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METFORMININ iNVITRO RETINA PIGMENT EPIiTELIi HUCRELERINDE
FiBROGENEZISE OLAN ETKIiSININ INCELENMESI

OZET

GIRIS:Proliferatif vitreoretinopati, retina dekolmani cerrahisi sonrasi niikslerin
en 6nemli sebeplerinden biridir. Proliferatif vitreoretinopatinin patogenezi ile ilgili
calismalarda, epitelyal mezenkimal doniisiim siirecinin énemli bir rol oynadigi
goriilmiistiir. Epitelyal mezenkimal doniisim; epitel hiicrelerinin farkli fenotiplerini
kaybettigi ve mezenkimal benzeri hiicrelere doniistiigii biyolojik bir stregtir.
Epitelyal-mezenkimal doniisiim gegiren retina pigment epiteli hiicrelerinin
proliferasyon, go¢ etme, migrasyon ve kontraksiyon yeteneklerinde artis goriiliir. Bu
stirecin sonunda proliferatif vitreoretinopatinin 6nemli bir parcasi olan fibrozis
gelisir. Epitelyal mezenkimal dontisiimiin ana tetikleyicisi TGF-f dir.

AMAC: Calismamizda daha once farkli dokularda epitelyal-mezenkimal
doniistimil ve fibrogenezisi inhibe ettigi gdsterilmis olan metforminin, invitro retina
pigment epiteli hiicrelerinde TGF-B2 ile indiiklenen epitelyal mezenkimal doniisiim
stirecine olan etkisi incelenmistir.

GEREC VE YONTEM: Invitro ortamda inkiibe edilmis insan retina pigment
epiteli hiicre gruplari iizerine TGF-B2, metformin ve TGF-B2+metformin uygulandi.
Uygulama sonrasi, ATP testi ile hiicre canliligi, Western Blot protein elektroforezi
ile ZO-1, a-SMA, vimentin, SMAD2 SMAD3, pPSMAD2, pPSMAD3 protein
ekspresyonu, yara iyilesmesi testi ile hiicre migrasyon diizeyi, kollajen jel
kontraksiyon testi ile kontraksiyon diizeyi degerlendirildi; veriler kontrol grubu ile
karsilastirildi.

BULGULAR: Western Blot protein elektroforezinde epitelyal belirte¢ olan
Z0-1 ekspresyonunun, TGF-B2 grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde azaldig1 (p<0.05), TGF-p2+metformin grubunda ise kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlaml fark olmadig1 saptandi. Mezenkimal belirteg
olan a-SMA ekspresyonunun, TGF-B2 grubunda kontrol grubuna gére ¢ok yiiksek
diizeyde anlamli olarak arttig1 (p<0.001), TGF-B2+metformin grubunda bu artigin
daha az oldugu (p<0.01) izlendi. Mezenkimal belirte¢ olan vimentin ekspresyonunda,
TGF-B2 grubunda kontrol grubuna gore ¢ok yiksek diizeyde anlamli arttigi
(p<0.001), TGF-B2+metformin grubunda bu artisin daha az oldugu tespit edildi
(p<0.05). TGF-B/SMAD sinyal yolunun aktif proteinleri olan pPSMAD2 ve pPSMAD3
ekspresyonu degerlendirildiginde, pPSMAD?2’ nin TGF-2 grubunda kontrol grubuna
gore ¢ok yuksek diizeyde anlamli arttig1 (p<0.001), TGF-pf2+metformin grubunda
ise kontrol grubuna gore anlamli diizeyde azaldigi tespit edildi (p<0.05).
pSMAD3’iin TGF-B2 grubunda kontrol grubuna goére cok yiiksek diizeyde anlaml
olarak arttig1 (p<0.001), TGF-B2-+metformin grubunda kontrol grubuna gore anlaml
fark olmadig1 saptandi. Yara iyilesmesi testi sonuglarinda; hiicre migrasyon
duzeyinde, TGF-B2 grubunda kontrol grubuna gére ¢ok yiiksek diizeyde anlamli
artig izlendi (p<0.001), TGF-B2-+metformin grubunda kontrol grubuna gore fark
izlenmedi. Kollajen jel kontraksiyon testi sonuglarinda; kontraksiyon diizeyinde
TGF-B2 grubunda kontrol grubuna gore ¢ok yiiksek diizeyde anlamli olarak artig



oldugu (p<0.001), TGF-B2+metformin grubunda bu artisin daha az oldugu saptandi
(p<0.05).

SONUGC: Metformin, epitelyal-mezenkimal doniisiim gegiren retina pigment
epiteli hucrelerinde epitelyal belirteglerin sentezini arttirmis , mezenkimal
belirteclerin sentezini ise azaltmistir. TGF-B/SMAD sinyal yolundaki SMAD2 ve
SMAD3 proteinlerinin fosforilasyonunu azaltarak bu sinyal yolunu baskilamstir.
Ayrica metforminin, epitelyal-mezenkimal doniisiim gegiren retina pigment epiteli
hiicrelerinin hiicresel migrasyon diizeyini ve kontraksiyon diizeyini de azalttig1
gozlenmistir.

Bu sonuglar, metforminin invitro retina pigment epiteli hiicrelerinde epitelyal-
mezenkimal dontlisiimii ve fibrogenezis gelisimini baskiladigin1 géstermektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Metformin, Proliferatif Vitreoretinopati, Epitelyal-
Mezenkimal Doniistim, Retina Pigment Epiteli Hiicreleri, TGF-2
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SUMMARY

INTRODUCTION: Proliferative vitreoretinopathy is one of the most important
causes of recurrence after retinal detachment surgery. In studies on the pathogenesis
of proliferative vitreoretinopathy, ‘‘Epithelial-to-Mesenchymal Transition’’ has been
shown to play an important role. Epithelial-to-mesenchymal transition; it is a
biological process in which epithelial cells lose their differentiated phenotypes and
become mesenchymal-like cells. Retinal pigment epithelial cells undergoing
epithelial-to-mesenchymal transition; proliferation, migration and contraction ability
increases. Fibrosis, an important part of proliferative vitreoretinopathy, develops at the
end of this process. The main trigger of epithelial-to-mesenchymal transition is TGF-

B.

PURPOSE: In our study, the effect of metformin which has been shown to inhibit
epithelial-to-mesenchymal transition and fibrogenesis in different tissues previously,
on TGF-B2-induced epithelial-to-mesenchymal transition process in invitro retinal
pigment epithelial cells was investigated.

MATERIALS abd METHODS: TGF-B2, metformin and TGF-B2 + metformin were
applied to human retinal pigment epithelial cell groups incubated in vitro. After the
application; cell viability by ATP test, ZO-1, a-SMA, vimentin, SMAD2, SMAD3,
pSMAD?2 and pPSMAD3 protein expression by Western Blot Protein Electrophoresis,
cell migration level by wound healing test and contraction level by collagen gel
contraction test were evaluated, the data were compared with the control group.

RESULTS: In Western Blot protein electrophoresis, the expression of ZO-1, which is
an epithelial marker, decreased significantly in the TGF-2 group compared to the
control group (p <0.05), but there was no statistically significant difference in the TGF-
B2 + metformin group compared to the control group. It was observed that a-SMA
expression, which is a mesenchymal marker, was significantly increased in the TGF-
B2 group compared to the control group (p <0.001), whereas this increase was lower
in the TGF-B2 + metformin group (p <0.01). The expression of vimentin, which is a
mesenchymal marker, was significantly higher in the TGF-B2 group than in the control
group (p <0.001), but this increase was less in the TGF-f2 + metformin group (p
<0.05). When the expression of pSMAD2 and pSMAD3, the active proteins of the
TGF-B / SMAD signaling pathway were evaluated, it was found that pSMAD2
increased significantly in the TGF-B2 group compared to the control group (p <0.001)
and decreased significantly in the TGF-f2 + metformin group compared to the control
group. (p <0.05). It was found that pPSMAD3 increased significantly in TGF-f2 group
compared to the control group (p <0.001), and there was no significant difference in
TGF-B2 + metformin group compared to control group. In wound healing test results;
There was a significant increase in cell migration level in TGF-B2 group compared to
the control group (p <0.001). There was no difference in TGF-2 + metformin group
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compared to the control group. Collagen gel contraction test results; The level of
contraction was significantly higher in the TGF-B2 group than in the control group (p
<0.001), whereas this increase was less in the TGF-p2 + metformin group (p <0.05).

CONCLUSION: Metformin increased the synthesis of epithelial markers and
decreased the synthesis of mesenchymal markers in retinal pigment epithelial cells
undergoing epithelial-to-mesenchymal transition. Metformin suppressed the TGF-f /
SMAD signaling pathway by reducing phosphorylation of SMAD2 and SMAD3
proteins. In addition, it has been observed that metformin reduces cellular migration
and contraction levels of retinal pigment epithelial cells undergoing epithelial-to-
mesenchymal transition.

These results show that metformin suppresses epithelial-to-mesenchymal
transition and development of fibrogenesis in invitro retinal pigment epithelial cells.

KEYWORDS: Metformin, Proliferative Vitreoretinopathy, Epithelial-to-
Mesenchymal Transition, Retinal Pigment Epithelial cells, TGF-p2
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1.GIRIS VE AMAC

Retina dekolmaninin (RD) siklig1 ¢esitli ¢calismalarda 0.6-1.8/10.000 civarinda
verilmistir [1]. Retina dekolmaninin en sik goriilen tipi, retinal yirtiklar ve
vitreoretinal traksiyon sonucu meydana gelen regmatojen retina dekolmanidir (RRD)
[2]. Vitreoretinal cerrahi tekniklerindeki son gelismelerle RD cerrahisinde basari
orani biiyiik 6lciide artmis olmasina ragmen, bir grup hastada cerrahi basarisizlik ve
rekiirren RD izlenmektedir [3]. Ozellikle ciddi ve uzun siireli RRD vakalarinda
ortaya ¢ikan proliferatif vitreoretinopati (PVR), cerrahi basarisizligin en 6nemli
nedenidir [4-5].

Retina pigment epiteli (RPE) hiicreleri, koroidin koryokapillaris tabakasi ile
nororetina arasinda tek sirali pigmente hiicre tabakasi olarak yer alir. Retina
dekolmanini takiben, retinanin hasarli bolgelerinden vitreusa ve subretinal araliga
gecen RPE hiicreleri, fibrotik degisikliklere ugrar ve retinada ekstraseliiler matriks
(ESM) iiretimine neden olur. Bu fibrotik siire¢ PVR olarak adlandirilir [6-8]. Dekole
retinada olusan bu degisiklikler sonucu retina esnekligi azalmakta, retinal yirtiklar
cerrahi ile basaril1 sekilde tedavi edilse bile tekrar agilmakta ve rekiirren RD
olugmaktadir. Bu nedenle PVR ye neden olan mekanizmalar ve PVR yi 6nlemek
icin etkili olabilecek tedavilerin arastirilmasi 6nemli konular olmaya devam
etmektedir.

Yapilan caligmalarda, PVR 1i gézlerdeki fibrotik doku incelendiginde, Miiller
hilcreleri, astrositler, fibroblastlar, lenfositler, makrofajlar gibi bir¢ok hiicre tiiriine
rastlanmasina kargin, agirlikli olarak RPE hiicrelerinin bulundugu goriilmiistiir[9-10].
Bir¢ok caligmada, RD da vitreus bosluguna ve epiretinal bosluga gecen RPE
hiicrelerinin fibroblastlara benzestikleri ve fibrogenetik siireci baslattiklar
gosterilmistir. Epitel hiicrelerinin normalde sahip olduklar1 epitelyal fenotipi
kaybederek, mezenkimal hiicrelere doniistiigii siire¢ ‘epitelyal mezenkimal doniigiim’

(EMD) olarak adlandirilir [11-13].



Mezenkimal hiicrelere benzesen RPE hiicrelerinin yapigma, gog¢ etme ve
proliferasyonunda artis goriiliir. Bu aktivitelerin artmasi ile birlikte, epiretinal ve
subretinal bosluklarda olusan fibrotik membranlar PVR nin en 6nemli yapitaslaridir
[14].

PVR gelisiminde, platelet derive biiyiime faktorii (PDGF), fibroblast biiyiime
faktori (FGF), epidermal blytime faktort (EGF) gibi bircok buyume faktorl ve
sitokin rol oynamaktadir. Patogenezde en 6nemli tetikleyici mediatorlerden birinin
transforme edici biiyiime faktorti p (TGF-B) oldugu saptanmistir. TGF-p, ESM
sentezinden sorumlu giiclii bir fibrotik mediatordiir. Bobrek ve akcigerdeki fibrotik
patolojiler de dahil olmak tizere bir¢cok organ ve dokuda fibrogenez ile iliskisi
gosterilmistir[16]. Gozde de dokularin biiylimesi, farklilasmasi, EMT gelisimi,
inflamasyon ve neovaskiilarizasyon gibi farkli siireglerde rol oynar. TGF- nin goziin
arka segmentindeki major izoformu TGF-f32 dir [138].

TGF-B izoformlari reseptorlerine baglandiginda, hiicre igi iletim yollari ile
SMAD?2 ve SMAD3 proteinleri fosforile olur. Fosforile olan SMAD2 ve SMAD3
proteinleri birleserek SMADA4’ {i olusturur ve niikleusta iliskili genleri aktive ederek
TGF-B nin hiicre i¢i etkilerini baglatirlar[17]. Caligmalarda TGF-B2 ile indiiklenen
SMAD2 ve SMAD3 fosforilasyonuyla birlikte alfa-diiz kas aktini (a-SMA) ve
vimentin gibi mezenkimal proteinlerin yapiminin arttigi, zonula okludens (ZO-1)
gibi epitelyal proteinlerin ise azaldig1 goriilmiistiir [18-19]

RPE hiicre kiiltiirii tizerinde yapilan bir ¢alismada RPE aracili retinal
kontraksiyonun, TGF-B2 yi nétralize edici antikorlarla azaltildigi, ekzojen TGF-32
ile artti@1 gdzlenmistir [20]. Bu bulgular, TGF-B2 ile indiiklenen EMD nin inhibe
edilmesi ile, PVR patogenezinin baskilanabilecegi fikrini dogurmustur. Son
zamanlarda antiinflamatuar, antiproliferatif ajanlar, blyime faktori inhiniborleri bu
amacla calisilmistir [14].

Metformin, nitreonlar sinifina ait, N’metilbiguanid yapisinda bitkisel kaynakl
bir oral antidiyabetik ajandir. Tip 2 diyabetes mellitus (DM) tedavisinde yaygin
olarak recete edilir. Bunun disinda polikistik over sendromu, metabolik sendrom,
instilin direnci gibi bir¢ok farkli endikasyonu da vardir. Son yillarda 6zellikle
onkoloji alaninda yapilan ¢alismalarda kanser hiicreleriyle savasmada, metastazlari

onlemede etkin oldugu gosterilmistir [21-24].



Metforminin bu etkileri; hiicre buytmesi, hiicre siklusu, apoptozis tzerindeki
metabolik etkilerine ilaveten, EMD yi inhibe ederek kanser huicrelerinin migrasyon
ve proliferasyonunu 6nlemesi ile iligskilendirilmistir [25].

Bu ¢alismanin amaci, metforminin insan RPE hiicre kiiltiirii iizerinde TGF-B2 ile

tetiklenen EMD ve fibrogenez siirecini inhibe edici etkisinin arastiriimasidir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Retinanin Topografik Anatomisi

Retina, post mortem goézlerde dekole edilmis retinanin ag yapisina benzer
ozellikler gostermesi nedeniyle Yunanca ag anlamina gelen “rete” kelimesinden kdken
almistir. Goziin en igteki tabakasi olup néroektoderm kokenlidir. Retinanin kalinlig
ora serratada 0.1 mm, ekvatorda 0.2 mm, optik sinir cevresinde 0.56 mm dir. Retina;
retina pigment epiteli (RPE) ve ndérosensoryel retina olmak {izere 2 katmandan olusur.
Norosensoryel retina periferde ora serrataya kadar uzanir, pars plana ile devam eder.
Norosensoryel retina ile RPE, ora serratada ve optik disk c¢evresinde birbirine siki
yapisik iken, bu bolgeler disinda aralarinda anatomik bir bag yoktur [25-27].

Norosensoryel retinanin i¢ yiizili vitreus ile temas halindedir.

Fundoskopik muayenede retinanin merkezinde yaklagik 2x1.5 mm ¢apinda oval
sekilli beyaz bir alan halinde optik disk goriiliir. Optik disk kortikal gérme yollarina
ileti tastyan ganglion hiicre aksonlarini ve retinanin damarsal yapilarini igerir. Optik

diskten ¢ikan damarsal yapilar temporal ve nazal vaskiiler arkadlar1 olustururlar [28].
Retina topografik olarak 3 bolgeye ayrilir;
a. Makula (arka kutup)
b. Ekvator
c. Oraserrata
a. Makula

Optik diskin yaklasik 2.5 disk capt uzakliginda, 4 mm temporal, 0.8 mm
inferiorunda, temporal vaskiiler arkadlarin seyriyle uyumluluk gdsteren, yaklasik 5.5
mm ¢apinda dairesel bir alandir. Periferik retinaya gore daha yogun ksantofil pigmenti
iceren bipolar ve ganglion hiicrelerini bulundurdugu igin sar1 renktedir. Ozellikle

lutein ve zeaksantinden zengin karotenoidler burada toplanmustir [25]. Sinir lifi



tabakasini igermemesi, buna karsilik iki veya daha fazla ganglion hiicre tabakasina

sahip olmasi1 nedeniyle diger retina bolgelerinden histolojik olarak ayrilir [29].

Makula topografik olarak igten disa dogru 4 konsantrik bolgeden olusur;

foveola, fovea, parafovea ve perifoveadir [Sekil 1].

Sekil 1: Makulanin Topografik Anatomisi:1. Foveola, |.Fovea Il.Parafovea

I11.Perifovea

Fovea; makulanin merkezinde bulunan yaklagik 1.5 mm (1500 um) c¢apindaki
alandir. Santralinde 22 derece konkaviteye ve 150-200 um ¢apa sahip bir ¢ukurluk
olan umbo (klivus) bulunur. Bu cukurluk fundus muayenesi sirasinda makulaya ait

151k reflesinin alinmasini saglar. Foveada ortalama retina kalinligi 0.25 mm dir.

Foveola; foveanin santralindeki 350 pm ¢apindaki alandir. Bu alan ganglion hiicre
tabakasi ve i¢ niikleer tabakadan yoksundur. Merkezinde umboyu bulundurur. Bu
bolgede yogun miktarda koni bulunmaktadir, bu nedenle retinada en yiiksek gérme
keskinliginin oldugu noktadir. Bu bolge koroidden beslenir, vaskiiler yapi

bulundurmaz.

Foveal avaskiiler zon (FAZ); foveanin santralindeki kapillerlerden yoksun bélgeyi
tamimlar. I¢ niikleer tabaka seviyesindeki kapillerler 250-600 pm genisliginde FAZ mn
dis sinir hattin1 olustururlar. FAZ foveanin i¢inde ama foveolanin diginda yer alir, ¢cap1

bireyler arasinda degiskenlik gosterir.



Parafovea; fovea etrafinda 0.5 mm genisliginde yer alir ve bu alan ganglion hiicre
tabakas, i¢ niikleer tabaka ve dis pleksiform tabakanin en kalin oldugu alan olup koni-

basil oran1 1:1 dir.

Perifovea; parafoveay1 ¢evreleyen 1.5 mm genisliginde periferik zondur, tek kat

ganglion hiicre tabakasi ve 6 kat bipolar hiicre tabakasi icerir, koni-basil orani 1:2 dir.
b. Ekvator

Makula ile ora serrata arasinda kalan, basillerin ¢ogunlukta oldugu bdélgedir.

Ekvator ora serratanin 6-8 mm posteriorunda, makulanin 18-20 mm anteriorundadir
[29].
c. Oraserrata

Ora serrata; retina ve silyer cisim arasinda yer alan disli goriiniimde alan olup,
temporalde nazal kadrana gore daha arkadadir ve nazalde 0.7-0.8 mm, temporalde ise
2.1 mm genisligindedir. Ust rektus haricindeki rektus kaslar1 insersiyon yerleri ora
serrata yakinindadir. Ora serratanin optik sinire olan ortalama uzaklig1 nazalde 27

mm, temporalde 32.5 mm, iist ve altta 31 mm’dir. Ora serratada fotoreseptor yoktur.

Perifer retina ora serrataya dogru ilerledik¢e incelir ve burada sonlanir [25].

