltildigi bildirilmistir
(Li, Yan, Fan, Hou & Han, 2021). Calisma sonuglarimiza gore HIF-1a gen ifadesi DFX
grubunda kontrole gore anlamli sekilde artis gostermisken (Sekil 4.3), miR-221-3p
ifadesinde ise istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir (Sekil 4.4). Ayrica
uzun sureli hipoksi maruziyetinde HIF-1o’nin ifadesinin azaldig: bildirilmistir (Bruning
vd., 2011). Bu durum, miR-221-3p'nin kronik hipoksi ile indiiklenebilecegini de
diistindiirmektedir. Ancak PAE uygulanan grupta DFX grubuna gore anlaml sekilde
azalma gorulen miR-221-3p'nin ifadesi, DFX+PAE grubunda PAE grubuyla
kiyaslandiginda anlamli sekilde artmustir (Sekil 4.4). Ek olarak, DFX grubuna PAE
uygulamasinin Sekil 4.4’te de belirtildigi lizere miR-221-3p ifadesini azalma egiliminde
oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla, kronik hipokside PAE’nin miR-221-3p ifadesini
etkili sekilde inhibe edecegi diisiiniilmektedir.

Tez kapsaminda miR-155-3p ve miR-210-3p ifadelerinin DFX+PAE grubunda

DFX grubuna gore istatistiksel olarak anlaml1 diizeyde azaldig: belirlenmistir. Ancak, her
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iki miRNA i¢in bu azalma orani kontrol diizeyine gerilememis ve kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak farkli bulunmustur (Sekil 4.4). Buna istinaden literatiirde bildirildigi
uzere hipoksiyi indiikleyen bu miRNA’larin ifadelerinin, PAE araciliiyla inhibe edildigi
belirlenmistir. Ek olarak, HIF-1a, VEGF gibi hipoksik faktorlerin ifadelerinin de
azalmasi bunu kanitlar niteliktedir (Sekil 4.4). miR-221-3p ifadesinin ise kontrol grubuna
gore deney gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis ya da azalisa sebep olmadigi
belirlenmistir. Ek olarak, miR-155-3p ve miR-210-3p ifadelerinin DFX gruplarina gore
DFX+PAE gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edilmis olsa da
bu durum miR-221-3p ifadesinde tespit edilmemistir. miR-221-3p ifadesinde anlamli bir
fark tespit edilebilmesi i¢in hucrelerin daha uzun siireli hipoksiye maruz kalmasi gerektigi

diistinilmiistiir.

Calismamizda western blot analiziyle HIF-la, MMP-3, MMP-9 ve VEGF
proteinlerinin ekspresyonlart belirlenmistir. DFX grubunda HIF-1a, VEGF ve MMP-9
protein ifadeleri, kontrole gore sirasiyla 2,07 kat, 2,15 kat ve 1,17 kat artig gosterirken,
MMP-3 protein ifadesinde 0,66 kat azalma tespit edilmistir (Sekil 4.5) (Sekil 4.6).
Yapilan bir calismada, deneysel diyabetik retinopatide zamana bagli olarak Sprague-
Dawley si¢anlarinda intraperitoneal streptozosin enjeksiyonu ile diyabet olusturulmustur.
HIF-1a ve VEGF ekspresyonu diyabet baslangicindan 15 giin, 1, 2, 4 ve 6 ay sonra
western blot analizi ile incelendiginde, diyabetik sigan retinalarinda diyabetin ilerlemesi
ile normal kontrol retinalarindaki ekspresyona gore yukar regiile edildigi bildirilmistir.
Calismamuz ile paralel sekilde hipoksinin, HIF-1o. ve VEGF protein ekspresyonlarinda
anlamli bir artisa sebep oldugu bildirilmistir (Gu vd., 2019).