2.2. Retinanin Tabakalar

Retina dokusu incelendiginde RPE tabakasi ve norosensoryel retina olarak iki
katmandan olustugu goriiliir. Bu iki tabaka arasinda potansiyel bir bosluk bulunup
aralarinda anatomik bir bag bulunmamaktadir. Norosensoryel retina ise her biri farkl
fonksiyona sahip ve belirli bir diizen igerisinde dizilmis ¢esitli hiicre tiirlerini igeren
tabakalardan olusur. Norosensoryel retinanin farkli tabakalarinda bulunan hiicreler su
sekildedir [Sekil 2];

-Fotoreseptorler
-Bipolar hticreleri
-Ganglion hticreleri

-Amakrin ve Horizontal hiicreler

-Miller hicreleri
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Sekil 2: Retinay1 Olusturan Hiicrelerin Organizasyonu [167]

Norosensoryel retinada fotoreseptorler en dista, bipolar hiicreler ortada, ganglion
hiicreleri ise en icte yer alir. Bu hiicreler arasinda baglantiy1 saglayan sinaptik yapilar
ise pleksiform tabakalari olusturmaktadir Birincil néronlar olan fotoreseptorler
aldiklar1 uyarty1 ikincil néron olan bipolar hiicrelere iletirler. Bu uyar1 direk (koni
yolag1) ya da indirek (rod yolagi) olarak {igiinciil ndron olan ganglion hiicrelerine
iletilir. Ganglion hiicre aksonlar1 optik siniri olusturarak elektriksel sinyali lateral
genikiilat niikleusa 1iletir. Bu yapilanmada fotoreseptorleri birbirine baglayan
horizontal hiicreler ve bipolar ve ganglion hiicreleri ile iletisim halinde olan amakrin
ve interpleksiform hiicreler de rol oynar. Retinanin destek yapisini ise glial hiicreler,

ozellikle de Miiller hiicreleri saglar [30].



Norosensoryel retina, yapisinda bulunan bu hiicreler tarafindan 9 tabakaya ayrilir. Bu

tabakalar distan i¢ce dogru (koroidden vitreusa dogru) su sekildedir [Sekil 3];
1. Fotoreseptor tabakasi
2. Dis limitan membran
3. Dis niikleer tabaka
4. Das pleksiform tabaka
5. Ic nlkleer tabaka
6. Ic pleksiform tabaka
7. Ganglion hiicre tabakasi

8. Sinir lifi tabakas1

9. Ic¢ limitan membran

+ rodlarve

dis limitan koniler
membran

dis niikleer
tabaka

dis pleksiform = pigiis
tabaka ‘

i¢ nuikleer -b'r
tabaka

ic pleksiform
tabaka

ganglion
hiicre
tabakasi

horizontal hiicreler
bipolar hiicreler

‘amakrin
hiicreler

Sekil 3: Retina Tabakalar1

2.2.1.Fotoreseptor Tabakasi

Rod ve kon olarak isimlendirilen yiiksek diizeyde ozgiinliige sahip geligmis

noroepitelyal hiicrelerden olusur. Fotoreseptorlerin esas fonksiyonu, bir dizi karmasik



kimyasal reaksiyonlar sonucunda fotopik uyariy1 elektriksel iletiye doniistiirerek

(fototransduksiyon), gérme fonksiyonunu saglamaktir [29].

Tim retinada yaklasik 7 milyon kon ve 130 milyon rod vardir. Konlar yiiksek 151k
yogunluguna kolay adapte olurlar, merkezi gorme ve parlak 1s1iktaki gormeden (fotopik
gorme) sorumludurlar. Rodlar ise diisiik 151k yogunlugunda uyarilirlar, los 1sikta

gormeden (skotopik gérme) sorumludurlar.

Konlar foveada en yiiksek diizeyde iken, foveanin 350 um ¢apli merkezindeki
foveolada rod bulunmaz. Rodlarin en yogun bulundugu bdlge foveolanin etrafindaki

parafoveal bolgedir. Periferik retinaya dogru rod sayisinda azalma olur.

Fotoreseptor hiicreler i¢ segment ve dis segment olmak tizere 2 kisimdan
olusmustur. Fotoreseptor dis segment yapilar1 RPE ile temas halinde olup, bu baglanti

fonksiyonel agidan 6nemlidir.
2.2.2. D1s Limitan Membran

Gergek bir membran yapisi olmayip, komsu fotoreseptorler ve Miiller
hiicreleri arasindaki zoniiler baglantilardan meydana gelir. Fotoreseptor dizilimi ve

stabilizasyonunda rol oynar.
2.2.3. D1s Niikleer Tabaka

Fotoreseptor hiicrelerin ¢ekirdek ve sitoplazmalarindan olusan tabakadir.
2.2.4. D1s Pleksiform Tabaka

Birinci ndron olan fotoreseptorlerle ikinci sira ndronlar olan horizontal ve
bipolar hiicrelerin  bileskesini olusturur. Fotoreseptorlerin  aksonlari ile bipolar
hiicrelerin dendritleri bu tabakada sinaps yaparlar. Fovea santralinde, bu sinapslari
olusturan lifler foveadan disa dogru oblik sekilde yayilarak Henle tabakasini
olustururlar [Sekil 4]
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Sekil 4: Dis pleksiform tabaka ve Henle tabakasi



2.2.5. I¢ Niikleer Tabaka

Ikinci néron olan bipolar hiicreleri, baglanti hiicreleri olan amakrin ve horizontal
hlcreleri ve destek hticreleri olan Miiller hicrelerinin cekirdek ve hiicre gévdelerini

igeren tabakadir.

2.2.6. i¢ Pleksiform Tabaka

Ikinci noron bipolar hiicrelerle Gictinci néron olan ganglion hiicrelerin ve bipolar
hiicreler ile amakrin hiicrelerin sinaps yaptig1 tabakadir. Igerdigi yogun sinaptik ag
nedeniyle dis pleksiform tabakadan daha kalindir. Foveolada i¢ pleksiform tabaka

bulunmaz.
2.2.7. Ganglion Hiicre Tabakasi

Uclincii néron olan ganglion hiicrelerinin gévdelerinden ve destek fonksiyonu
goren noroglial hiicrelerden (Miiller hiicreleri ve astrositler) olusur. Foveolada
ganglion hiicresi bulunmazken, fovea kenarinda yaklasik 6-9 sira ganglion hicresi
bulunur. Periferde ise genellikle tek kathidir. Makulada bir reseptor hiicre ile bir
ganglion hicresi sinaps yaparken, tim retinada ortalama 130 reseptdre bir ganglion
hiicresi diismektedir. Ganglion hiicrelerin dendritleri bipolar ve amakrin hiicrelerle

sinaps yaparken, aksonlari retina sinir lifi tabakasini olustururlar [29].
2.2.8. Sinir Lifi Tabakasi

Ganglion hiicrelerinin aksonlarindan olusan tabakadir. Bu aksonlar retina yiizeyinde
belli bir diizende seyrederek optik sinire katilirlar [Sekil 5] ve korpus genikulatum
lateralede sonlanirlar. Sayilart 1.2 milyon civarindadir. Ayrica retinal arter ve venler,

ndroglial hiicreler de bu tabakada bulunurlar.
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Retina Optik Sinir

Sekil 5: Retina Sinir Liflerinin Dagilim1

2.2.9. i¢ Limitan Membran

Retinanin en i¢ katidir. Miiller hiicrelerinin hyaloid membrana olan baglantilari
ile olusan dayanikli bir membrandir ve retinay1 vitreustan ayirir. Vitreus ince fibrilleri

aracilifiyla i¢ limitan membran ile baglantilidir [29].

2.3. Vitreus

GOzun en biyldk i¢ hacimli elemani olup lens, siliyer cisim ve retina arasinda
yerlesir. Eriskinde g6z hacminin %80’ ini olusturur, yaklasik 4 mm hacmindedir.
Kollajen, hyaluronik asit ve su igeren seffaf bir yapidadir [31]. Lens, siliyer cisim ve

retina tarafindan kullanilan metabolik maddelerin gegisini saglar.

Vitreus; vitreus tabani, kortikal vitreus ve kor vitreus kisimlarindan olusur [Sekil
6]. Vitreusun 6n yuzeyi lens arka kapsulu, zonuller, siliyer cisim, pars plana ile arkada
ise retinanin i¢ limitan membran (ILM) tabakas1 ve optik disk ile temas halindedir.
Vitreus, 0n tarafta lens ile komsulugu olan vitreopatellar fossa nedeniyle konkav

sekilde iken, diger yerleri sferik bir yapidadir.
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Sekil 6 : Vitreus anatomisi [168]

Vitreusun %99u sudur. Geri kalan %1 lik kismin1 diisiik molekiil agirlikli yaglar,
inorganik tuzlar, proteinler ve hyaliironik asit olusturur. Vitreus saydam olmasina
ragmen homojen bir yapida degildir. Kortikal vitreusta kollajen fibrilleri daha
yogunken, merkezi kisimda azalmaktadir. Kollajen lifler dallanma ve ¢apraz baglanma
yapmadan g6z i¢inde 0n-arka eksen boyunca retinaya paralel olarak vitreus tabanindan
papillaya dogru seyrederler. Vitreusun en 6nemli yapisal elemani olan ve hyalositlerce
sentezlenen hyaliironik asit, glikozaminoglikan yapida bir molekiildiir. Vitreusun

saydamligini ve elastik yapisini saglar, stabilizasyonuna katkida bulunur.

Vitreus ile i¢ limitan membran arasinda siki bir baglanti mevcuttur. Vitreusun
kortikal yapist ile ILM arasindaki en kuvvetli baglantilar; optik disk gevresi, vitreus
tabani, fovea cevresi ve damar cidarlaridir. Genglerde vitreoretinal baglantilar daha
sikidir ve yas ile birlikte azalmaktadir. Ayrica genglerde vitreusun %80°1 jel formunda
iken, yasla birlikte vitreusta gerceklesen likefaksiyon olay1 nedeniyle bu oran azalir.

2.4. Retina Pigment Epiteli

Retina pigment epitieli, fotoreseptor dis segmentleri ile koroidin en ylizeyel
tabakas1 olan koryokapillaris arasinda dizili, tek sirali, hekzagonal yapida pigmente
hiicrelerden olusur. RPE nin apikal mikrovilluslar1 fotoreseptor dis segmentleri ile

temas halindedir, bazal laminasi ise Bruch membraninin i¢ ylizeyi lizerine oturur [33].
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Infant goziinde 4.2-6.1 milyon arasinda RPE hiicresi bulunmaktadir. Yas arttik¢a
g6zlin ylizey alan1 genislemesine ragmen hiicre sayisinda 6nemli artis olmaz. Eriskin
goziinde normalde RPE i¢inde mitotik aktivite bulunmamaktadir. Eriskin goziinde
sayilar1 yaklasik 3.5 milyon olup, her bir RPE hiicresi 30-50 fotoreseptor hiicresi ile
temas halindedir. Boyutlar1 10-60 um civarlarindadir, tek sirali bir tabaka halinde
optik sinir basindan baslayip ora serrataya kadar devam eder. Yogunlugunun en fazla
oldugu yer foveadir. Foveadaki RPE hiicreleri ince ve uzun yapili, pigment yogunlugu
fazla hiicrelerdir. Perifere dogru gidildik¢e daha diiz ve genis hale gelirler ve pigment
yogunluklar1 azalir [29]. Melanin graniillerinin yaslanmayla birlikte azaldig1

bilinmektedir.

Retina ve RPE, subretinal bosluk olarak adlandirilan potansiyel bir aralik ile
birbirinden ayrilir. RPE hiicresinin apikal hiicre membrani 3-7 pm uzunlugunda ¢ok
sayida mikrovillis ile karakterizedir. Yaklasik 5-7 pum uzunlugunda olan uzantilar
fotoreseptorlerin dis segmentleri arasina girerken yaklasik 3 um uzunlugunda olan
mikrovilliisler dis segmentlerin {igte bir dis kisimlar1 etrafinda bir kilif yapar. Bu
villiislarin fotoreseptorlerin dis segmentleri ile olusturdugu parmaksi baglantilar
sayesinde, retina ile RPE arasinda anatomik olmayan yapisiklik siirdiiriilmektedir.
Retina ile RPE arasindaki baglantinin devamini saglayan diger etkenler ise
ekstraselliiler matriks ve RPE hiicrelerinin apikal ylizeyinden salinan noéral hiicre
adezyon molekultdiur (N-CAM). Retina ve RPE arasinda anatomik bir baglanti
olmadigindan ve ekstraselliiler matriks iginde laminin, fibronektin gibi adezyon
molekiilleri bulunmadigindan dolay1 patolojik durumlarda norosensoryel RPE den

kolayca ayrilmaktadir [34].

RPE hiicreleri apikal membraninda yerlesik olan Na*/K*-ATPase pompa sistemi,
RPE den koroide dogru aktif sodyum akiminda rol oynar. RPE hiicresinin bazal
membran yiiziinde yaklasik 1 pm uzunlukta ice katlantilar olusturan yapilar vardir.
Bazal membran; Bruch membranina yapisikliktan sorumlu olan integrinleri salgilar

[35].

RPE hucrelerinin apikal yiizeyinin aksine, kendi aralarindaki yan yiizleri
Ozellesmis anatomik baglantilara sahiptir. Bitisik RPE hiicrelerinin lateral yiizleri
zonula okludens ve zonula adherens kavsaklari ile birbirine siki yapisiktir. Bu
kavsaklar makromolekiillerin koryokapillaris ile yer degistirdigi bolge olan subretinal

araligi gecislere kapatir ve Verhoeff membrami adimi alir [36]. Bu baglanti
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molekiillerinin bir kism1 koroidden dis retina tabakalarina besin taginmasi ve aksi
yonde su, iyon ve atiklarin atilmasindan sorumludur. Bu baglantilar araciliiyla
yuksek transepitelial direng ve dis kan retina bariyeri olusur. Siki kavsaklar ayni
zamanda molekiillerin apikal ya da bazal plazma membran alanlarina hapsolmasina

neden olur.

Normalde anatomik baglantis1 olmayan retina ile RPE arasindaki yapisiklik, aktif
ve pasif giicler tarafindan saglanir ve devam ettirilir. Vitreus jelinin sagladigi
endotamponat, transretinal sivi gradienti, fotoreseptorler arast madde ve koroidin
osmotik basinci pasif gii¢leri olusturur. RPE nin apeksinde yerlesik Na*/K*-ATPase
pompasi ve sekonder olarak HCOg3™ transport sistemi ile RPE hicreleri, subretinal
bosluktan su ve elektrolitleri aktif olarak disar1 pompalayarak retinanin yatisikliginin
saglanmasinda rol oynar. RPE hiicrelerinin apikal yiizeyinden salinan N-CAM, retinal

yatisikligin saglanmasina katkida bulunur.

RPE nin fonksiyonlar1 tam olarak aydinlatilamamis olmasina ragmen, gerek
gorme  fonksiyonunun  gerceklesmesinde,  gerekse  retina  hiicrelerinin
metabolizmalarinin siirdiiriilmesinde ¢ok 6nemli gorevleri oldugu gosterilmistir

[Sekil 7]. Bu gorevlerin baslicalar1 sunlardir;
a. Fotoreseptor dis segment fagositozu
b. Kan- retina bariyeri ve transepitelyal transport
c. Gorsel siklus ve Vitamin A metabolizmasi
d. Isigin emilimi ve fotooksidasyona karsi koruma
e. Immin fonksiyon

f. Biiylime faktorleri ve sitokinlerin salinimi
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Isik Emilimi Epitelyal Transport Glia Gorsel Siklus Fagositoz Sekresyon

Vitamin A Cl HO VEG

Sekil 7: Retina pigment epiteli fonksiyonlar1 [169]

a.Fotoreseptor Dis Segment Fagositozu

RPE nin en kritik fonksiyonlarindan biri fotoreseptor dis segment fagositozudur.
Fotoreseptorlerin dis segmentlerinde yogun fotooksidasyon sonucu toksik madde
birikimi olur. Dejenere olan dis segmentler distal uctan RPE ye dokiiliirler ve fagosite
edilirler. RPE hiicrelerinin fagositoz fonksiyonunda iki ayri mekanizma soz
konusudur. Birincisi yavas ve nonspesifik olup yabanci maddelerin fagositozunda
etkendir. Ikincisi ise dokiilmiis olan dis segmentlerin hizli ve reseptor aracili

alinmasinda etkendir.

Di1s segmentlerin fagositozu son derece 6zellesmis ve ¢ok basamakli bir islemdir.
D1s segmentlerin yapigsma ve taninmasi, hiicre i¢ine alinmasi ve hidrolitik enzimler ile
degrade edilmesi basamaklarini igerir. Internalizasyon basamag ile hiicre i¢ine alinan
segmentlere sindirici enzimler igeren lizozomlar yapisir ve fagolizozomlar olusur.
Pigment htcresi icindeki filamanlar ve mikrotubiller fagositik surecte rol oynarlar.
Fagolizozom igerisinde proteolitik ve lipolitik enzimler ile degradasyon basladiginda,
fagolizozom hiicrenin bazaline dogru go¢ eder. Lizozomal enzimler fagolizozom
icinde hapsedilmis olan dis segmentleri hidrolize ederek kii¢iik molekiillere
dontistiirtir. Bu  kiiglik molekiiller hiicre icine dagilarak tekrar kullanilirlar.
Sindirilemeyen materyal ise hayat boyu hiicre ig¢inde birikir ve birleserek lipofuksin

grandllerini olusturur [37-39].
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Hidroliz asamasinda dis segmentlerdeki en ©nemli glikozile protein olan
rodopsinin parcalanmasinda Ozelikle katepsin D rol oynar. Dis segmentlerin
degradasyonunda rol oynayan diger bir enzim katepsin S dir. RPE hiicresi bu
degradasyon siireci sirasinda ortaya ¢ikan reaktif oksijen ara tiriinlerinin etkilerinden
kendisini bir grup antioksidan enzimler ile savunur. Her bir fotoreseptor hucresi
yaklasik her 10 giinde bir dig segmentini yeniler. Baz1 RPE hiicreleri 100 ile 200
arasinda fotoreseptorii 6rtmektedir ve en az 100 fotoreseptdrden dokiilen dis segment

parcasini fagosite etmek durumunda kalir [37,39].
b. Kan- Retina Bariyeri ve Transepitelyal Transport

Dis kan retina bariyeri anatomik olarak RPE hiicreleri tarafindan olusturulur. RPE
hiicreleri hem bu bariyeri olusturur hem de fenestre koryokapillaris ve dis retina katlar
arasindaki sivi ve molekiil aligverisini kontrol eder. RPE nin bariyer fonksiyonunun
iki temel yapitas1 vardir. Birincisi RPE hiicreleri arasindaki siki kavsak-baglanti
kompleksleri, ikincisi ise RPE membran proteinlerinin polarize dagilimidir. Kavsak
baglantilar ti¢ kistmdan olusur; zonula adherens, gap junctionlar ve zonula ocludens.
Fonksiyonlar1 tam olarak acik olmasa da, bu yapilar RPE hiicreleri arasindaki giiclii

elektriksel baglantiy1 ve dis kan-retina bariyerini olustururlar.

Siki baglantilar hiicreler arasi sivi diflizyonunu engeller, bu nedenle molekiillerin
yer degisimi bizzat RPE hiicrelerinin i¢inden gerceklesir. Bununla birlikte bu siki
baglant1 yapilar1 dinamik yapilardir ve gegirgenlikleri 6zel fizyolojik durumlardan
veya bazi farmakolojik ajanlardan etkilenebilir. Retina hiicrelerinden salinan faktorler
veya RPE kaynakli biiylime faktorleri, RPE hiicreleri arasindaki siki baglanti
komplekslerinin yapist ve fonksiyonunun diizenlenmesinde rol oynarlar. Hicrelerin
icinden molekiil transferinin diizenlenmesi, hiicresel proteinlerin asimetrik dagilimina

baglidir. Bu polarite esnek olup degisken yap1 gosterebilir [40-41].

RPE hucrelerinin apeksindeki mikrovillislar ve tabanindaki plazma membran
katlantilar1 hiicrenin yiizey alanini oldukc¢a genisletir ve besin ve katabolitlerin
degisimi gorevinde dnemli rol oynar [40]. RPE hiicreleri koryokapillaristen gelen ve
dis retinaya ulagsmas1 gereken retinol ve retinol baglayici protein gibi besinler i¢in
bazal ve lateral membranlari lizerinde reseptorlere sahiptir. Ayrica subretinal boslukta
biriken toksik metabolik artiklarin  temizlenmesinde gorevli bir ¢ok transport

proteinini yapisinda bulundurarak nérosensoryel retinay1 koruyucu fonksiyon goriir.
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Retinanin RPE ne yapisik kalmasinda, RPE hiicrelerinin subretinal bogsluktan
stviy1 ¢ektiklerinde gelisen emme mekanizmast rol oynamaktadir. Suda ¢6ziinmiis
maddelerin RPE icinden aktif transportu, suyun goézden disari hareketine katkida
bulunur. Su ve elektrolitlerin subretinal araliktan disariya aktif olarak pompalanmasi
Na*/K*-ATPase pompasi ve HCOs ™ transport sistemi ile gergeklestirilir. RPE apikal
ylziinde bulunan Na'/K*-ATPase sodyum ve potasyum iyonlarinin plazma
membraninda dengede kalmasini saglar ve bu sekilde membran potansiyellerinin
olusmasini saglar. Isik, subretinal araliktaki K* konsantrasyonunu azalttig1 icin
Na'/K*-ATPase aktivitesinin degismesi ile RPE hiicrelerinin transport fonksiyonunu
etkilemektedir [40]. RPE hicresinin apikal yuzeyinde bu fonksiyonlar igin
uzmanlagsmis baska  molekiiler mekanizmalar da vardir. Bunlardan biri olan
aquaporin-1, bir membran proteinidir ve birgok dokuda suyun taginmasi i¢in kanal
gorevi gorir. Aquaporin-1, insan RPE hiicresinde de bulunmaktadir ve tek sira RPE
icinden suyun transportunu kolaylastirmaktadir [42-44]. Retinadan koroide yogun sivi
transportunda aminoasitler ve glikoz gibi iyonik olmayan maddelerin transportu da rol
oynar. Ornegin; glikoz igin GLUT 1 ve GLUT 3 gibi tasiyict proteinlerin, taurin ve

metionin i¢in aktif transport sistemlerinin varligi bilinmektedir.

RPE hiicrelerinin saglamis oldugu transport iglemlerinin ¢ogu enerji bagimlidir,
ithtiyac duyulan enerji miktar1 oldukga yiiksektir. Bununla birlikte RPE hiicreleri enerji
saglayan glikoliz, krebs dongiisii ve pentoz fosfat yolag: gibi biyokimyasal yolaklarda

gorevli tim enzimleri icermektedir [45].
¢.Gorsel Siklusu ve Vitamin A Metabolizmasi

Gorme siklusu, fotoreseptor dis segmentlerinin disk membranlarinda 1s18a duyarl
pigmentlerin fotolizi ile baglar ve rejenerasyonu ile devam ettirilir. Fotoreseptdrler ve
RPE arasinda gerceklesen oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlart ve transport
mekanizmalar1 ile bu pigmentler doniistiiriiliir. Bu kompleks olaylar gorsel siklusu
olusturur. Isiga duyarli gérme pigmentlerin tiimiliniin igeri§inde A vitamini yer
almaktadir. A vitamini, koryokapillaris yoluyla kan dolasimindan veya fagosite edilen
dis segmentler ve fotoreseptorlerdeki gérme pigmentlerinden salinarak RPE igine
ulagir. A vitamininin hem aldehid hem de alkol formu membranlar tizerinde litik etkiye
sahip oldugundan proteinler araciligi ile tasmir. RPE hiicrelerinde retinol
metabolizmasi i¢in gerekli olan ii¢ adet sitozolik retinoid-baglayici protein bulunur.

Bunlar all-trans-retinol icin hucresel retinol-baglayici protein (CRBP), 11-cis-retinal
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icin hiicresel retinaldehit-baglayici protein (CRALBP) ve all-transretinol igin yiiksek
afinitesi olan retina pigment epitel duyarli protein 65kDa (RPE65) proteinidir [46-47].
Transport mekanizmalar1 kandan retinoliin alinmasi yaninda fotoreseptorler ile RPE
arasinda retinoliin degisimi i¢in kullanilir. Retinol kanda plazma retinol baglayici
proteine (RBP) baglidir. Karacigerde sentez edilen ve kana salinan RBP, transtiretin
ile kompleks olusturur. Retinoliin plazmadan RPE hiicrelerine gegisi RPE taban
ylizeyinde bulunan reseptor aracili bir islem ile olur. RPE hiicre membraninda serbest
retinoliin toksik etkilerinden korunmak i¢in retinol baska bir tasiyici proteine baglanir,
RPE iginde bir protein-lipit kompleksi olarak retinoliin yag asidi esterleri seklinde

depolanir.

Isik enerjisinin elektriksel enerjiye doniistiiriilmesini ifade eden fototransduksiyon
olay1 fotoreseptorlerde opsin proteinlerine bagli bulunan ve A vitamininin duyarli bir
analogu olan 11-cis-retinal tarafindan fotonun emilimi ile baslar. Isigin emilimi 11-
cis-retinal formunu all-transretinal formuna doniistiiriir. All-trans-retinal daha sonra
all-trans-retinole metabolize olur ve RPE igine taginir. RPE i¢inde 11-trans-retinolln
11-cis trans-retinole doniisiimiindeki anahtar reaksiyonda, all-trans-retinil ester baskin
retinoid olarak gorev yapar. RPE icinde all-trans-retinol, cis-trans isomerase ile tekrar
11-cis-retinale izomerize olur ve fotoreseptorlere geri gonderilir. Retinoid baglayici
proteinlerden biri olan RPE65 proteini, all-trans-retinaldehidin fotoaktif formu olan

11-cis retinaldehide izomerizasyonundan sorumludur.

RPE ve fotoreseptorler arast boslugu dolduran matriks kollajen, fibronektin ve
laminin icermemektedir; ancak sialik asit (%25), proteoglikanlar (%15), hyaluronik
asit (%15) ve kondroitin siilfat (%60) bakimindan zengindir. Kondroitin siilfat kon
fotoreseptorleri gevresinde bir kilif olusturmaktadir. Interfotoreseptér matriksinin
retinanin RPE {izerinde yatisik kalmasinda gorev yaptigi ve dokiilmiis olan dis
segmentlerin fagositozunu kolaylastirdig1 diisiiniilmekle birlikte rod fotoreseptorlerini
cevreleyen bir kilif olusturmasi kon fotoreseptorlerinin mekanik ve elektriksel olarak
cevresinden izolasyonunu saglayan diger fizyolojik islevlere de sahip oldugunu

diistindiirmektedir [47-49].
d. Isigin Emilimi ve Fotooksidasyona Karsi Koruma

Retina 1518a dogrudan ve sik olarak maruz kalan tek noéral dokudur. Bu durum

retinal hticrelere son derece toksik olan lipit peroksidasyonunu kolaylastirir. Ayrica
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retina viicudun nispeten en ¢ok oksijen tiiketen ve dolayisi ile yliksek oranda reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna yol acan bir dokudur. RPE hiicreleri bu yiiksek
oksidatif stresin dengelenmesinde ¢ok dnemli rol oynar. RPE, melanin ve lipofuksin
gibi 15181 emen pigmentleri yapisinda bulundurarak retinay1 fototoksik etkiden
korumaktadir. Bir diger savunma mekanizmasi da antioksidasyon kapasitesidir. RPE
hiicreleri enzimatik antioksidan olarak yiiksek oranda stiperoksit dismutaz ve katalaz
icerir. llaveten RPE de bol miktarda bulunan lutein, zeaksantin ve askorbat gibi
karotenoidler, melanin ve glutatyon gibi molekuller RPE nin antioksidan kapasitesine

katkida bulunurlar.

RPE nin ana pigmenti olan melanin, redoks-aktif metal iyonlarina baglanabilir ve
onlart inaktif durumda tutarak retinayr oksidatif hasardan korur. Melaninin 15181
absorbe etmesi etkili bir antioksidan gorevi gérerek RPE hucrelerini korur. Melanin
graniilleri 151gm sagilmasini azaltma ve sklera iginden 1s1gm emilimini engelleme
fonksiyonu ile antioksidan kapasitenin yaninda retinada olusan goriintiiniin
tyilestirilmesine de katkida bulunur. Melanin igerigi zengin RPE hiicrelerinde daha az
lipofuksin olusumu s6z konusudur. Melanindeki yapisal veya fonksiyonel

degisiklikler antioksidan kapasitenin kaybina neden olabilir [50-51].
e. Immun fonksiyon

Normal bir gézde immiin cevabi kontrol etmek i¢in bagisiklik baskilayici
mekanizmalar caligmaktadir. RPE sagladigi pasif bariyer yaninda TGF- gibi
bagisiklik baskilayici sitokinlerin aktif sekresyonunu da yapar. Enflamatuar bir cevap
varliginda RPE, enflamatuar mediatorlerin salinimini inhibe edebilir. RPE hiicreleri
aktif olarak tumor nekroz faktor alfa (TNF-a) reseptorleri sekrete edebilir ve lokal
olarak TNF-a etkisini inhibe edebilir. RPE hicreleri antijen sunucu hiicreler ile ortak
bazi 6zelliklere sahip olmasina ragmen antijen-spesifik T hucre proliferasyonunu

guclu olarak stimule etmezler.

Goziin immiin ayricalikli bir alan olarak kalmasinda hangi mekanizmalarin
calistigi tam olarak bilinmese de RPE hiicrelerinin 6nemli bir rol iistlendigi
diistiniilmektedir. RPE hiicreleri; Fcy reseptorleri, CR3 reseptorleri ve CSa
reseptorleri gibi birgok bagisiklik diizenleyici molekiil ve IL-1p, IL-6, IL-8, GM-CSF,
MCP-1 gibi bircok bagisiklik diizenleyici sitokin sentezlemektedir. Yine T

lenfositlerini fagosite edebilme yetenekleri, T hiicrelerinin saldirisina direng
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gostermeleri, T hiicre aktivasyonunu baskilayabilmeleri, RPE hiicrelerinin goziin

immiin ayricaligindaki 6nemini géstermektedir [52].
f. Biiyiime Faktorleri ve Sitokinlerin Salinimi

RPE hiicrelerinin fizyolojik ve patolojik kosullar altinda pek ¢ok biiylime faktorii
ve sitokin sekrete ettigi bilinmektedir. Bliytime faktorleri ve sitokinlerin, tiretildikleri
tek sira pigment epitel hiicresi lizerinde veya komsu hiicre iizerinde otokrin veya
parakrin etkileri yaninda fotoreseptdrler veya koroid hiicreleri lizerinde de parakrin
etkileri vardir. RPE hiicreleri TGF-B2, bFGF, aFGF, FGF-5, HGF ve PDGF-A gibi

faktorleri ve bu faktorlere karsilik gelen reseptOrleri sekrete edebilir.

TGF-B; hiicre biiylimesi ve farklilagmasi, antienflamatuar durumun devam
ettirilmesi, fibrogenetik siiregler ve fagositozisin uyarilmasi gibi pek ¢ok olayda etkin
rol alir. Fibroblastik biiyiime faktorleri tipik olarak RPE hiicre proliferasyon ve

migrasyonuna yardimei1 olur.

RPE hiicrelerinin, normal durumda koroid damar agmin saglikli olarak ayakta
tutulmas1 i¢in bazal diizeyde anjiojenik maddeler salgiladigi diisiiniilmektedir. RPE
hiicreleri vaskiler endotelyal biyime faktori (VEGF) ve reseptorlerini sekrete
etmektedir. VEGF, endotelyal hiicre apoptozisini dnler ve koryokapillarisin saglam
endotele sahip olmasi icin gereklidir. Asirt VEGF iiretimi, diabetik retinopati ve

koroid neovaskiilarizasyonu gibi anjiogenetik goz hastaliklarinda dnemli rol oynar

Saglikli gbzde RPE tarafindan sekrete edilen pigment epitel kaynakli faktor
(PEDF), retina ve koryokapillarisin yapisal biitiinliigiiniin saglanmasinda rol oynar.
PEDF noroprotektif faktor olarak tanimlanmistir. Cilinkii PEDF’nin glutamat veya
hipoksi aracili apoptozise karst ndronlart korudugu gosterilmistir. PEDF ayni
zamanda antianjiojenik  faktor olarak gorev yaparak endotelyal hicre
proliferasyonunu inhibe eder ve koryokapillaris endotelini stabilize eder. Bu

fonksiyonu subretinal alanin avaskiilaritesinin saglanmasinda dnemlidir.

Saglikli bir gozde PEDF ve VEGF pigment epitelinin zit yonlerinden sekrete
edilir. PEDF apikal yiizden sekrete edilerek néronlar ve fotoreseptorler Gzerinde etki
ederken, VEGF biylk oranda RPE hiicresinin bazal ylzunden sekrete edilerek
koroidal endotel Gzerinde etkisini gosterir. VEGF gibi anjiojenik ve PEDF gibi
antianjiojenik faktorler arasindaki denge anjiojenik g6z hastaliklarinin gelisimi

acisindan ¢ok 6nemlidir [53-55].
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3.PROLIFERATIF VITREORETINOPATI (PVR)

3.1. PVR Patogenezi

1983 yilinda Retina Cemiyeti Terminoloji Komitesi tarafindan yapilan tanimina
gore PVR; retina dekolmani sonrasi vitreus ve/veya periretinal alanda, ektopik hiicre
tabakakalarinin  membran formasyonu olusturmast ve bu membranlarin
kontraksiyonuyla birlikte retinada traksiyon ve distorsiyonun meydana gelmesi ile
karakterize patolojik bir siirectir. Tiim retina dekolmanlarinin yaklasik %5-10 unda
gerceklesir. Retina dekolmani cerrahisinde basarisizligin en sik sebebidir [56]. Retinal
hastaligin baslangiciyla, primer PVR gelisimi arasinda gecen ortalama siirenin iki ay

oldugu gosterilmistir [57].

PVR nin patogenezi skar olusumu ile sonuglanan yara iyilesme siireciyle
benzerdir. Retinada yirtik olusup kan retina bariyerinin bozulmastyla birlikte, olusan
doku travmasimin tamiri i¢in zincirleme bir reaksiyon baslar ve bu reaksiyon fi¢
evreden olusur; bunlar enflamasyon, proliferasyon ve kontraksiyon evreleridir [Sekil
8] [58].

Enflamasyon Evresi

Retinal yirtik olusumu ve doku travmasi sonrasinda, bu bolgede kan-retina bariyeri
bozulur. Kan-retina bariyerindeki bozulma ile birlikte RPE hcreleri; Bruch
membranindan ayrilirlar, serum faktorlerine maruz kalarak kemotaktik etkilesim
gosterirler ve olusan retina kiriklarindan go¢ ederek vitreus igine ve subretinal bosluga
gegerler [59]. Ayrica vitreus stimulasyonu da RPE hiicrelerinin kemotaksis ve
proliferasyonunu arttirici etki gosterir. Travmatik dokuda aktive olan trombositlerden,
monosit ve makrofajlari harekete geciren platelet kaynakli biiylime faktorii (PDGF),
transforme edici blylme faktorl beta (TGF-R), epidermal biytme faktori (EGF) ve
diger sitokinler salinir. Doku travmasinin olusumundan birkag saat sonra lezyon yerine
polimorf nlveli hicreler (PNH) gelir. PNH ler makrofaja dontisebilen dolasimdaki
kan monositlerini uyaran sitokinleri retirler. Aktive olan makrofajlar TNF-a, IL-1,

21



IL-6, IL8, IL-10, PDGF, TGF-B, platelet aktive edici faktor (PAF), fibroblast biiylime
faktori (FGF) ve EGF gibi biiylime faktorlerinin salinimina katkida bulunur.

Saghkl Retina Retina Dekoimani
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Sekil 8: PVR gelisim evreleri [170]

TGF-B; fibroblastlarin kollajen ve fibronektin sentezlemesini uyarir, monositler igin
de bir kemoatraktandir. RPE iizerinde kompleks bir etki ag1 vardir. Antagonistik ve
sinerjistik, pozitif ve negatif cevaplara neden olabilir. RPE nin epitelyal karakterini
kaybederek fibroblast benzeri 6zellikler kazanmasinda etkilidir. PDGF ise hem RPE
hem de glial hicreler icin kemoatraktan ve mitojendir. Patogenezde 6nemli rol
oynayan TGF-B ve PDGEF iin, PVR li gozlerin vitreus o6rneklerinde yiiksek diizeyde
bulundugu, inhibe edilmeleriyle PVR progresyonunun azaldigi gosterilmistir [60,61].

Fibronektin PVR patogenezindeki rolii en iyi bilinen proteinlerden biridir ve iki
formu vardir: serum kaynakli fibronektin ve hiicresel fibronektin. Enflamasyon

evresinde serum kaynakli fibronektin, gecici bir ekstraseliiller matriks olusumunu
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saglamakla birlikte; RPE, fibroblast ve makrofajlar iizerinde de kemotaktik etkilidir.
Bu mikrogevrede birgok sitokin ve buyume faktorine maruz kalan RPE hucreleri
fibroblast benzeri kontraktil 6zellik kazanir; glial hiicreler, fibroblast ve makrofajlar
da ortama cekerek PVR gelisimini hizlandirir ve PVR nin ikinci evresi olan

proliferasyon evresini baglatirlar.
Proliferasyon Evresi

PVR nin ana patolojik yapisini olusturan epiretinal membranlarin hiicresel bileseni
incelendiginde biiyiik ¢ogunlugunun RPE hiicrelerinden olustugu goriilmiistiir. Retina
pigment epiteli ve intraretinal glial hiicreler normalde dinlenim evresindedirler ve aktif
olarak ¢ogalmazlar. Bununla birlikte iskemik, termal veya mekanik hasarlara cevap

olarak hizl1 bir sekilde ¢ogalmaya ve kontraktil membranlar olusturmaya baslarlar.

Retina pigment epitel hiicreleri PVR gelisiminde anahtar rolii oynamaktadir. Bu
hicreler ortamdaki fibrin ve sitokinlerin (TGF-B1 ve TGF-B2) etkisi ile morfolojik
degisiklige ugramakta ve myofibroblast benzeri mezenkimal &zellikler
kazanmaktadirlar. Bu degisim, epitelyal fenotipin kaybi, hiicre iskeletinde
degisiklikler ve alfa diiz kas aktini (a-SMA), vimentin, glial fibriler asidik protein
(GFAP) gibi  mezenkimal hticre drlnlerinin  sentezini kapsar [9]. Epitelyal-
mezenkimal doniisiim (EMD) olarak tanimlanan bu siire¢ sonunda RPE hcrelerinin
migrasyon ve proliferasyon kapasitelerinde ve ESM sentezleme yeteneginde artis
goriiliir. RPE hiicrelerindeki degisimin yaninda kandan gegen monositler de

makrofajlara doniisiirler ve basta FGF olmak iizere birtakim sitokinler salgilarlar.

FGF, fibroblast proliferasyonunu uyarir; fibroblastlar gegici ESM yerine kalici
matriksi olusturan hiicresel fibronektin ve kollajeni sentezlerler. PVR deki epiretinal
membranlarin immiinohistokimyasal analizinde, bu dokularda interstisyel kollajenler
olan Tip I ve II kollajen ve degisken miktarlarda da Tip Il (vitreusa 6zgu) kollajen

varlhig1 gosterilmistir [9].

Doku travmasinin tamirine yonelik bu proliferasyon siireci kontrolden ¢ikarak retina
on/arka yilizeyinde ve vitreusta patolojik boyutlara ulagir. Vitreus kollajeni bu
hlcrelerin tireyip fibroblastik reaksiyon olusturmasina iskelet gorevi yapmaktadir
[62].
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Kontraksiyon evresi

Yara iyilesmesinin {i¢iincii evresinde Onceden olusturulmus doku yeniden
diizenlenir. ESM reorganize olur, hiicreler azalir ve sonugcta fibroblastlarin kontrakte

olmastyla graniilasyon dokusu skar dokusu haline doniistir [58].

PVR ye neden olan hiicrelerin kokeni ¢ok g¢esitli tiplerde olsa da, elektron
mikroskopi incelemelerinde bu hicrelerin hem fibroblast hem de duz kas hicrelerine
benzer Ozelliklerde oldugu goriilmiistiir. Bunlarin organizmadaki olas1 gorevi, yara
yerlerinin yaklastirilarak belli bir siire sonunda fibroblastlara doniisiip aradaki boslugu
doldurmaktir. Ayni zamanda kollajen y1gilimina yol agarak lifleri kendilerine dogru

cekip tcunci evre olan kontraksiyona neden olurlar.