Prematiire retinopatisi olan erken dogmus bebeklerin vitroz ve gozyasi matriks
metalloproteinazlarin aktivitesinde, prematiire retinopatisi olmayanlara gore, VEGF ve
MMP (MMP-2, MMP-9) ekspresyonlarinda anlamli bir artis oldugu bildirilmistir. Ek
olarak, prematiire bebeklerin gézyasinda MMP ekspresyon diizeylerinin hastalik siddeti
ile biiyiik oranda iliskili oldugu agiklanmistir. MMP aktivitesinin inhibisyonunun, hipoksi
maruziyetinde diger anahtar sinyal molekiillerinin ifadesini degistirdigi tespit edilmistir.
Bu ¢aligma ile hipoksi altinda MMP'lerin artan aktivitesinin anjiyogenezi indiikleyerek
prematlre retinopatisi gelismesine neden oldugu bildirilmistir (Patnaik vd., 2021).
Calismamizda literatiirle uyumlu olarak, DFX grubunda MMP-9 protein ifadesinin
kontrole gore 1,17 kat arttig1 belirlenmistir. Ek olarak, DFX grubuna PAE uygulanmasi
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neticesinde kontrole gére MMP-9 protein ifadesinin azaldigi tespit edilmistir (Sekil 4.5).
Bu sonug, PAE’nin MMP-9 ekspresyonunu anlamli sekilde inhibe ettigini
diisiindiirmiistiir (Sekil 4.5). Ote yandan, hipoksinin bagirsak mukozasinda fibrotik gen
ekspresyonu lizerindeki etkisinin arastirildigi bir ¢alismaya gore, farelerde dekstran
sodyum sulfat ile indiiklenen kolit modelinde hipoksinin farelerin kolonunda MMP-3 ve
MMP-9 ekspresyonunu 6nemli Ol¢ide azalttigi bildirilmistir (Simmen vd., 2021).
Calismamizda HIF-1la'nin asag1 akis hedef geni olan MMP-9 ifadesinin kontrole gore
artt1g1 géz oniline alindiginda birbirine zit iki durumun hipoksi uygulamasinin siiresi,
incelenen hiicrelerin farklilig1 veya olusturulan hastalik modelleri ile ilgili olabilecegi
diistinilmiistir (Li & Zheng, 2017). Nitekim, Bruning vd. (2011), HIF-1a mRNA
ifadelerinin, hipoksik maruziyetten bir siire sonra azaldigini bildirmislerdir (Bruning vd.,
2011). MMP-3’iin ekstraselliiler matriks proteinlerini pargalama 6zelliginin yani sira,
MMP-1, MMP-7, MMP-9 ve MMP-13 gibi diger MMP'leri de aktive edebildigi
bilinmektedir (Ogata vd., 1992; Simmen vd., 2021). Buna gére DFX grubunda kontrole
gore birgok anjiyogenez faktoriiniin indiiklenmesini saglayan MMP-3’iin protein
ekspresyonun sonuglarimiz ile uyumlu sekilde azaldigi belirlenmistir (Sekil 4.5) (Simmen
vd., 2021). Nitekim, PAE uygulanan grupta da kontrole goére anlamli bir fark
gozlenmemistir. Dolayistyla, PAE’nin MMP-3 ekspresyonu lizerinde dogrudan bir etkisi

oldugu diistiniilmemektedir (Sekil 4.6).

Calismamizda, DFX+PAE grubunda DFX grubuna kiyasla HIF-1a, VEGF ve
MMP-9 protein ifadelerinin azalma egiliminde oldugu belirlenmistir. Hatta DFX
grubunun DFX+PAE grubuna kiyasla 2,34 kat ile en fazla azalma VEGF protein
ifadesinde belirlenmis, bunu takiben 1,48 kat azalma da MMP-9 protein ifadesinde tespit
edilmistir. Benzer sekilde HIF-la protein ifadesinde de DFX+PAE grubunda DFX
grubuna gore 1,40 kat azalma meydana gelmistir. Ote yandan, MMP-3 protein ifadesinde
de azalma egilimi olsa da diger protein ifadelerindeki gibi anlamli bir azalma
goriilmemistir (Sekil 4.5). Bu durumda PAE’nin, HIF-1a protein ifadesi hari¢ DFX
uygulanan grupta artig gosteren diger protein ifadelerindeki relatif kat degisimlerini,

kontrol seviyesine geri dondiirdiigii tespit edilmistir (Sekil 4.6).

Tez kapsaminda elde edilen verilere gére PAE nin, hipoksiye maruz kalan ARPE-
19 hiicrelerinde hipoksiyi ve anjiyogenezi baskiladigi diisiiniilmektedir. Bulgularimiza

gore PAE’nin korliige yol agabilecek bircok goz hastaliginin temel sebebi olarak

82



bildirilen hipoksi ve buna bagli olarak gelisen anjiyogenezin neden oldugu cesitli
komplikasyonlarin etkisini azaltabilecegi ve bu komplikasyonlarda belirlenen hedef
miRNA’larin ifadelerine bagl olarak farkli uygulamalarla terapdtik ¢alismalara yeni bir
yaklasim  getirebilecegi ve daha kapsamli ¢alismalara ihtiyag duyuldugu

distiniilmektedir.
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SONUCLAR

Bu calisma Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir. Anti-anjiyogenik, antioksidan, noéroprotektif,
kardiyoprotektif olmak iizere pek ¢ok faydali etkisinin oldugu bildirilen PAE’nin hipoksi
ile indiiklenen ARPE-19 hiicreleri {izerinde anjiyogenez ve hipoksi yolagi faktorlerine ve
bu yolaklar iizerinde baslica etkili miR-155, miR-210 ve miR-221 ekspresyonlarina

etkisinin arastirildigi bu calisma sonucunda;

1. Kimyasal hipoksi ajani DFX uygulamasinin ARPE-19 hiicre canliliginda
azalmaya neden olarak hipoksi ve anjiyogenezi tetikledigi belirlenmistir.

2. DFXuygulamasini takiben PAE uygulamasinin azalan hiicre canliliginda anlaml
artisa neden oldugu belirlenmistir.

3. Uygulanan PAE dozunun ve suresinin normal ARPE-19 hiicrelerinde herhangi
bir toksik etki yaratmadigi, hipoksi veya anjiyogenezi tetiklemedigi
belirlenmistir.

4. Yapilan qRT-PCR analizi neticesinde, PAE’nin hipoksi ve anjiyogenez yolak gen
ve/veya proteinlerinin ekspresyonlarini baskiladigi ve miRNA ekspresyonlarinin

da bu mRNA seviyeleri ile uyumlu sekilde degisim gosterdigi saptanmistir.
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