Proliferatif vitreoretinopati membranlar1 ilk olustuklari zaman sahip olduklari
hiicresel yogunlugu zamanla kaybederek bu hiicrelerden salgilanan matriks
proteinlerince daha zengin bir yap1 kazanirlar. PVR gelisiminde hem subretinal, hem
epiretinal membranlarin olusur ve bu membranlar esas olarak RPE hiicreleri, glial
hicreler ve fibroblastlar1 igerir. Glial hiicreler, preretinal membranlarin non-kontraktil
komponentlerinin olusumundan sorumludur. Retinal hasar1 takiben olusan basit
epiretinal membranlar kontraktil 6zellik tasimazlar, ancak retina dekolmaninin
gelismesi ve uzun siire devam etmesi, diger hiicre tiplerinin ve matriks
komponentlerinin de membran yapisina katilmasit sonucu kompleks epiretinal
membranlar olusur. Matriks metalloproteinazlarin (MMP), hiicre aracili kollajen
kontraksiyonunda ve dolayist ile PVR patogenezinde gorev aldiklar1 gosterilmistir
[63]. PVR li insan gozlerinde bunlardan MMP-2 ve MMP-9 yiksek miktarlarda tespit
edilmistir [64]. RPE hiicreleri ve fibroblastlar bu membranlarin kontraksiyonu i¢in
gereklidir ve bu kontraksiyonu saglayan Tip 1 kollajeni sentezlerler. Bu
kontraksiyonlarin klinik goriiniimii; retinal kirigiklik, vaskiiler tortuosite, yirtik
kenarlarinda rulo goriinlimii, yildizs1 sekilde retinal katlantilar, tam kat retinal
katlantilar ve huni bigiminde retina dekolmanidir. Bunun sonucunda da traksiyonel
retina dekolmani gelisir. Sonug olarak PVR gelisimi yirtikli RD nin traksiyonel RD na
doniistimiine yol acarak ve vitreoretinal cerrahi sonrasi kapanan retinal yirtiklarin

traksiyonla birlikte acilmasina neden olarak tedaviyi gii¢lestirmektedir.
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3.1.1. Buyume Faktorleri ve Sitokinlerin Rolu

Biiyiime faktorleri ve sitokinlerin PVR patogenezinde 6nemli rol oynadigi;
kemotaksis, proliferasyon, migrasyon ve ESM yapimi gibi énemli hiicresel yanitlari
indiikledigini gosteren c¢ok sayida kanit vardir [65]. Biiylime faktorleri; hiicre
ylizeyindeki reseptorlere baglanan proteinlerdir. Transmembran glikoproteini
yapisindaki ilgili reseptorlerine baglanan biiyiime faktorleri, DNA sentez fazini
uyararak hiicresel ¢cogalmayi1 ve farklilagsmayi1 aktive ederler. Sitokinler; spesifik olarak
hiicresel iletisimde yaygin olarak kullanilan sinyalleme proteinlerini belirtir,
hormonlar gibi otokrin, parakrin ve endokrin etkiler gosterebilirler. interlokinler,
spesifik olarak lokositlere yodnlendirilen sitokinlerdir. PVR patofizyolojisinde de
birgok biiyiime faktdrii ve hiicre rol oynamaktadir. Ozellikle vitreus ve subretinal
stvidan alinan 6rneklerde RPE hiicrelerinin proliferasyonunda aktif rol alan biiylime

faktorlerinin FGF, PDGF, IGF-1, TGF-B ve EGF oldugu gosterilmistir
Vaskuler Endotelyal Buyume Faktort (VEGF)

Vaskiiler endotelyal biytime faktor (VEGF) 36-46 kDa agirliginda, homodimerik
glikoprotein yapida, hiicresel proliferasyondan ve vaskuler gegirgenlikten sorumlu bir
molekiildiir. Insanda en yaygin ve anjiogenez i¢in de en énemli alt formu VEGF-A
dir. Retinada; RPE, vaskiiler endotel hiicreleri, perisitler, retinal ndéronlar, Miiller
hiicreleri ve astrositler VEGF iiretme yetenegine sahiptir. VEGF, iskemik retinal
bozukluklara karsi gelisen hipoksi yanitinda RPE ve retinal hiicreler tarafindan
salgilanir. VEGF nin asir1 tiretimi anjiyogenez, artmis vaskiiler gegirgenlik ve pro-
inflamatuar sitokinlerin iiretimi ile sonuglanir. PVR 1i hastalarin vitreuslarindaki
VEGF konsantrasyonlari, PVR olmayan RD I1 hastalara gore anlamli olarak ylksek
bulunmustur [66].

Platelet Kaynakh Biiyiime Faktorii (PDGF)

Platelet kaynakli biiyiime faktorii; sistein bagl, 35 kDa agirliginda, A ve B
zincirlerinden olusmus dimer yapisindadir. PDGF nin AA, AB, BB izomerleri vardir
ve reseptori heterodimerik ve monomerik formlarda bulunur. PDGF nin reseptoriine
baglanmas1 mitojenik etkileri indlkler. Tumorler, endotel hiicreler, makrofajlar, diiz
kas hiicreleri ve trombositler PDGF salgilarlar. PDGF, makrofajlar ve polimorf niiveli
l16kositlerin  kemotaksisini uyarirken fibroblast ve diiz kas hiicrelerinde hem

kemotaksisi hem de mitogenezi uyarir. PDGF; kollajen, hyaliironik asit ve fibronektin
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sentezini indiikler, ayrica kollajenaz aktivitesini arttirir. PDGF fibroblastlarin TGF-f
ya olan ¢ogalma cevabini arttirir [67]. PDGF 6nemli bir mitojen, kemoatraktan ve
hlcresel kontraksiyonda rol alan bir mediatordiir. PVR deki epiretinal membranlarin
yapisinda hem PDGF, hem de PDGF reseptorlerinin varligi gosterilmistir [171-172].
Hayvan modellerinde de PVR li gozlerin vitreusunda yiiksek diizeyde PDGF varligi

saptanmustir [61]. Bu 6zellikleriyle PVR nin patogenezinde 6énemli rol oynamaktadir.
Transforme Edici Blyume Faktori beta (TGF- B)

TGF-B ailesi; TGF-B1, TGF-B2 ve TGF-B3 izoformlarindan olusan, yaklasik 25
Da agirliginda ve bir¢ok doku tarafindan iiretilen polipeptidlerdir. Ana izoform TGF-
B2 dir. TGF-B2 dimerik, inaktif bicimde salgilanir ve ESM e baglanir. Gerektiginde
ESM e bagh enzimlerle aktif hale getirilir. TGF-f hiicre i¢indeki etkinligini, temel
olarak SMAD sinyal yolu ile gostermektedir.

Retina ve vitreusta dretilen TGF-B2; RPE hiicrelerinin EMD gecirerek
miyofibroblastlara dontlisiimii, ESM aktivasyonu ve iiretimi, hiicre biiylime ve
farklilagsmasi gibi cevaplara neden olur. TGF- nin fibroblast, monosit ve makrofajlar
tizerinde kemotaktik etkisi de vardir. TGF-B nin, proliferatif diyabetik retinopati ve
PVR de dahil olmak {izere farkli dokulardaki  fibrotik hastaliklarda doku
kontraksiyonunda etkili oldugu goriilmistiir [68]. TGF-B diizeyleri PVR 1i gozlerin
vitreusunda yiiksek diizeylerde bulunmustur ve seviyesi intraokuler fibrozisin

siddetiyle ilintili olarak yiikselir [60].
Epidermal Blyume Faktori (EGF)

EGF, epitel hiicreleri i¢in potent bir mitojendir ve 6 kDa agirhiginda bir
polipeptittir. Bircok dokuda bulunur ve trombosit degraniilasyonu sirasinda salinir.
EGF Un reseptoriine baglanmasi tirozin kinazi aktive eder. Fibronektin, hyaluronik asit
gibi ESM proteinlerinin salgilanmasina ve hiicre proliferasyonuna neden olan
deoksiriboniikleik asit (DNA) sentezini uyarir. Reseptor fosforilasyonu, hiicre gogiine
yardimci olan hiicre iskeletindeki aktinin yeniden diizenlenmesini de saglar. Epitel
hicreleri, endotel ve fibroblastlar icin kemotaktik etki gosterir. Anjiogenezi ve

kollajenaz aktivitesini uyarici 6zellige sahiptir.

PVR patogenezinde EGF, RPE hicrelerinin migrasyon ve proliferasyonunu artirarak
ve EMD vyi indiikleyerek etkili olur [69].
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Fibroblast Buyime Faktort (FGF)

FGF ailesi; ortalama 18 kDa agirliginda olan, 20 kadar proteinden olusan, bircok
dokuda ¢ogalma, farklilasma, go¢, ESM depolanmasi ve anjiogenez gibi olaylar
duzenleyen protein grubudur. Genel olarak asidik fibroblast biyime faktori (aFGF)
hem de bazik fibroblast biyime faktori (bFGF) olmak (zere iki tip FGF
tanimlanmistir. PVR vitreusunda 6zellikle bFGF diizeyleri yiikselmekte ve fibrotik
epiretinal membranlar bFGF yi icermektedir [70]. PVR patogenezinde diger biiylime

faktorleri ile birlikte bFGF 6nemli rol oynamaktadir.
Instlin Benzeri Buyume Faktort - 1 (IGF-1)

IGF-1; 70 aminoasitten yapilmig, 7649 Da agirliginda polipeptid yapida bir
molekildir. IGF-1 in karaciger ve perifer dokulardan salinimi biiyiime hormonu (GH)
araciligiyla gerceklesir. Ayrica doku hasarina cevap olarak lokal salmimi da
mevcuttur. Lokal salinim1 direkt olarak veya EGF, FGF, PDGF gibi diger biiylime
faktorlerinin aktivasyonuyla gergeklesir [71].

IGF-1 ile ilgili farelerde yapilan bir g¢alismada prematiire retinopatisinin
proliferatif fazinda etkili oldugu gosterilmistir [173]. IGF1 in diger proliferatif
vitreoretinal hastaliklarda PDGF ile birlikte, Miiller hiicrelerinin ve RPE nin

kontraksiyonu stimiile edici etkisini uyardigi bilinmektedir[72].
Kollajen ve Ekstraselliler Matriks

PVR gelisiminde RPE ve ESM arasindaki etkilesimler 6nemlidir [73]. Kollajen
ve ESM, PVR deki epiretinal membranlarin yapisal iskeletini olustururlar. Kollajenin
kaynag1 esas olarak RPE olmakla birlikte, fibroblast ve glial hiicrelerin de kollajen
tiretiminde rolleri oldugu saptanmistir. Epiretinal membranlarda en sik Tip I ve Tip

1T kollajen saptanirken; Tip IL, IV ve V e de rastlanmistir.

PVR membranlarinda fibronektinin de yliksek diizeyde var oldugu saptanmaigtir.
Fibronektin bir ESM proteinidir, RPE i¢in kemoatraktandir. RPE hiicrelerine gegici
bir matriks saglar, RPE hiicrelerinin fibroblastik fenotipe doniisiimiinii uyarir. PVR
nin baslangicinda kandan koken alirken daha ileri evrelerde RPE tarafindan

sentezlenir.

PVR membranlarinda tespit edilen diger ESM proteinleri ise vitronektin, laminin,

trombospondin-1, tenaskin ve osteonektindir [74]. Bu proteinlerin 6zelligi PVR
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membranlarinda  tespit  edilmelerine ragmen normal retina  dokusunda
bulunmamalaridir. PVR patogenezindeki rolleri halen tam olarak bilinmemekle
birlikte ESM olusumuna katkilar1 gosterilmistir. ESM nin bir bagka bileseni olan
matriks metalloproteinazlarin (MMP), o6zellikle MMP2 ve MMP9 un diizeylerinin

epiretinal membranlarda yiiksek oldugu tespit edilmistir [64].
Tumor Nekroz Faktor-o (TNF- a)

TNF, inflamasyonda rol alan temel sitokinlerden birisidir. TNF {in ayni reseptore
baglanan TNF-a ve TNF- olmak iizere iki ayr1 formu vardir. Aralarindaki en 6nemli
fark kaynaklandiklar1 hiicrelerdir. TNF-a esas olarak monosit/makrofaj ve Kupffer
hiicrelerinde, TNF-p ise aktive T lenfositlerde yapilmaktadir. Interlokin-1 (IL-1) ve
TNF-a siklikla simiiltane olarak sentezlenip salgilanirlar. IL-1 ve TNF mezenkimal
hicrelere etkiyle IL-6, IL-8 ve kollajen sentezini baslatirlar. TNF nin dogal bagisiklik
ve akut iltihap yanitinin olusumunda 6nemli rolii bulunmaktadir. TNF-a nin direkt
antiviral etki, immuinomodulator aktivite, virusle enfekte hiicrelere sitotoksik etki
gosterdigi; enflamasyon ve hiicresel immiin cevapta Onemli rol oynadig
gosterilmistir. Ozellikle fibroblast ve mezenkimal hiicre proliferasyonunu artirict

etkisi PVR patogenezinde 6nemlidir [9].
Interlékin-1 (IL-1)

Baslica aktive mononiikleer fagositlerce tiretilen bir polipeptiddir. Cok az oranda

yapisal olarak bulunur ve genellikle bir uyar1 sonucu salgilanirlar.

TNF-a, bakteriyel lipopolisakkaritler ve mikroorganizmalar gibi bir¢ok uyari; IL-1
yapimini arttirmaktadir. IL-1 in salinimini kortikosteroidler ve TGF-§ engellerken,
16kotrienler ise arttirmaktadir. Ayni genler tarafindan kodlanan IL-1a ve IL-1B olmak
tizere iki ayr1 formu vardir. Dolasimdaki IL-1 aktivitesinin ¢ogu IL-1 B ye aittir. IL-1
ve TNF-a diisiik dozlarda lokal inflamasyonun mediatorleri iken, yiiksek dozlarda
salgilandiklarinda dolasima gecerek endokrin etkiler olustururlar ve akut faz yanitinin
en 6nemli uyaranmidirlar. IL-1; damar endotel hicrelerinde E-selektin, intrasellliler
adezyon molekili (ICAM-1), vaskuler hiicre adezyon molekili (VCAM-1) gibi
adezyon molekiillerinin artmasina yol acarak ndtrofil ve eozinofillerin endotele

yapigmasini saglar [14].
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interlokin-6 (1L-6)

IL-6, c¢esitli hiicrelerde bircok biyolojik aktivitesi olan 26 kDa agirliginda bir
sitokindir. IL-1 ve TNFo nin etkisiyle mononiikleer fagositler, damar endotel
hlcreleri, fibroblastlar, epitel hiicreleri ve aktive T lenfositler tarafindan sentezlenir.
IL-6 inflamatuar ve immiin yanitta akut faz reaksiyonunun 6nemli bir mediatoriidiir.
Fibrinojen, hemopeksin, a-1 kimotripsin, a-2 makroglobulin gibi akut faz yanitina
katkida bulunan bir¢ok plazma proteininin hepatositler tarafindan sentezine neden
olmaktadir. T hiicrelerinin ¢ogalma ve farklilagsmasi, sitotoksik T lenfositlerin
farklilagsmasi gibi etkileri vardir. PVR 1i hastalarin serumunda IL-6 dizeyi yiksek

bulunmus ve bunun hastaligin siddetiyle ilgili olabilecegi diistiniilmiistiir [75].
Trombin

Kan-retina bariyerinin bozulmasi ile birlikte retinaya ve vitreusa temas eden
serum, mitojenik sinyallerin hem glial hiicrelere hem de RPE hiicrelerine iletilmesinde
rol oynar. Serum bileseni olan trombin, retinal glial hucrelerin ve RPE hucrelerinin
proliferasyonunu uyarir. Trombin seviyeleri, PVR i hastalarin vitreusunda belirgin
olarak daha ytiksektir. Proinflamatuar ve profibrotik yollarin aktivasyonunda rol alir
[76]. Trombinin PDGF reseptor sinyalizasyonunun otokrin aktivasyonu yoluyla RPE

hiicrelerinin migrasyonunu diizenledigi bilinmektedir.

3.2. PVR insidansi ve Risk Faktorleri

Vitreoretinal cerrahide son donemdeki ileri teknolojik gelismelere ragmen, RD
cerrahisinde basarisizlik halen 6nemli bir sorundur. Bu basarisizligin en 6nemli sebebi
de PVR gelisimidir. PVR, biitiin yirtikli retina dekolmanlarinin %5-10 unda goruldr.
Genel insidanst %7dir [77]. PVR gelisiminde; RD bdlgesinin boyutu, biiylik, ¢ok
sayida veya bulunamayan yirtiklar, afaki, vitreus hemorajisi, cerrahi 6ncesi koroid
dekolmaninin varligi, iiveit, dekolmanin siiresi ve geng¢ hasta yasinin risk faktori
oldugu bilinmekteydi. Son yapilan c¢aligmalarda; cerrahi esnasinda ve sonrasinda
vitreus hemorajisi, koroid dekolmani, hava veya gaz ile tamponad yapilmasi,
kriyoterapi, diatermi, 151k koagiilasyonu, niiks nedeniyle tekrarlayan cerrahi,
subretinal siv1 drenaji esnasinda vitreus kaybi, inkomplet arka vitreus dekolmani,
cerrahinin uzun siirmesi, vitreusta protein konsantrasyonunun fazla olmasi, skleral

depresyon ile muayene gibi risk faktorleri de listeye eklenmistir [62].
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Proliferatif vitreoretinopatide énemli bir nokta da, hastaligin siiresidir. Bu siire,
retinal yirtik ve doku hasarinin baglamasi ile PVR nin yerlesmesi arasinda gegen
siiredir. PVR, RD cerrahisinden ortalama 2 ay sonra olusur. Bu siire hastaligin

profilaksisi ve tedavisi icin dnemlidir [78].

3.3. PVR Siniflandirmasi

Ik kez 1934°de RD sonrast retina yiizeyinin membranlar tarafindan isgal edilmesi
olarak tanimlanan patoloji, preretinal organizasyon kavrami ile ifade edilmistir [79].
Machemer ve Laqua; maymunlarda yirtikli retina dekolmanini inceledikleri
calismada, RD olan gozlerde RPE ve glial hiicre proliferasyonunu, bu proliferasyonun
vitreusta, i¢ ve dis retinal ylizeyde membranlar olusturdugunu, retinal katlantilarin
meydana geldigini gostermislerdir [80]. Esas patolojinin vitreusta oldugunu diistinerek
bu durumu masif vitreus retraksiyonu (MVR) veya masif preretinal retraksiyon (MPR)
olarak isimlendirmislerdir. Sonraki siirecte preretinal membran olusumu g6z ontlinde
tutularak bu isimlendirme masif periretinal proliferasyon (MPP) olarak
degistirilmistir. Giiniimiizde de yaygin olarak kullanilan PVR tanimi ve siiflamasi

ilk olarak 1983 yilinda Retina Cemiyeti tarafindan olusturulmustur [81].

Retina Cemiyeti, PVR goriiniimiinii klinik bulgulara ve cografi dagilima gore dort
grupta smiflamigtir [Tablo 1] [81]. Ancak bu siniflamadan sonra yapilan ¢aligmalar
PVR yi olusturan membranlarin yap1 ve yerlesim yeri bakimindan farkliliklar
oldugunu gostermistir. Membranlarin farkli 6zelliklerinin ortaya konulmasi retina
ylizeyinde ortaya ¢ikan degisik traksiyon giiclerini de daha 1yi ortaya koymustur. Bu
verilere gore membranlarin preretinal veya subretinal gelismesi, fokal veya diffiiz
olmasi, ekvatorun oniinde veya gerisinde yer almasi, vitreus tabaninin siirece katilip
katilmamasi; dekolmanin klinik goriiniim ve seyrini etkilemektedir. PVR nin daha iyi
tanimlanarak detaylandirilmasi, cerrahi tedavinin basarili olma sansini da arttirmistir.
1983'te kabul edilen PVR simiflamasinin bu ayrintilari icermemesi nedeniyle, 1989'da
Silikon Calisma Grubu (SSG) tarafindan yeniden simiflandirilmigtir [Tablo 2] [82].

1991 yilinda ise Retina Cemiyeti tarafindan gilincelleme yapilmistir.

Retina Cemiyetinin siniflandirmasina gore; Evre A veya minimal PVR; pigmentli
hiicre proliferasyonunun sebep oldugu vitreus iginde pigment birikimi ile
karakterizedir. Buna tan1 koymak pek ¢ok hastada zordur. Evre B veya orta derecede

PVR de; retina yiizey kirisiklig1 olusur ve retina yirtiklarinin kenarlart bikiiliir veya
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diizensizdir. Evre C de; tam kalinlikta sabit retinal katlantilar olusur. Evre D de olusan
bu sabit retinal katlantilar dort kadran1 da kaplar, ileri donemde fundus goriintiisii

kapal1 huni goriintimiinii alir ve optik sinir bas1 goriilemez.

Tablo 1: Retina Cemiyeti Terminoloji Komitesi’ne gore PVR siniflandirmasi [81].

PVR Evresi Klinik Bulgular
Evre A Vitreusta bulaniklik ve pigment kiimelenmeleri
Evre B Retinada kirisikliklar ve sertlesme

Yirtik kenarinda kivrilma

Retina damarlarinda kivrim artisi

Evre C Tam kalinlikta sabit retina katlantisi
C1: Bir kadranda
C2: Iki kadranda

C3: Ug kadranda

Evre D Dort kadranda retinal katlant:
D1: Genis huni
D2: Dar huni

D3: Kapali huni (Optik disk gérilemez)

SSG nun smiflandirmasinda, Retina Cemiyetinin siniflandirmasindaki A ve B evreleri
degismemis, C evresi gelistirilmis ve D evresi ise kaldirilmistir. SSG nun
siniflandirmasinda, PVRnin anterior ve posterior tutulumuna goére ayr1 ayri
siiflandirilmis ve her form 3 tipe boliinmiistiir. Posterior formun birinci tipinde;
postekvatoryal retinada lokalize olarak fokal kontraksiyonlar gorilir. Radyal duzenli
katlanmalar ve PVR sahasina dogru traksiyon gelisir. Posterior formun ikinci tipinde,
retinada diizensiz katlanmalar ile diffiiz kontraksiyon gorilur. Retina anteroposterior
yonde biiziisiir. Retinanin konveks yiizeyi ¢evresel yonde diizlesir. On retinada ora
serrataya dogru pek cok radyal katlanmalar olusur. Traksiyonlar vitreusun merkezine
dogru retinay1 c¢eker ve dekole retina optik disk lizerinde huni seklinde daralir.
Posterior formun iigiincii tipinde ise subretinal kontraksiyonlar vardir. Subretinal

membranlar optik disk etrafinda halka seklinde daralmalara sebep olur.
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Tablo 2: Silikon Calisma Grubu’na gére PVR Siniflandirmasi [82].

PVR Evresi | Yayihm Kontraksiyon tipi Klinik Bulgu
(Saat kadrani
3-6-9-12)
Evre A Vitreusta bulaniklik, pigment
kiimelenmeleri
Evre B Retinada kirisikliklar ve
sertlesme, yirtik kenarinda
kivrilma, retina damarlarinda
kivrim artist
ARKA (P) P1 (1 kadran) Fokal (Tip 1) Yildiz seklinde kivrimlanma
P2 (2 kadran)
P3 (3 kadran) Diffuz (Tip 2) Cok  sayida  katlanmalar,
P4 (4 kadran) retinanin arkaya dogru
cekilmesi
Subretinal (Tip 3)
Disk yakininda andler lifler,
giive yenigi goriiniimi
ON (A) Al (1 kadran) Cevresel (Tip 4) On retinada diizensiz
A2 (2 kadran) Perpendikiller (Tip 5) kivrimlanmalar, vitreus tabani
ile birlikte retinanin merkeze
A3 (3 kadran) Anterior (Tip 6) cekilmesi
A4 (4 kadran) Periferik retinanin vitreus
taban1 boyunca 6ne ¢ekilmesi,
siliyer cismin c¢ekilmesi, iris
retraksiyonu

Anterior formun ilk tipinde, posterior formun iigiincii tipinde oldugu gibi subretinal

membranlar vardir. Anterior formun ikinci tipi veya perpendikiiler anterior PVR de

(Retina Cemiyeti Siniflandirmasinda Tip 4 PVR) ise; vitreus tabaninin hemen

arkasinda diffiiz retinal biizlismelerin olusturdugu ¢evresel kontraksiyonlar vardir ve

PVR sahasinin arkasindaki retinada posterior hyaloidin yapisma yeri boyunca dik

kontraksiyonlar olusur. Bu koronal planda gevresel katlanma yapar. Anterior formun
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Uguncd tipi veya anterior tip PVR (Retina Cemiyeti Siniflandirmasinda Tip 5 PVR);
tipik olarak vitrektomili veya penetran yaralanma geciren gozlerde olusur ve anterior
kontraksiyonlar mevcuttur. Posteriyor hyaloidin anteroposterior kontraksiyonu
sebebiyle 6n retina 6ne dogru gekilir . Aynca anterior ve posterior komponentleri i¢ine
alan mikst tipler de vardir. Retina Cemiyetinin 1991’ de yaptig1 giincellemede ise
anterior-posterior tanimlar1 smiflandirmaya eklenmis ve kontraksiyon tipi

tamimlanmustir [Tablo 3] [83].

PVR nin anterior formunun tanimi, SSG nin en 6nemli katkisidir. Ciinkii anterior
PVR nin prognozu ve tedavisi posterior PVR den farklidir. Retina Cemiyeti ve SSG
nin siniflandirmasi esas olarak anatomiktir. PVR nin biyolojik aktivitesi hakkinda veya

PVR nin ilerlemesinde rol oynayan risk faktorleri hakkinda bilgi vermez.

Tablo 3: Retina Cemiyetine gére PVR da kontraksiyon siniflandirmasi (1991) [83].

Kontraksiyon Tipi Yerlesim Yeri Klinik Bulgu

Fokal Posterior Vitreus tabaninda yildiz
seklinde katlanti

Diffuz Posterior Vitreus tabaninin
posteriorunda devam eden ¢ok

sayida yildiz seklinde katlanti

Subretinal Posterior/Anterior Subretinal proliferasyon, optik
disk etrafinda retinanin halka

seklinde kabariklig1

Sirkumferensiyal Anterior Posterior vitreus boyunca
retinanin kontraksiyonu ve
santrale cekilmesi, periferik
retinada gerginlik, posterior

retinada diizensiz katlantilar

Anterior Anterior Proliferatif doku nedeniyle
vitreus tabaninin 6ne
cekilmesi, siliyer cisimde
gerginlik , siliyer cismin
membranlarla értilmesi, iris

retraksiyonu
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3.4. PVYR’da Tedavi

3.4.1. PVR da Cerrahi Tedavi

Vitreus traksiyonu sonucu gelisen retina yirtiginin yol agtig1 retina dekolmaninin
ve PVR nin tedavisinde temel prensip traksiyonun ortadan kaldirilmasi ve normal
retina anatomisinin tekrardan saglanmasi ve retinal yirtigin kapatilmasidir. Genelde
hafif ve orta derecedeki PVR li olgularda yirtigin bulunup skleral ¢okertme ile
kapatilmasiyla bagar1 saglanabilir. Skleral ¢okertme yontemi ile sklera PVR nedeniyle

kisalmis ve kalinlagmis olan retinaya yaklastirilir ve retinal yirtik kapatilir.

Ciddi PVR |i olgularda pars plana vitrektomi ve intraokuler tamponad
yontemlerinin kullanilmas1 gerekir. Pars plana vitrektomide oncelikle vitreusun
ozellikle vitreus tabaninin olabildigince temizlenmesi 6nemlidir. Anatomik basar1 i¢in
Ozellikle 6n vitreusun temizligi de son derece onemlidir. Daha sonraki asamada
mevcut retinal traksiyonel kuvvetler ortadan kaldirilmalidir. Bunun igin oncelikle
retina &nii ve arkasindaki membranlarin temizlenmesi gerekmektedir. ileri PVR li
olgularda ne kadar caba sarf edilse de periferik retinadaki tiim traksiyonlarin
rahatlatilmasi miimkiin olmayabilir, skleral ¢okertme ile dokunun desteklenmesi
gerekebilir. Bazi olgularda retina, parankim degisikliklerine bagli yogun bir
kontraksiyon sonucu kisalmis ve kalinlasmistir. Bu durumda retinay1 yatistirmak i¢in
skleral ¢okertme yanisira gevsetici retinotomi veya retinektomilere ihtiya¢ duyulur.
Retinotomi retinada delik agmak anlamina gelmektedir. Subretinal sivinin bosaltilmasi
amaciyla veya retinanin yatistirilmasina engel olan subretinal membranin
temizlenmesi amaciyla retinotomi uygulanir. Retinektomi ise bir retina parcasinin
cerrahi olarak ¢ikartilmas1 demektir. Traksiyonlarin giderilmesine engel olan yogun
sekilde fibrotik retina bolgelerinin varliginda, miimkiin oldugunca periferden,
sitkumferensiyal tarzda retinektomi yapilabilir. Genel prensip olarak retinotomi ve
retinektomilerden olabildigince kacimilmali ve diger yoOntemlerle retina

yatistirilamiyorsa bu yontemlere basvurulmalidir.

Retinadaki traksiyonel kuvvetler ortadan kaldirildiktan sonra retinanin yatigtirilip
yirtik ¢evrelerine retinopeksi uygulanmasina sira gelmektedir. Bu asamada dekole
retinanin yatistirilmasinda degisik yontemler kullanilabilir. Arka kutupta retinal yirtig
olan olgularda mevcut yirtiktan veya yirtik olmadiginda optik disk {ist nazalinden

yapilacak retinotomiden uzun silikon uglu kaniille girilerek hava sivi degisimi yapilir
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ve subretinal sivi bu retinotomilerden aspire edilerek retina yatistirilir. Daha sonra
tespit edilen biitlin yirtiklarin ¢evresine retinopeksi yapilmalidir. Retinopeksi
genellikle lazer fotokoagulasyon (LFK) ile yirtik ¢evresine 2-3 sira olacak sekilde
uygulanir. Retinal traksiyonlar tamamen rahatlatildiysa 2-3 sira LFK koryoretinal
yapisma i¢in yeterli olacaktir. Asir1 LFK uygulanmasi postoperatif niiks PVR  gelisimi
acisindan risklidir [84]. Sonraki asamada intraokuler tamponadlar kullanilarak yirtik
cevrelerinde kalict yapisiklik olusana kadar retinanin yatisik kalmasi saglanir.
Intraokuler tamponad olarak genlesebilen uzun siireli gazlar veya silikon yagi
kullanilir . Silikon yag1 kullanimi ile basarili anatomik sonuglar elde etmek

mUmkuindr.

PVR de cerrahi tedavi basamaklar1 karmasik ve giic olmasina ragmen son
yillardaki teknolojik gelismelerle birlikte cerrahi basar1 oran1 artmistir. Yine de yapilan
calismalara gore anatomik basar1 oran1 %60-80, fonksiyonel basar1 orani ise %40-80
civarindadir [5]. Bir grup hastada ise niiksler goriilmektedir. PVR gelisim siirecinin
karmagiklig1, cerrahi tedavi sonuglarinin yetersizligi goz oniline alindiginda, PVR
patogenezinin farkli agamalarini hedef alan yardimci farmakolojik ajanlarin proflaksi
ve tedavide kullanimi giindeme gelmistir. Bu amagla pek ¢ok farkli molekiill PVR

tedavisi i¢in ¢alisilmistir.
3.4.2. PVR da Farmakolojik Tedavi

3.4.2.1 Antiinflamatuar flaclar
Kortikosteroidler

PVR nin gelisim siirecinin baslangicinda, doku travmasi ve kan-retina bariyerinin
bozulmasi ile ortaya ¢ikan inflamasyon siireci yer alir. Bu nedenle antiinflamatuar
ajanlarin tedavide kullanimi giindeme gelmistir. Bu amagla denenen ilk ajanlardan biri
de kortikosteroidlerdir. Kortikosteroidler; TNF-a ve IL-1 ekspresyonunu ve T-lenfosit
proliferasyonunu onleyerek antiinflamatuar etkinlik gdsterirler, ayrica fibroblast
blylmesini de inhibe ederler [85]. Buradan yola ¢ikarak intravitreal kortikosteroid
uygulamalarinin inflamasyonu ve hiicre proliferasyonunu azaltarak PVR olusumunu

Onleyebilecegi yorumu yapilmustir.

Yapilan hayvan modelli bir ¢alismada intravitreal triamsinolon uygulamasinin,

PVR oranmi %90’dan % 56’ya diisiirdiigli bildirilmistir [86]. Pars plana vitrektomi
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cerrahisi sonunda intravitreal olarak uygulanan 10-20 mg kristalin kortikosteroidin
etkinligini inceleyen kontrollii bir klinik ¢alismada kortikosteroid verilen grupta
intraokiiler inflamasyonun daha az olarak gozlendigi ve PVR tedavisinde potansiyel
ek bir ilag olabilecegi belirtilmistir [87]. Kortikosteroidlerle ilgili yapilan hayvan
modelli ¢aligmalardaki belirgin basariya ragmen klinik calismalarda ayni basari

Saptanamamaistir.

3.4.2.2. Antiproliferatif ilaclar

PVR gelisim siirecinde inflamasyon evresini takiben proliferasyon evresi gelir.
Antineoplastik ilaclarin hiicre siklusunu ve proliferasyonu inhibe edici etkisi, PVR nin
bu asamasinda etkili olabilme potansiyeline sahiptir. Bu amacla 5-florourasil (5-FU),
daunorubisin, taksol, kolsisin, retinoik asit, vinkristin, sisplatin, adriamisin, mitomisin

gibi pek cok antiproliferatif ajan PVR tedavisi i¢in ¢alismalarda denenmistir.
5-Florourasil (5-FU)

5-FU en c¢ok test edilen antineoplastiklerden biridir. Bir antimetabolit olan 5-FU,
bir pirimidin analogudur ve geri doniisiimsiiz olarak timidilat sentetaz enzim
inhibisyonu yolu ile DNA sentezini inhibe eder. Hiicre siklusunun 6zellikle S fazinda
etkilidir. Ozellikle hizli prolifere olan hiicreler iizerinde belirgin etki gdsterir. Bununla
birlikte genis yan etki profili nedeniyle klinikte kullanimi1 sinirlidir. Yiiksek dozlarda
5-FUnun kornea opasifikasyonu, fotoreseptor dis segment ve ribozom kaybi ve
elektroretinografide b-dalga kayb1 gibi yan etkileri mevcuttur [88]. Tavsan modelli bir
calismada, intravitreal serbest 5-FU enjeksiyonu ile traksiyonel RD gelisme oraninin
%90'dan %55'e indigi gosterilmistir [89]. Insan ¢alismalarinda ciddi PVR li gozlerde
vitrektomi ile kombine intraokdler ve periokiler 5-FU kullanimi, %60 oraninda

anatomik basar1 (retina yatigiklig1) ile sonuglanmistir [90].
Daunorubisin

Bir antrasiklin tiirevi olan daunorubisin, hiicre siklusundan bagimsiz olarak DNA
ve RNA sentezini inhibe eden topoizomeraz inhibitoridur. RPE hiicreleri (izerinde
apoptotik etkisi oldugu gosterilmistir [91]. PVR tedavisinde etki potansiyeli yiiksek
olmasina ragmen giivenli doz aralig1 dardir. Tavsan modelli bir calismada, intravitreal
9 nmol daunomisinin RD insidansint %50 azalttigi, ancak 30 nmol ve iizerindeki
dozlarda retinal toksisitenin ortaya ¢iktig1 ve hatta 9 nmol ile dahi fotoreseptor dis

segmentlerinde degisiklikler olustugu gorilmistir [92]. Kontrolll, multisentrik,
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randomize klinik bir ¢calismada ise; ciddi PVR li 282 olguda, cerrahi ile birlikte
adjuvan daunorubisin uygulanan tedavi grubunun %62.7' sinde, kontrol grubunun ise
% 54.1" inde ilk operasyon sonunda anatomik basar1 saglandigy, istatistiksel olarak fark
saptanmadig1 bildirilmistir.  Olgularin  postoperatif gérme keskinlikleri  ve
komplikasyonlar yoniinden farkli olmadiklari, bununla beraber tedavinin reoperasyon

sayilarini azaltmada etkili oldugu goriilmiistiir [93].
Taksol

PVR gelisiminde epiretinal membranlarin gelisimini takiben ortaya ¢ikan
kontraksiyon, retina dekolmaninin esas sebebidir. Taksol ve kolsisin gibi mikrotiibiil
formasyonunu inhibe eden ajanlar bu asamada etkili olabilir. Taksol hiicre siklusunu
G2 ve M fazlarinda durdurarak replikasyon ve migrasyonu etkin bir bi¢imde 6nler ve
fibroblast kontraksiyonunu inhibe eder. Coziiniirliigii diisiikk oldugu i¢in silikon yagi
icinde verilebilir. Deneysel PVR modellerinde traksiyonel RD n1 azalttig
gosterilmistir [94]. Yiiksek dozlarda optik ndropatiye neden olabilir.

Mitomisin C

Mitomisin-C nin insan RPE hiicre proliferasyonu iizerinde doza bagimli bir
antiproliferatif etkisi vardir. DNA’y1 ¢apraz bagla alkilleyerek sentezini bozar. Hiicre
siklusunu S ve G2/M fazinda durdurur. Daha yiiksek dozlarda apoptotik hiicre
O6lumund indukler. Hayvan deneylerinde RPE hiicre proliferasyonunu inhibe edici
etkisi oldugu gosterilmistir [95]. Tavsanlarda 1 mg dozunda toksik olmadigi
gosterilmistir, ancak hiicre yasayabilirligi tizerindeki belirgin etkileri nedeniyle retinal

toksisitesinin ylksek olabilecegi diistiniilmektedir.
Retinoik asit

Retinoik asit, vitamin A’nin lipofilik bir tlirevi ve fotoreseptor yolunun bir
metabolitidir. RPE hicre proliferasyonunu ve transformasyonunu onleyici etkisi
vardir. Tavsan PVR modelinde silikon yagi iginde verilen all-transretinoik asidin
(atRA) traksiyonel retina dekolmani gelisim riskini anlamli olarak azalttig
gosterilmistir. Insanlar {izerinde yapilan ¢aligmada ise vitreoretinal cerrahi sonrasi dort
ay boyunca her gun 2x40 mg oral 13-cis-RA verilen hastalarda sadece cerrahi

yapilanlara gore daha yiiksek basari bildirilmistir [96].
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3.4.2.3. Ekstraseluiler Matriks Uretimini ve Kontraksiyonunu Onleyen Ajanlar

PVR gelisiminde proliferasyon evresinden sonra ESM {iretimi ve kontraksiyon
meydana gelir. ESM 0retimi, kollajen, trombin, fibronektin, MMP ve tubillere etki

eden ajanlar; PVR tedavisinde potansiyel olarak arastirilmistir
Kolsisin

Mikrotlbdl depolimerizasyonuyla hicrelerin migrasyonunu, kontraksiyonunu ve
proliferasyonunu engelleyen bir ajandir. Tavsanlarda oral kolsisinin RD gelisimini

%74'den %30'a diisiirdiigli gdzlenmistir [97].
D-Penisilamin

Ekstraselluler alanda prokollajen molekiiliiniin kollajene ¢apraz baglanmasini
inhibe eder. Metal zehirlenmelerinde selator olarak kullanilir. Deneysel travmatik

PVR modelinde intaokiiler inflamasyonu azalttig1 gosterilmistir [98].
Argatroban

Spesifik bir trombin inhibitérudir. Tavsan modelli bir ¢alismada vitrektomi ve
lensektomi sonrasi inflizyon ile 6n kamara, pupil ve 6n vitreusta postoperatif fibrin

olusumunu azalttig1 gézlenmistir [99].
Cis-Hidroksiprolin (C-HP)

Cis-hidroksiprolin (C-HP) bir prolin analogu olup prokollajen yapimini inhibe
eder. C-HP nin in vitro RPE proliferasyonunu, kollajen sentezini ve migrasyonu

onledigi gosterilmistir [100].
Diisiik Molekiil Agirhikhh Heparin (DMAH)

RD cerrahisi sonras1 kan-retina bariyerinin yikilmast sonucu fibrin olusumu
meydana gelmektedir. Fibrin ise PVR deki epiretinal membranlar icin iskelet gorevi
goriir. Diisiik molekiil agirlikli heparin (DMAH), hiicre migrasyonu ve proliferasyonu
icin stimiilan etkisi olan fibrin formasyonunu onler. Ayrica biiylime faktorlerine
baglanarak skleral fibroblastlarin ve RPE hiicrelerinin proliferasyonunu onler.
Intravitreal heparin infiizyonu ile postoperatif fibrin olusumu 6nlenebilmekte, ancak
intraoperatif hemoraji insidansi artmaktadir [101]. Insanlarda yapilan bir calismada 5-
FU ile DMAH kombine edildiginde kontrol grubuna gore postoperatif PVR

insidansinin azaldig1 gosterilmistir [102].
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Prinomastat (Ag3340)

Prinomastat (Ag3340) matriks metalloproteinazlardan MMP-2 ve MMP-9 u
selektif olarak inhibe eder ve RPE aracili kollajen jel kontraksiyonunu bloke eder.

Deneysel PVR modellerinde PVR yi engelleyici etkisi oldugu gosterilmistir [103].

3.4.2.4. Bilyiime Faktorii ve Sitokin Inhibitorleri

Biiyiime faktorlerinin inhibisyonu ile fizyolojik yara iyilesmesi siireci korunurken,
anormal hiicresel proliferasyon selektif olarak inhibe edilebilir. PDGF, TGF-f, TNF-
a, IGF-1 gibi blytme faktoru ve sitokinleri inhibe eden ajanlar; PVR tedavisi icin
onemli birer potansiyel olarak arastirilmistir.

Infliximab

Infliksimab, TNF-a y1 hedef alan spesifik bir IgG1x monoklonal antikorudur.
Ortalama molekiil agirligi 149100 daltondur. TNF-a nin hem c¢oziilebilir hem de
transmembrandz formlarina yiiksek affinite ile baglanir, boylece reseptorlerinin TNF-
o ya baglanmasini inhibe ederek etkisini nétralize eder. Ilaveten infliksimabin
kompleman fiksasyonu ya da antikor bagiml sitotoksisite yoluyla, TNF-a iireten
hiicrelerin lizisine neden oldugu in vitro ¢alismalarda gdsterilmistir. TNF-o blokaji
nedeniyle IL-1 ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokinlerin duzeyini azaltir, endotelyal
hiicre gecirgenligini inhibe ederek I6kosit gogiinii Onler, 16kosit ve endotelyal
hlcrelerden adezyon molekullerinin sentezini inhibe eder ve nétrofil ile eozinofil
aktivasyonunu engeller. Fibroblast, endotel hticreleri, nétrofiller, T ve B lenfositler ve

epitelyal hiicrelerin bioaktivitesini inhibe eder [104].

Infliksimab, FDA tarafindan ankilozan spondilit, Crohn hastaligi, cocukluk ¢ag1
Crohn hastalig1, psoriazis, psoriatik artrit, romatoid artrit (RA) ve iilseratif kolit i¢in
endikasyon onay1 almig bulunmaktadir. Tedaviye refrakter iiveitte, Behget hastaligi ile
ilgili panlveitlerde, RA, psoriazisde, sistemik vaskulitlerde, sarkoidozda ve Crohn
hastaliginda intravendz inflizyon seklinde kullamilir. TNF-o inhibisyonu farelerde
iskemik retinopatide neovaskiilarizasyonu azaltir [105]. Anti-VEGF ilaglara cevapsiz
neovaskiiler yasa bagli makula dejenerasyonunda tekrarlayan intravitreal infliksimab

enjeksiyonu ile hastalarda diizelme gortilmiistiir [106].
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Belirgin antiproliferatif  ve antiinflamatuar etkileri olmasi sebebiyle PVR
tedavisinde de kullaniminin s6z konusu olabilecegi diisiiniilen infliximab, deneysel

bir PVR modelinde denenmis ve PVR yi 6nlemede etkili oldugu gorriilmiistiir [107].
Oktreotid

Somatostatinin sentetik bir analogudur. Oktapeptid yapisindadir. Dogal hormona
gore etki suresi daha uzun ve potansiyel etkisi daha yiksektir. Somatostatin ise
blylme hormonu ve IGF-1 in dogal inhibitériidiir. Oktreotid, bliylime hormonu
sekresyonunun inhibisyonunda somatostatinden 20 kez daha gucludir ve
akromegalinin tedavisindeki kullanimi iyi bilinmektedir. Oktreotid ayrica T hiicre
proliferasyonunu azaltarak mitozu inhibe etmekte ve immun sistemi baskilamaktadir.
Somatostatinin lokal veya sistemik olarak uygulanmasinda doku proliferasyonunu,
migrasyonunu, fibrozisi, yeni damar olusumunu ve yara iyilesmesini engelledigi
bildirilmis; antiproliferatif etkisi in vitro ve in vivo kosullarda pek ¢ok caligma ile
gosterilmistir [108-110]. PVR etiyopatogenezinde de bahsedildigi gibi kabaca anormal
bir yara iyilesmesi slireci olarak kabul edilirse lokal olarak uygulanan (intravitreal)
oktreotidin bu siirecte olumlu etkisi olabilecegi diisiiniilmiis ve deneysel PVR

modelinde etkileri incelenmis, PVR nin tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir [107].
Aflibercept

Aflibercept, VEGF reseptor 1 ve 2 nin antijen baglayan kisimlariyla, IgG’ nin Fc
pargalarinin  birlestirilmesiyle olusturulmus ¢6zilinebilir bir humanize fiizyon
proteinidir. Son yillarda, VEGF yi bloke etmek igin intravitreal farmakoterapi
kullanim1 yayginlagmis ve neovaskiiler yasa bagli makuler dejenerasyonu (YBMD),
diyabetik makula 6demi (DMO) ve retinal ven tikanikligina (RVO) bagli makuler
6demi olan hastalarda gorsel sonuglara 6nemli 6l¢iide fayda saglanmustir [111-113].
Bu retinal hastaliklar, artmis intraokiiler VEGF diizeyleri ve makuler 6dem gelisimi
ile karakterize olup, merkezi ve keskin gorme islev bozuklugu ile sonucglanir. VEGF
aynm1 zamanda bu kosullarda neovaskiilarizasyon gelisimine aracilik eder ve ciddi
irreversibl gérme kaybina yol acabilir. Bu bozukluklart olan hastalarin vitreus
bosluguna bir antiVEGF ajan1 verilmesi intraokiiler VEGF yi diisiiriir, yeni damar
olusumunu ve vaskiiler kagag1 azaltir. Pigmente tavsanlara intravitreal RPE ve

fibroblast uygulayarak olusturulan deneysel PVR modelinde afliberceptin etkisi
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incelenmis, aflibercept uygulanan grupta retina katlarinin yapisinin korundugu ve

ERGde sonuglarin anlamli olarak bozulmadigi goriilmistiir [114].

3.4.2.5. Gen Tedavileri

Yapilan bir ¢alismada insan RPE hiicreleri herpes simpleks viriis-timidin kinaz
(HSV-tk) geni ile transdiiksiyona ugratilmis ve ardindan gansiklovir tedavisi
uygulanmistir. Gansiklovir HSV-tk geni tastyan hiicreleri doz ve zamana bagli olarak
Oldiirmiistiir. Bu calisma gen tedavisinin PVR de uygulanabilirligini gostermesi

acisindan énemlidir [115].

Ikuno ve Kazlauskas; PVR patogenezinde rol alan PDGF reseptoriiniin (PDGFR),
a PDGFR oldugunu ve dominant negatif PDGFR geninin retroviral yolla verilmesinin

kollajen jel kontraksiyonunu ve retina dekolmanini azalttigini géstermislerdir [116].

TGF-B sinyal yolunda rol alan proteinlerin gen tedavileri yoluyla inhibisyonu
calisilmigtir. Fareler iizerinde yapilan bir calismada bu sinyal yolunun aktif
proteinlerinden biri olan SMAD 3 geninin baskilanmasi ile PVR nin hafifledigi
gosterilmistir [156].
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4. METFORMIN

Guniimuzde tip 2 diyabetes mellitus (DM) tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir
oral antidiyabetik olan metformin (N,N-dimetilimidodikarbonimidik diamid -
IUPAC), nitrilon sinifina ait olan bir N'-dimetilbiguaniddir. Galega officinalis (keci
sedefi, fransiz leylagi) bitkisinden elde edilmistir. Bu bitkinin 6zitl ortagagda polidiri
tedavisinde kullanilmigtir. Metformin, tip 2 diyabet hastalart igin  ¢ok yaygin
kullanilan bir ajandir ve 1970’ lerde Avrupa’da, 1995’ te ise ABD’ de onaylanmuistir.
Polikistik over sendromu, metabolik sendrom yonetimi ve ylksek riskli
populasyonlarda diyabetin 6nlenmesi gibi ¢ok ¢esitli endikasyonlara sahiptir.
Molekdil, ’N',N’-dimetilguanidin’” sentezinin Werner ve Bell tarafindan tiretildigi bir

uriin olarak tamimlanmustir [117].

Metforminin primer etkisi; neoglukojenez inhibisyonu, periferik dokularda insulin
direncinin azaltilmas: ve daha sonra iskelet kasi igindeki artmis glikoz alimidir.
Hicresel stres sirasinda neoglukojenezi inhibe edebilen AMP-aktiflestirilmis protein

kinazin (AMPK) aktivasyonu ile etkilerini gosterir.

Metforminin diyabetes mellitustaki etkilerinden bagimsiz olarak, son zamanlarda
onkolojideki terapotik ozellikleri dikkat ¢ekmistir. Farmakolojik etkilerinin yeniden
degerlendirilmesi, sinyal yollarinin ve daha yeni klinik ¢aligmalarin tanimlanmasiyla
desteklenmistir [118-122]. Cok sayida epidemiyolojik ¢aligma, diyabet hastalarinda
cesitli kanser tiirleri ve kanser 6liimleri riskinin arttigini gostermistir. Kanser ve tip 2
diyabet arasindaki karmasik iliskinin arastirilmast ve son gozlemler sonucunda
metforminin kanser hiicreleri iizerinde 6nemli bir etkisi oldugu, ancak diger anti-
diyabetik ajanlarin boyle bir etkisinin olmadigin1 olmadigini ortaya koymustur. Evans
ve arkadaglari, diger diyabet ilaglar1 yerine metformin ile tedavi edilen tip 2 diyabet

hastalarinda bir¢ok kanser i¢in daha diisiik bir risk oldugunu gostermistir [123].

Kanser insidansi ve diyabet ile ilgili 6nceki epidemiyolojik caligmalarin yani sira yeni
sonuclar; metforminin, metformin ile tedavi edilen hastalarda, kanser risklerini

azaltabilecegi ve kemoterapinin etkinligini arttirdig1 sonucuna varmistir.
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Jiralerspong ve arkadaslari, erken evre meme kanseri hastalarinin neoadjuvan
kemoterapi ve metformin aldiginda, metformin almayan gruba gére daha yiksek bir
patolojik tam yanit oran1 gosterdigini bildirmistir [124]. Neoadjuvan meme kanseri
tedavisindeki sonuglar, metforminin klasik kemoterapiyi giliclendirebilecegini
gostermistir [125]. TUm bu veriler bir antikanser ajan1 olarak metforminin klinik
gelisimini kuvvetle destekler. Halen devam etmekte olan ¢ok sayida klinik ¢aligma

vardir.

Bu c¢alismalar 1s1ginda metforminin etki ettigi sinyal yollar1 ve kanser hicreleri
Uzerindeki potansiyel mekanizmalari incelendiginde , metforminin kanser hicrelerinin
blylmesi ve yayilimindaki birka¢ asamayi birden bloke ettigi goriilmiistiir. Rapor
edilen mekanizmalar; ilacin hiicre biiylimesi, hiicre dongiisii, mTOR yolu, kan insiilin
seviyesi ve son olarak kanser hiicresinin proliferasyon ve invazyonu icin énemli bir

anahtar olan epitelyal mezenkimal doniisiim (EMD) iizerindeki etkilerini igerir.

Metforminin kanser hiicreleri lizerindeki etkileri arastirilirken ortaya konan en
o6nemli mekanizmalardan birisi EMD (Uzerine olan etkisidir. EMD; epitel hiicrelerinin
normalde sahip olduklar1 epitelyal fenotipi kaybederek, mezenkimal hiicrelere
dontigmesidir [11-13]. Mezenkimal hiicrelere benzesen hiicrelerin adezyon, goc etme,
proliferasyon ve invazyonunda artig goriilir. EMD siireci, kanser hiicrelerinin
cogalmasi ve yayiliminda ve bir¢cok doku ve organdaki fibrozis siirecinin gelisiminde
rol oynamaktadir. Ayn1 zamanda PVR patogenezindeki en 6nemli basamaklardan
biridir.

TGF-B; kanser, organ fibrozisi, kardiovaskiiler hastaliklar gibi pek ¢ok patolojide
onemli rol oynayan bir sitokindir. Ayni zamanda EMD siirecindeki en Onemli
mediyatorlerden biridir. Yapilan g¢alismalarda metforminin TGF-f sinyal yolu
uzerinden EMD ve fibrozisi inhibe edici etkisi; meme, uterus, prostat, bobrek,
karaciger ve kalp gibi dokularda gosterilmistir [126-131]. Ancak metforminin RPE

dokusu ve PVR siireci iizerine olan etkileri daha 6nce calisilmamistir.
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5.GEREC VE YONTEM

Calismamiz Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Goz Hastaliklar:
Anabilim Dali’ nda 01.06.2019 - 01-09.2019 tarihleri arasinda gercgeklestirilmistir.
Caligmanin temel yapisi, RPE kiiltiir hiicreleri iizerine uygulanan TGF-B2 ile EMD
stirecinin induklenmesi ve metforminin bu suregteki fibrogenezisi 6nleyici etkisinin
biyokimyasal testlerle degerlendirilmesidir.

Calismada invitro RPE hiicre kiiltiir plaklar1 (ARPE-19) U(zerine; TGF-f2,
metformin ve TGF-p2+metformin kombinasyonu farkli dozlarda uygulanmistir.
Uygulama sonrasi; hiicre popiilasyonlarinin hiicre canliligi, Western blot analizi ile
protein ekspresyon diizeyi, hiicresel migrasyon diizeyi ve kollajen jel kontraksiyon
testi ile kontraksiyon diizeyi degerlendirilerek sonuglar gruplar arasinda istatistiksel

olarak karsilagtirilmigtir.

5.1.Hiicre Kiiltiirii Calismalar

Laboratuvarda kullanilacak G6z Retina Pigment Epitel Hiicre Hatti (ARPE-19)
ticari olarak kiiltiir bankalarindan temin edildi ve prospektiislerinde belirtilen 6zel
besiyerinde [(DMEM)F12 + 10% Fetal Bovine Serum (FBS) + 1%
Penisilin/Streptomisin] 37°C’ de %5 CO2 ve % 95 hava bulunan inkuibatorde
cogaltildi. Tiim hiicre hazirlama islemleri laminar akim steril ortamda gerceklesti.
Hiicreler temin edildikten sonra 37°C’de 1 dakika icinde eritilip, laminar akimda
hazirlanan 6zel besiyeri ile karistirilip, steril falkonda 800 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Dipteki kalan pellet pipetaj yapilip icinde 6nceden hazirlanan 6zel besiyeri olan
25 cm? hiicre kiiltiirii flaskma ekildi. Hiicreler bu flaskta konflue olduktan sonra
besiyeri ortamdan alind1 ve dPBS ile yikandi. Hiicrelerin {istiine 0,5 mL Tripsin-EDTA
cozeltisi (0,25%) eklendi ve Tripsin-EDTA nin iyi etki edebilmesi igin hiicreler
kalkincaya kadar inkibatorde 2-5 dakika arasi inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
hiicreler hafifce calkalanarak hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi saglandi. Tripsin-EDTA

y1 nétralize etmek icin flaskin i¢ine hazirlanan 5 ml 6zel besiyeri eklendi ve olusan
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hiicre siispansiyonu 15 ml steril falkon tiiplere aktarilip 800xg’ de 5 dakika santrifij
edildi. Stipernatant kisim aspire edildikten sonra hiicre pelleti 2 ml taze besiyeri
eklendi ve steril pipetle sispansiyon haline getirilip, daha 6nceden inkibatorde
bulunan i¢inde besiyeri olan 75 cm2 hiicre kiiltiirii flaskina eklendi. Hiicre pasajlama
sirkiilasyonuna bu sekilde devam edilip ¢ogaltilan hiicreler birka¢ kere pasajlanip,
hiicre sayimi yapildiktan sonra cryopreservation ile -80°C ve azot tankinda stok

yapildi.

5.2.Hiicre Sayim ve EKimi

Hiicre sayimui i¢in hiicre siispansiyonundan alinan 10 pL hiicre, 10 pL tripan mavisi
soliisyonu ile karigtirildi. Bu karigtmin 10 pL’ si Thoma lamina pipetlenerek hiicreler
mikroskop altinda sayild1 ve hiicre sayisi belirlendi. Sayim isleminden sonra yeni bir
steril 15 ml lik falkon tiip i¢cinde ¢alisilacak hiicre stok siispansiyonu hazirlandi. Hiicre
canlilig1 icin 96lik beyaz kuyulara kuyu basi 1,5 x 10* hiicre/100 pL, protein
ekspresyon ¢aligmalari icin 6°Iik well’lere kuyu basi 5 x 10* hiicre/2 mL ekim yapild.
Platelerdeki hucrelere 5 ng/mL, 10 ng/mL ve 20 ng/mL TGF-B2; 5mM, 10 mM, 20
mM, 40 mM ve 60 mM metformin ve bu dozlarin kombinasyonlar1 seklinde TGF-

B2-+metformin eklenmesinden sonra 37°C* de inkiibe edildi.

5.3.Hiicre Canhlik Testi (Viabilite Testi, ATP Testi)

Metformin, TGF-p2 ve TGF-B2 + metformin kombinasyonlarinin; farkli
konsantrasyonlarina kars1 24 saatte hiicre listiindeki canliliga etkisini tespit etmek igin
luminometrik ATP testi (CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay) ile
Thermo Varioskan Multireader’da canlilik 6l¢iildii ve kontrol grubu ile karsilastirildi.

Kontrol grubu olarak %0,1 olacak sekilde DMSO kullanild:.

5.4. Alfa-SMA, Vimentin, ZO-1, Smad2 ve Smad3 proteinlerinin Western Blot ile

Ekspresyon Analizi

EMD surecinin incelenmesinde epitelyal belirte¢ olan ZO-1, mezenkimal belirteg
olan a-SMA ve vimentin proteinlerinin ekspresyonlari; TGF- nin ana sinyal yolunu

olusturan SMAD2, SMAD3 proteinlerinin ve bunlarin fosforile ve aktive olmus
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formlarmin  (pSMAD?2 ve fosforile pPSMAD3) ekspresyonlart Western Blot analizi
degerlendirildi.

6’lik hiicre kiiltiirii well’lerindeki ARPE-19 hiicrelerine TGF-B2 ve Metformin ile
uygulama yaptiktan 24 saat sonra Tripsin-EDTA ile kaldirilip +4°C’de 1000xg’de 5
dakika santrifiij edildi. Siipernatant atilip, dPBS ile siispanse edilip 1000xg’de 5 dakika
3 kere yikama yapild1. Siipernatant alindiktan sonra pellete RIPA tamponu eklenerek
hiicre vortekslenip 10.000xg’de 30 dakika santrifiij yapildi. Siipernatantlar (hiicre
lizatlar1) ayr1 bir ependorfa alinip Bradford yontemi ile protein tayini yapildi [134].
Hiicre lizatlart igin 80 pg igeren homojenatlar 1 mM Tris-HCI, % 40 gliserol, % 8 SDS,
% 20 2-R-merkaptoetanol, % 0.03 bromfenol mavisi iceren jel yikleme tamponu ile
1:4 oraninda sulandirildi ve 95°C’ de 4 dakika 1sitilarak denatiire edildi. Sonrasinda ise
% 5 yikleme jeline (1 M Tris-HCI, % 30 (w/v) Akrilamid, % 10 (w/v) SDS, % 0,05
(w/v) APS ve % 0,05 (w/v) TEMED eklenerek pH 6.8’de hazirlandi) ve %12 ayirma
(1.5 M Tris-HCI, % 30 (w/v) Akrilamid, % 10 (w/v) SDS, % 0.05 (w/v) APS, % 0.05
(w/v) TEMED) yuklendi. Elektroforez yuriitme tamponu iginde 100 volt sabit akimda
1 saat siirede proteinler ayristirildi (Bio-Rad, Mini-PROTEAN 3 Cell, Hercules,
Kaliforniya, ABD). Protein standardi olarak Precision Plus Protein Standards (Bio-
Rad, Hercules, Kaliforniya, ABD) kullanildi. Ayristirilan proteinler, immunoblotting
ile ortam sicakliginda 100 volt sabit akimda, 25 mM Tris-baz, 192 mM glisin ve % 20
v/v metanol igeren, pH 8.3’liik transfer tamponunda 2 saat siirede 0.2 um kalinliktaki
PVDF membrana aktarildi. Daha sonra membran ponceau S boyasi ile muamele edilip
proteinlerin transfer edildigi kontrol edildi, membran antikorlar ile muamele edilene
kadar PBS igerisinde +4°C’de birakildi. Antikor ile tayin i¢in ilk asama olarak
membrandaki baglanmamus yerler % 5 siit tozu-TBST ile 1 saat bloke edildikten sonra
membran % 1 sut tozu-TBST ile spesifik a-SMA, Vimentin, ZO-1, Smad2 ve Smad3
primer antikorlar ile ortam sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Baglanmamuis antikorlarin
PBST ile yikanmasindan sonra membran, 1/5000 oraninda sulandirilmis horseradish
peroksidaz (HRP) isaretli sekonder antikoru (Cell Signaling Technology, Danvers,
Massachusetts, ABD) ile 1 saat inkiibe edildi ve yikandiktan sonra kemiluminesans kit
ile (20X LumiGLO ve 20X Peroxide, Cell Signaling Technology, Danvers,
Massachusetts, ABD) kemiluminesans bir reaksiyon gerceklestirildi ve olusan 1s1ma

membrana gegirilerek bantlarin goriinmesi saglandi.
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Bant  yogunluklar1 Vilber = Lourmat  Goriintileme  cihazt  (Collégien,
Fransa) kullanilarak saklandi. Tiim goriintiilerdeki bantlarin piksel yogunlugu Vilber

Loumart’in goriintiileme programu ile esit biiyiikliikte alanlarda olgiildii [135].

5.5. Hiicre Migrasyonunun Degerlendirilmesi

Hiicre migrasyonunun degerlendirilmesi i¢in yara iyilesmesi deneyi yapildi.
RPE kiiltiir hiicreleri kiiltiir plakalarina kaplandi. Tek sira halindeki hiicre tabakalar
tizerine 200 pL lik pipet ucuyla birer ¢izik olusturuldu. Daha sonra plakalar TGF-32,
metformin ve TGF-p2+metformin ile inkiibe edildi. Hiicrelerin olusturulan cizik
alanin1 gegme ve kapatma yetenekleri gozlenerek belirli siirelerde 151k mikroskobu
ile degerlendirildi ve fotograflandi. Sonuglar go¢ eden hiicrelerin bulundugu alan

olarak dlciildii ve degerlendirildi.

5.6. Kollajen Matriks Kontraksiyon Testi

Kollajen matriks kontraksiyon testi ile TGF-B2, metformin ve kombine grubu
iceren RPE hiicrelerinin kontraksiyon diizeyinin 6l¢iimii amaglandi. Tip I kollajen
(Sigma-Aldrich) steril damitilmis su iginde %0.1 asetik asit ortaminda eritildi, 4°C' de
sakland1. Hiicre kiiltiirii plakalari, spesifik olmayan baglanmay1 bloke etmek i¢in gece
boyunca% 2 FBS ile onceden inkibe edildi. ARPE-19 hiicreleri, DMEM-F12
icerisinde yeniden suspanse edildi. Hicre sispansiyonu, 5.0 mL 3 mg/mL tip I kollajen
ve glutamin, antibiyotikler (100 U / mL penisilin ve 100 mg / mL streptomisin) ve 391
puL 1 mM NaOH iceren 3.0 mL konsantre edilmis serumsuz minimal esansiyel ortam
ile karigtirlldi. Hiicre-kollajen karisimi 24 oyuklu plakaya (oyuk basina 350 uL)
aktarildi ve polimerizasyonu saglamak i¢in 37 © C'de 1 saat inkiibe edildi. Kollajen jel,
1.5 saat sonra oyuklarin dibinden ayrildi ve matrisler, %10 FBS iceren | mL DMEM-
F12 igerisinde yiizdiiriildii. 24 saat sonra medium ¢ikarildi ve jeller, serumsuz DMEM-
F12 ile yikandi, DMEM-F12 icinde 3 gun daha 37°C' de inkibe edildi. Ortamlarda
her gegen giin kontraksiyon artarak degisiklik meydana geldi. Bazal kontraksiyonu
hesaplamak i¢in RPE hiicreleri olmayan kollajen jelleri kullanildi. Her matrisin yiizey

alani, 3 giinde bir dijital kamera ile gozlendi, kaydedildi ve 6l¢iildii.
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5.7. Verilerin istatistiksel Analizi

Deneyler sonucunda toplanan veriler Excel (Microsoft Office 2013) programina
kaydedildi. Istatistiksel analizler SPSS (Statistical Package for Social Science) (SPSS
Inc. Chicago, IL, USA, v.20.0) paket programi ile yapildi. Degiskenler ortalama +
standart sapma seklinde belirlendi. Tiim deneylerdeki veriler istatistiksel anlamlilik
icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak analiz edildi. Metforminin IC50
degeri tiim hiicre hatlarinda lineer olmayan regresyon analizi ile hesaplandi. p<0.05

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6.BULGULAR

6.1.HUcre Canlili@inin Degerlendirilmesi

24 saat stireyle farkli dozlarda TGF-B2, metformin ve TGF-B2+metformin
uygulanan ARPE-19 hiicre gruplarinin canliligini degerlendirmek tizere yapilan
luminometrik ATP testi sonuglari; sirastyla Sekil 9, Sekil 10 ve Sekil 11 de
gosterilmigtir.  Hiicre proliferasyonunda %50 azalmaya neden olan inhibitor
konsantrasyon degeri, diger ifadeyle IC 50 dozu; TGF-B2 i¢in 10 ng/mL, metformin

icin 10 mM olarak belirlendi ve diger deneylere bu konsantrasyonlar ile devam edildi.

Hiicre Canhihg: - TGF-2

120
100
80
-]
-1 60
@
40
20
0 ng/mL
Kontrol 5 10 20

Sekil 9:Farkli konsantrasyonllarda TGF-B2 nin hiicre canliligina etkisi
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Hiicre Canlihigi - Metformin

120
100
80
-]
-1 60
[a'd
40
20
0 mM
Kontrol 5 10 20 40 60

Sekil 10: Farkli konsantrasyonlarda Metforminin hiicre canliligina etkisi

Canhilik - TGF-B2 + Metformin

120
100
80 -
L ]
D
1 60
(4
40 =
20
Metformin (mM)
0
Kontrol 5 10 20 40 60

m5ng/mL m10ng/mL 20 ng/mL

Sekil 11: Farkli konsantrasyonlarda TGF-B2+metformin kombinasyonunun hiicre

canliligina etkisi
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6.2.Western Blot ile Hiicre i¢ci Protein Ekspresyonlarinin Degerlendirilmesi

6.2.1. ZO-1 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Epitelyal belirte¢ olan ZO-1 proteinin ekspresyonunu incelemek i¢in yapilan
Western blot sonuglarina Tablo 4 te gosterilmistir. TGF-f2 grubunda ZO-1
ekspresyonunun kontrol grubuna goére anlamli diizeyde azaldigi (p<0.05), metformin
grubunda ise yliksek diizeyde anlamli olarak arttigi gorildii (p<0.001). TGF-
B2+metformin grubunda ise kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmasa

da ZO-1 diizeyinde artis oldugu gortldi [Sekil 12].

Tablo 4: Kontrol, TGF-B2, metformin ve TGF-f2+metformin grubunda ZO-1 protein

ekspresyonu sonuglari

Z0-1
Kontrol 47
TGF-p2 32 p<0.05
Metformin 105 p<0.001
TGF-p2 +
Metformin 60
Z0-1
- 120 N
I
o 100
12
S 80
>
S 60
2
S 40 *
o
Y
w 20
lE .
[5]
5 0
a Kontrol TGF-g2 Metformin TGF-p2 + Metformin

Sekil 12: Kontrol, TGF-B2, metformin ve TGF-B2+metformin grubunda ZO-1
protein ekspresyonu sonuglar1 (p*<0.05, p**<0.01, p***<0.001)
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6.2.2. a-SMA ve Vimentin Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Mezenkimal belirtegler olan o-SMA ve vimentinin  Western blot ekspresyon
sonuglar1 Tablo 5 te gosterilmistir. TGF-B2 grubunda kontrol grubuna kiyasla artmis
a-SMA ekspresyonu oldugu goriildii (p<0.001). Metformin grubu ile kontrol grubu
arasinda anlaml fark saptanmadi. TGF-B2+metformin grubunda ise kontrol grubuna
gore anlamli olarak artmis a-SMA ekspresyonu olmakla birlikte (p<0.01), TGF-p2
grubuna gore daha diisiik diizeyde oldugu goriildii [Sekil 13].

Tablo 5: Kontrol, TGF-f2, metformin ve TGF-B2+metformin grubunda a-SMA

protein ekspresyonu sonuglari

a-SMA

Kontrol 1

TGF-p2 16 p<0.001

Metformin 2
TGF-2 + Metformin 7 p<0.01

a-SMA
20 *k*k
X 18
' 16
>
§ 14
=g *%
3 30
o s
£ 6
[¢B]
2 4
T 2
0 i -
Kontrol TGF-p2 Metformin ~ TGF-g2 + Metformin

Sekil 13: Kontrol, TGF-B2, metformin ve TGF-B2+metformin grubunda a-SMA
protein ekspresyonu sonuglar1 (p*<0.05, p**<0.01, p***<0.001)
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Vimentin ekspresyonu sonuglari Tablo 6 da gosterilmistir. Vimentin
ekspresyonunun TGF-B2 grubunda yiiksek diizeyde anlamli olarak artmis oldugu,
metformin grubunda ise kontrol grubuna gore anlamli fark olmadig: saptandi. TGF-
B2+metformin grubunda ise kontrol grubuna gére anlamli olarak artmis vimentin
ekspresyonu olmakla birlikte (p<0.05), TGF-B2 grubuna gore daha diisiik diizeyde
oldugu goriildii [Sekil 14].

Tablo 6: Kontrol, TGF-f2, metformin ve TGF-B2+metformin grubunda vimentin

protein ekspresyonu sonuglari

Vimentin
Kontrol 7
TGF-p2 80 p<0.001
Metformin 12
TGF-p2 +
Metformin 2 p<0.05
Vimentin
- 90 *k*x
T 80
[6)
x 70
X
1 60
>
S 50
&
[«5)
£ 40 *
L 30
L
£ 2
i)
: [
SN
Kontrol TGF-p2 Metformin TGF-p2 +
Metformin

Sekil 14: Kontrol, TGF-B2, metformin ve TGF-f2+metformin grubunda vimentin
protein ekspresyonu sonuglar1 (p*<0.05, p**<0.01, p***<0.001)
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6.2.3. SMAD2, SMAD3, pSMAD2 ve pSMAD3 Protein Ekspresyonlarinin

Degerlendirilmesi

SMAD?2 ekspresyonunun, TGF-B2 grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde farkli olmadigi, ancak metformin grubunda anlamli diizeyde
yiiksek oldugu gozlendi (p<0.001). TGF-B2+metformin grubunda ise kontrol grubuna
gore anlamli fark goézlenmedi. Kontrol, TGF-B2, metformin ve TGF-B2+metformin
grubunda SMAD?2 nin TGF-B2 tarafindan fosforile edilerek aktive olmus formu olan
pSMAD?2 nin ekspresyon dizeyi sonuglari Tablo 7 de gosterilmistir. pPSMAD2
ekspresyonunun TGF-B2 grubunda kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yliksek
(p<0.001), TGF-B2+metformin grubunda ise kontrol grubuna gore anlamli diizeyde
diisiik oldugu goriildii(p<0.05) [Sekil 15].

Tablo 7: Kontrol, TGF-B2, metformin ve TGF-B2+metformin grubunda pSMAD2

protein ekspresyonu sonuglari

pPSMAD2

Kontrol 82

TGF-p2 197 p<0.001
Metformin 68

TGF-p2 +

Metformin 24 p<0.01

PSMAD?2

o 250
k= *k Kk
& 200
S

5 150

[y

o

@

@ 100

&
i . * %
=

[«5]
g 0 -
Kontrol TGF-p2 Metformin TGF-p2 +

Metformin
Sekil 15: Kontrol, TGF-B2, metformin ve TGF-B2+metformin grubunda pPSMAD?2
protein ekspresyonu sonuglar1 (p*<0.05, p**<0.01, p***<0.001)
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SMAD3 ekspresyonunun, TGF-f2 grubunda ve metformin grubunda kontrol
grubuna gore anlamli diizeyde yiliksek oldugu goriildii (sirasiyla p<0.05, p<0.01).
TGF-B2+metformin grubunda ise kontrol grubuna gore anlamlhi fark goézlenmedi.
SMAD3 n aktif formu olan pSMAD3 in ekspresyon diizeyi sonuglart Tablo 8 de
gosterilmigtir. pPSMAD3 ekspresyonununTGF-B2 grubunda kontrol grubuna gore
anlamli diizeyde yiiksek (p<0.001), metformin grubunda kontrol grubuna gore anlamli
diizeyde diisiik oldugu gorildi (p<0.05). TGF-B2+metformin grubunda ise kontrol
grubuna gore anlamh fark gozlenmese de TGF-B2 grubundan daha diisiik diizeyde
pSMAD3 ekspresyonu oldugu goriildii [Sekil 16]

Tablo 8: Kontrol, TGF-B2, metformin ve TGF-B2+metformin grubunda pSMAD3

protein ekspresyonu sonuglari

PSMAD3

Kontrol 43

TGF-p2 139 p<0.001
Metformin 28 p<0.05
TGF-p2 +

Metformin 62

PSMAD3

- 160 Jedeke
< 140
&
< 120

L 100

c

S 80

S

s 60
W 40 *

e
e _
e
o 0
Kontrol TGF-g2 Metformin TGF-p2 +

Metformin

Sekil 16: Kontrol, TGF-B2, metformin ve TGF-B2+metformin grubunda pPSMAD3
protein ekspresyonu sonuglar1 (p*<0.05, p**<0.01, p***<0.001)
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Kontrol TGF-$1 Metformin TGF-f1 Metformin

Z0-1

T S e—

aSMA

Vimentin

SMAD2

PSMAD?2

SMAD3

pSMAD3

B - Aktin

Sekil 17: Western Blot Protein Elektorforezi goriintiileri

6.3. Hiicresel Migrasyon Diizeyinin Degerlendirilmesi

Hicresel migrasyon diizeyinin degerlendirilmesi i¢in yapilan yara iyilesmesi
testinin sonuglar1 Tablo 9 da gosterilmistir. Bu veriler degerlendirildiginde hiicresel
migrasyon dizeyinin TGF-B2 grubunda kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek
oldugu (p<0.001), metformin grubunda ise kontrol grubuna goére anlamli diizeyde
diisiik oldugu goriildii (p<0.001). TGF-B2-+metformin grubunda ise kontrol grubuna
gore anlaml fark gozlenmedi [Sekil 18]

Tablo 9: Kontrol, TGF-B2, metformin ve TGF-pf2+metformin grubunda hiicre

migrasyonu sonuglari

I ortclama P*
Kontrol 48,25

TGF-p2 79,75 p<0.001
Metformin 38,75 p<0.01
TGF-p2 +

Metformin 62,75
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Hlcre Migrasyonu
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Kontrol TGF-g2 Metformin TGF-p2 +
Metformin

Sekil 18: Kontrol, TGF-f2, metformin ve TGF-p2+metformin grubunda hiicre
migrasyonu sonuglar1 (p*<0.05, p**<0.01, p***<0.001)

Sekil 19: Yara iyilesme testi mikroskobik goriintiileri
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6.4. Kontraksiyon Diizeyinin Degerlendirilmesi

Doku diizeyinde kollajen jel kontraksiyonunun degerlendirilmesi i¢in yapilan
kollajen matriks kontraksiyon testi sonuglar1 Tablo 10 da gosterilmistir. Kontrol
grubunda %100 olan yiizey alani; TGF-B2 grubunda ortalama %44.5, metformin
grubunda %93, TGF-p2+metformin grubunda ise %78.25 olarak saptandi. Bu veriler
degerlendirildiginde  ylizey alaninda, TGF-B2 grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak yiiksek diizeyde anlamli azalma oldugu saptandi (p<0.001).
Metformin grubunda kontrol grubuna gore anlamli fark saptanmadi.  TGF-
B2-+metformin grubunda ise kontrol grubuna gore anlamli fark oldugu goriildi
(p<0.05), ancak yiizey alanindaki azalma oran1 TGF-B2 grubuna goére daha disiikti
[Sekil 20].

Tablo 10: Kontrol, TGF-B2, metformin ve TGF-B2+metformin grubunda kollajen jel

kontraksiyon deneyi sonuglari

] Ortalama Alan P*
Kontrol 100
TGF-p2 445 p<0.001
Metformin 93
TGF-p2 +
Metformin 78,25 p<0.01
Yiizey alam KO”ajen Jel
120
100 *
80
60 **kk
40
20
0
Kontrol TGF-B2 Metformin TGF-B2 +
Metformin

Sekil 20: Kontrol, TGF-B2, metformin ve TGF-f2+metformin grubunda kollajen jel
kontraksiyon deneyi sonuglari (p*<0.05, p**<0.01, p***<0.001)
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7. TARTISMA

Vitreoretinal cerrahi ve RD tedavisindeki tiim gelismelere ve teknolojik
ilerlemelere ragmen, PVR gelisimi nedeniyle ortaya ¢ikan RD niiksleri halen biiyiik
bir sorun teskil etmektedir. PVR nedeniyle niiks gelisen olgularda tekrarlayan cerrahi
girisimlere ihtiya¢ duyulmakta, bu girisimlerle birlikte anatomik basar1 oranlar1 da
daha diisiik olmaktadir. Bu nedenle cerrahi teknikler ve ekipman alanindaki
arastirmalara ilaveten, PVR gelisiminin Onlenmesi ve tedavisi konusunda bir¢ok
calisma yapilmakta, proflaktik tedavi arayislari stirmektedir. Bu alanda birgok invitro
hiicre kiiltiirii ve invivo hayvan deneyleri yapilmis, ancak heniiz tedavi etkinligi

yuksek, toksisite diizeyi diisiik, giivenli bir protokol olusturulamamustir.

PVR nin farmakolojik tedavisine yonelik yapilan ¢alismalardan 6nce, PVR
gelisimindeki basamaklarin detayli olarak incelenmesi ve bu slirecte rol oynayan
molekiiler bilesenlerin aydinlatilmasi gerekmektedir. PVR gelisim basamaklarin
olusturan; enflamasyon evresi, proliferasyon evresi ve kontraksiyon evresinde bircok
hicre, sitokinler ve bllylme faktorleri aktive olmakta ve bu aktivasyonlar sonucunda

PVR patogenezinde 6nemli bir basamak olan EMD olay1 gergeklesmektedir.

Yapilan caligmalarda, PVR 11 gézlerdeki fibrotik doku incelenmis ve bu dokuyu
olusturan esas hiicre komponentinin RPE hiicreleri oldugu goriilmiistiir. Bircok
caligmada RD esnasinda vitreus bosluguna gegen RPE hiicrelerinin fenotipinin
epitelyal karakterini kaybederek mezenkimal yonde degistigi, fibroblastlara benzer
ozellikler kazanan RPE hiicrelerinin adezyon, gd¢ etme ve proliferasyonunda artis
oldugu gozlenmistir [11-13]. Ayn1 zamanda EMD ye ugrayan RPE hiicrelerinin
mezenkimal belirtecler ve kollajen sentezledigi, bu molekiillerin de kontraksiyon
evresinde dnemli rol oynadig1 bildirilmistir. EMD olarak adlandirilan bu siire¢
sonucunda epiretinal ve subretinal bosluklarda olusan fibrotik membranlar PVR nin

en 6nemli yapitaglarini olustururlar ve kontrakte olarak RD na yol acarlar [14].
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Charteris ve ark., PVRde uygulanabilecek yardimci tedaviler igin ¢esitli hedefler
onermistir. Bunlar; fibrin birikiminin 6nlenmesi, hiicresel go¢ ve proliferasyonun
onlenmesi, ESM sentezinin inhibe edilmesi ve EMD sirecinde etkili olan blytme
faktorleri ve sitokinlerin inhibisyonudur [9]. Son zamanlarda PVR nin proflaktik
tedavisi i¢in yapilan arastirmalar EMD stirecinde rol alan molekiillerin inhibisyonuna
yonelmis, pek ¢ok ajan bu amacla incelenmistir. Bu ¢alismalarda invitro hiicre
kiiltiirti veya in vivo hayvan deneyi ortamlarinda ¢esitli yontemlerle PVR modelleri
olusturulmus , farmakolojik ajanin PVR ve EMD siirecini 6nlemedeki etkinligi
degerlendirilmistir.

PVR daki EMD sturecinde PDGF, FGF, EGF, IGF-1, IL-6- IL-8, IL-10 gibi
bircok buyume faktorl ve sitokin rol oynamakla birlikte, esas EMD mediat6rinin
TGF-B oldugu iizerinde durulmaktadir. Giiclii profibrotik etkileri olan TGF-, PVR
stirecinde RPE hiicrelerinin EMD ye ugramasini tetikler, sonugta RPE hiicrelerinin
proliferasyon, go¢ etme ve ESM salgilama ve kontrakte olma yeteneginde belirgin
bir artis gozlenir. TGF-B2 ile fibrozis diizeyi arasindaki iliskinin arastirildig: klinik
bir ¢alismada, PVR si olan ve olmayan RD 11 hasta gruplarindan vitreus 6rnekleri
alinmig ve TGF-f seviyeleri 6l¢iilmiistiir. Sonuglarda TGF-f seviyesinin PVR 1i
hastalarda 3 kat daha ytiksek oldugu ve fibrozis ciddiyetiyle iliskili olarak arttig1
gorilmiistiir [15]. TGF ile tetiklenen sinyal kaskadi, akciger ve miyokard fibrozu
veya kanser metastazi dahil olmak {izere bir dizi patofizyolojik olayda EMD
indlksiyonu igin kritik bir yolu yansitmaktadir [135,136]. Okdler dokularda TGF-2
ile indiiklenen EMD; lens epiteli, kornea epiteli ve RPE gibi dokularda calisilmis ve
TGF-B nin baskilanmasi ile EMD siirecinin inhibe oldugu gosterilmistir [137-140].

TGF-B nin etkilerini gergeklestirdigi temel sinyal yolu, SMAD sinyal
yoludur. SMAD sinyal yolunda TGF-p, tip 1 ve tip 2 reseptoriine baglanir. Bu
reseptorler serin/treonin kinaz aktivasyonu ile SMAD2 ve SMADS3 proteinlerini
fosforile eder. Fosforile olan SMAD2 ve SMAD3 proteinleri ()SMAD?2 ve
pSMAD3), SMAD4 ile birlesir ve bu kompleks, TGF-f’nin hiicre i¢i etkilerini
gerceklestirmek igin hiicre niikleusuna hareket eder [141]. Bu sinyal yolunda yer alan
molekdllerin inhibisyonu EMD nin dnlenmesinde 6nemli terap6tik hedefler olarak
yer alir. TGF-B/SMAD sinyal yolunu modifiye eden bilesenler; reseptor-ligand
etkilesimini, reseptorle aktive olan fosforilasyonu, SMAD-SMAD
etkilesimini, SMAD larin hiicre ¢ekirdegine taginmasini ve transkripsiyon asamasini

etkileme potansiyeli olan ajanlardir.
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Metforminin antineoplastik ve antifibrotik etkilerinin patofizyolojisi
arastirildiginda giiclii bir EMD inhibitorii oldugu goriilmiis, bu etkisi dncelikle
onkolojik ¢alismalar ile meme kanseri, malign melanom, prostat kanseri ve akciger
kanseri hiicreleri tizerinde gosterilmistir [142-145]. Metformin ayn1 zamanda kalp,
bobrek ve karaciger dokularinda fibrozisi 6nlemesi nedeniyle organ fibrozisinde de
cesitli calisamalarla etkisi arastirilan bir ajan konumundadir [146-149]. Mevcut
caligmalara gore metforminin hiicre i¢cindeki temel etki mekanizmasi adenozin
monofosfat ile aktive olan protein kinazi (AMPK) aktive etmesidir. Bu etkisini,
mitokondriyal solunum zincirini inhibe edip, hucre i¢i adenozin monofosfat diizeyini
arttirarak yapar. AMPK yolunun, TGF-§ ile indiklenen EMD 0 inhibe etmek igin
standart bir yaklagim oldugu gosterilmistir [150]. TGF-B, AMPK 1 aktif bolgesi
thr172 nin fosforilasyonunu azaltarak inaktive eder. Bunun sonucunda mezenkimal
belirtegler olan a-SMA ve vimentin artar, epitelyal belirte¢ olan e-cadherin ise
azalir. AMPK nin farmakolojik ve genetik aktivasyonu ile TGF- nin EMD yi
indUkleyici bu etkileri tersine cevrilir. Metformin ise AMPK nin en iyi bilinen
aktivatorii olmasi sebebiyle EMD inhibisyonu ile ilgili ¢calismalarda yer almaktadir.
Kolorektal kanserli ve diyabetik hastalarda metforminin EMD Uzerindeki etkisinin
arastirildigi klinik bir calismada; tan1 almadan 6nce en az 6 ay oral metformin
tedavisi alan ve almayan hastalar secilmis ve cerrahi eksizyon sonrasi tiimoral doku
incelenmistir. Metformin alanlarda diger gruba gore daha yiiksek e-cadherin, daha
diisiik vimentin, daha diisiik oranda EMD gecirmis hiicre ve daha diisik EMD
dereceli tiimoral doku oldugu gozlenmistir [151].

Iskemi-reperfiizyon hasarma bagli renal fibrozisin 6nlenmesi amaciyla
yapilan bir ¢alismada, fareler izerinde metforminin EMD U inhibe edici etkisi
gosterilmis, intraperitoneal olarak uygulanan metformin tedavisi ile TGF-$3 ve IL-6
ekspresyonu azalmistir [152].

PVR nin 6nemli bir basamagi1 olan EMD iin inhibe edilmesinde birgok yeni
molekiil ¢alisilmaktadir, ancak bu konuda antifibrotik etkileri diger bir¢cok organ ve
dokuda kanitlanmis olan metforminle ilgili bir ¢alisma yoktur. Bu nedenle
calisgmamizda RPE Uzerinde EMD (i tetiklemek igin gugli bir profibrotik sitokin olan
TGF-B2, bu etkileri tersine ¢evirmek igin ise metformin kullanildi. Calismamizda
oncelikle RPE hcre kilturu tzerinde uygulanacak TGF-B2 ve metformin dozlarini
belirlemek iizere hiicre canlilig testi yapildi. ARPE-19 hiicrelerinin yer aldig1 hiicre

kuyulari, TGF-B2, metformin ve TGF-B2+metformin kombinasyonunun farkli
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konsantrasyonlariyla 24 saat boyunca inkiibe edildi. Sonrasinda hiicre canlilig
degerlendirilmek {izere luminometrik ATP testi uygulandi. Test sonuglarina gore
hiicre proliferasyonunda %50 oraninda azalmaya neden olan maksimum inhibitor
konsantrasyon (IC50) belirlendi ve sonraki ¢aligmalarda bu dozlar kullanildi. TGF-
B2 nin IC50 degeri 10 ng/mL, metforminin IC50 degeri ise 10 mM idi. Metformin
temel etkilerini mitokondriyal solunum zincirini inhibe ederek gostermektedir. Bu
nedenle, in vitro ¢aligmalarin ¢ogunda metformin, etkinligini gostermesi i¢in gerekli
olan optimal mitokondriyal dozlara ulagsmak i¢in 1-10 mM araliginda kullanilir
[153]. Hiicre canlilig1 testi ile belirlenen ve uygulanan metformin konsantrasyonu,
daha o6nce bildirilmis olan bu veri ile de uyusmakta idi

Calismamizin sonraki basamaginda EMD belirtegleri olarak kabul gérmiis olan
zonula okludens-1 (Z0O-1), a-SMA ve vimentin protein ekspresyonlarin1 Western
Blot testi ile degerlendirdik.

Z0O-1, hiicreler arasi siki kavsak baglantilarinin 6nemli bir elemanidir. Epitel
hiicreleri genellikle tek siral1 bir hiicre tabakasi halindedir. Diizenli hiicre-hiicre
baglantilari , komsu hiicreler arasi yapisikliklar onlari birarada tutar. Bu hiicreler
arast baglantilarin ve bu baglantilari olusturan ZO-1, e-cadherin gibi epitelyal
belirteglerin kaybi; epitel hiicrelerinin normalde ¢ok diisiik olan go¢ etme
kapasitesini arttirmaktadir.

a-SMA, hiicre iskeletini olusturan ve hiicre hareketliliginde rol alan kontraktil
bir protein ve ayni zamanda mezenkimal belirte¢dir [154]. Vimentin ise yine bir
mezenkimal belirte¢ olup, mezenkimal hiicrelerin major intermediate flamentidir.
Hiicre gogii sirasinda hiicre iskeletini stabilize eder [155]. Saglikli RPE dokusunda
cok az miktarda sentezlenen bu proteinlerin yapimi EMD siireci ile birlikte artmakta,
epitel hucrelerinin normal fenotiplerini kaybederek dinamik bir go¢ etme kapasitesi
kazanmalarina yol agmaktadir. Ayn1 zamanda bu proteinler EMD nin gii¢lii birer
gostergesi olarak calismalarda yer almaktadir. Farkli dokularda EMD ile ilgili
yapilan ¢aligmalarda TGF-2, EMD yi indiiklemek amaciyla kullanilmis ve TGF-$2
etkisiyle EMD belirtecleri olan a-SMA ve vimentinin ekspresyonunun arttigi
gosterilmistir [140]. PVR olgularindan cerrahi olarak ¢ikarilmis kontraktil
membranlarda yiiksek oranda a-SMA ve vimentin bulundugu goriilmustiir [5]. Bu
durum o-SMA ve vimentinin yalniz hiicre gécii asamasinda degil, epiretinal
membranlarin kontrakte olmasi ve sekonder retina dekolmaninin gelisiminde de yer

aldigin1 gosterir.
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Western Blot protein ekspresyonu analizine gore bir epitelyal belirte¢ olan ZO-1
ekspresyonu, yalniz TGF-B2 uygulamasi ile anlamli oranda azalmis (p<0.05),
TGFB2-+metformin uygulamasi ile bu azalma hafiflemistir. Mezenkimal belirtecler
olan a-SMA ve vimentinin ekspresyonu ise, TGF-B2 uygulamasi ile ¢ok yiiksek
oranda anlaml1 olarak artmis (p<0.001), TGF-B2+metformin uygulamasi ile bu artig
hafiflemistir. Sonuglar, deneyimizde invitro RPE hiicrelerinde TGF-B2 ile EMD
indiiklemesinin ger¢eklestigini, metforminin ise EMD yi inhibe edici etkilerinin
ortaya ¢iktigini gostermektedir.

TGF-B2 nin temel sinyal yolunda yer alan SMAD2 ve SMAD3 proteinlerinin
fosforilasyonu, RPE nin EMD yi tetiklemekte ve mezenkimal belirtegleri artirirken
epitelyal belirtecleri azaltmaktadir [139-140]. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada TGF-
B/SMAD sinyal yolunun RPE hiicrelerinin EMD si igin gerekli oldugu ve SMAD3
inhibisyonu ile PVR gelisiminin baskilandigi fareler iizerinde gosterilmistir [156].
Caligmamizda TGF-B2/SMAD sinyal yolunun metformin ile inhibisyonunu
degerlendirmek i¢in Western blot analizi ile SMAD2, SMAD3, ve bu proteinlerin
fosforile olmus aktif formlar1 olan pPSMAD2, pSMAD3 ekspresyonlarini
degerlendirdik. Sonuglara gore, kontrol grubu ile karsilastirildiginda TGF-B2
uygulamast ile ¢ok yiiksek diizeyde anlamli olarak artan SMAD2 fosforilasyonu
(p<0.001), TGF-B2+metformin grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
yiiksek anlamli diizeyde azalmistir (p<0.01). SMAD3 fosforilasyonu
degerlendirildiginde ise; TGF-B2 grubunda istatistiksel olarak ¢ok yiiksek diizeyde
anlaml artis oldugu (p<0.001), TGF-B2+metformin grubunda bu artisin hafifledigi
goriilmiistiir. Sonuclarimiz metforminin, invitro RPE hiicre kiiltiirii ortaminda
SMAD?2 ve SMAD3 iin fosforilasyonunu azaltarak TGF-B2/SMAD sinyal yolunu

baskiladigini gostermektedir.

Connor ve arkadaslar1 yaptiklart hayvan temelli bir ¢aligmada, RD ve PVR de
kollajen depolanmasi, fibrozis ve EMD nin 6zellikle SMAD-3 ile iligkili oldugunu
gostermislerdir [15]. SMAD-3, bir DNA baglanma ve aktive etme alanina sahip
olmasi nedeniyle, TGF- ile indiiklenen sinyal yolunun transkripsiyon agamasinda
en etkili SMAD proteini olarak konumlandirilmaktadir. Fibroblastlarda SMAD3 iin
TGF-B1 ile indiiklenmis kollajen gen ekspresyonunda etkili oldugu gosterilmistir
[157].
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EMD geciren hiicrelerin kazandig1 6nemli bir yetenek de migrasyon kapasitesinde
artigtir. Calismamizda TGF-f2 ve metforminin, ARPE-19 hiicrelerinin migrasyon
yetenegi iizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in yara iyilesmesi testi uygulandi. Bu
testte hiicre kiltiirii plakalari tizerinde bir pipet ile ¢izik olusturulmakta, olusturulan
bu ¢izigi gecen hiicrelerin toplam alani, ¢izik alanina oranlanmaktadir [138]. Sonuglar
degerlendirildiginde, hiicresel migrasyon diizeyinin TGF-B2 grubunda kontrol
grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek oldugu goriildii (p<0.001). TGF-B2-+metformin
grubunda ise migrasyon dizeyi, TGF-B2 grubuna gore daha diisiiktii.

TGF-B2/SMAD sinyal yolu, EMD yi baglatmakta 6nemli rol oynamakta;
Ozellikle kontraktil membranlarda yer alan ESM nin ana bileseni olan fibronektin
ve tip I kollajenin sentezini arttirmaktadir. Subretinal ve epiretinal membranlarin
biiylimesi ve kontraksiyonu PVR nin 6nemli bir basamagi olup, sekonder RD
gelisimine neden olur. Kollajen jel kontraksiyonu PVR deki patolojik yara iyilesmesi
stirecinin bir elemanidir ve bu isleme fibroblastlar ve farklilagsmis RPE hiicreleri
katilir. PVR 1i gozlerde kollajen jel kontraksiyonu ile vitreustaki TGF-B seviyesi
arasinda yiiksek iligski oldugu bulunmus, TGF-B inhibisyonu ile kollajen jel
kontraksiyonu dramatik olarak baskilanmistir [158-159]. Kollajen jel kontraksiyon
testi, jel boyutunu 6lcerek kollajen jel matrislerine gémuli hiicrelerin kontraksiyon
kapasitesini degerlendiren bir yontemdir. Bu model, belirli agonist ve antagonistlerin
matris ylizey alanindaki daralma hiz1 ve derecesi {izerindeki etkisinin aragtiritlmasina

olanak saglar [160].

Calismamizda metforminin, EMD nin kontraksiyon basamagina olan etkisini
incelemek i¢in kollajen jel kontraksiyon testi uygulandi. Sonuglar
degerlendirildiginde, kontrol grubunda %100 olan yiizey alan1 TGF-B2 grubunda
%44.5 (p<0.001), TGF-B2+metformin grubunda ise %78.25 (p<0.05) olarak ol¢iildii.
TGF-B2 etkisiyle ortaya ¢ikan belirgin kontraksiyon, TGF-B2 ve metforminin
birlikte uygulanmasi ile azalma gosterdi. Bu bulgular metforminin, EMD ile
birlikte ortaya ¢gikan RPE hiicrelerinin kontraksiyon diizeyindeki artis1 inhibe ettigini

gostermektedir.

Metforminin TGF-p sinyal yolag: iizerindeki etki mekanizmasi aragtirilmaktadir.
Yakin tarihli ¢alismalarda AMPK nin TGF-f sinyal yolunu inhibe ettigi
gosterilmistir, ancak bu etkinin mekanizmasi tam olarak aydinlatilmamistir [161-

162]. 1yi bilinen bir AMPK aktivatéri olan metforminin de bu yolla TGF-B sinyal
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yolunu inhibe ettigi diigiiniilmektedir [163]. Ancak metforminin bu etkisinin,
AMPK yolundan bagimsiz oldugunu gosteren ¢aligmalar da mevcuttur. Bu
caligmalardan birinde, ylizey plazmon temelli bir test kullanilarak metforminin TGF-
B1 e direkt olarak baglandig1 ve TGF-B1 in reseptoriine baglanmasini inhibe ettigi
sonucuna ulasilmistir. Atomik kuvvet spektroskopisi ile yapilan degerlendirme
sonucunda, metforminin TGF-B1 reseptoriine baglanma olasiligini azalttig1 ancak
baglanma kuvvetini etkilemedigi gosterilmistir. Bu sonug¢lar AMPK yolundan
bagimsiz olarak metforminin TGF-B ile etkilesime girdigini, reseptor-ligand
baglanmasini inhibe ettigini ve sinyal akigini inhibe ettigini gostermektedir [132].
Ayni zamanda metformin, AMPK yolundan bagimsiz olarak, TGF-f sinyali ile

indiiklenen kollajen sentezini de azaltmaktadir [133].

Biiytime faktorleri ve sitokinler, PVR patogenezindeki hiicrelerin cogalma
yetenegini, adezyon ve go¢ kapasitesini, ESM yapimini ve kontraksiyonunu
diizenler. RPE hicreleri ve glial hiicrelerin blytme faktoru ve sitokinlere ve
bunlari inhibe eden ajanlara cevabi incelenmektedir. Ancak bizim ¢alismamizda da
oldugu gibi bu ¢alismalarin biiyiik boliimii invitro ortamda yapilan ¢alismalar
oldugu icin, sonuglar1 tartigmalidir. Bu ¢alismalardaki kanitlarin saglamlastirilmasi
i¢in in vivo ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Potansiyel olarak biiylime faktorleri
ve sitokinlerin, PVR deki dengesiz patolojik yara iyilesmesi siirecinde anahtar rol
oynadig1 ortadadir. Ancak bu durum PVR nin ¢esitli asamalarinda ¢ok karmagik bir
biiylime faktorii ve sitokin ag1 olmasi nedeniyle belirsizligini korumakta ve elde

edilen bilgilerin genellenmesini zorlastirmaktadir.

PVR ve EMD surecinde 06nemli bir sitokin olan TGF-B ya kars1 gesiltirilen
terapotik stratejiler; antisense oligoniikleotidleri kullanilarak translasyon diizeyinde
inhibisyon, antireseptor antikorlar: ile ligand-reseptor etkilesiminin inhibisyonu ve
TGF-B reseptor kinaz inhibitorleri araciligiyla reseptdr aracili sinyal yolunun
inhibisyonu seklindedir. Ozellikle antisense oligoniikleotidlerin ve antireseptor
monoklonal antikorlarin dokuya gecisi yetersizdir. TGF-B reseptor kinaz

inhibitorlerinin ise yan etkileri fazladir [132].

Metforminin TGF-f sinyal yolagi lizerindeki belirgin etkileri, bu yolagin énemli

rol oynadig1 patolojilerde yeni endikasyonlar saglamaktadir. Ayn1 zamanda dokuya
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gecisi kolay olan kii¢lik bir molekiil olmas1 ve yan etkilerinin az olmasi da avantaj
olarak ortaya ¢ikmaktadir.

PVR patogenezinde yer alan siireclerin ve faktérlerin inhibisyonu tizerinde
etkili olabilecegi diisiiniilen ajanlarin uygulanma metodlari iizerinde de calisilmakta,
intravitreal ve subkonjonktival enjeksiyonlardaki kisa yarilanma émri nedeniyle
solid implantlar, lipozomal kaplamali ilaclar, uzun salinimli sistemlerin uygulamasi
arastirilmaktadir.

Metforminin diger retinal patolojilerdeki antiinflamatuar, antiapoptotik ve
noroprotektif etkilerinin aragtirildigi hayvan modelli ¢aligmalarda; oral, subkutan
enjeksiyon ve intravitreal enjeksiyon gibi farkli uygulama yontemleri denenmistir
[165-166].Bu calismalarda metforminin kan-beyin bariyerini ge¢ip retinaya ulasan
ve plazmada oldugu gibi retinadan da belirli bir siire sonra temizlenen bir molekiil
oldugu gozlenmistir [166].Metforminin PVR nin yardimei tedavisindeki yerinin
belirlenebilmesi i¢in 6zellikle ilag uygulama sekli ve toksisite ile ilgili invitro ve

invivo ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
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8.SONUC

Gelisen  cerrahi yontemlere ragmen RD cerrahisinde niiksiin en Onemli
sebeplerinden biri olan PVR, karmasik patofizyolojik siiregleri beraberinde
barindirmaktadir. PVR nin yardimci tedavisinde bu siireglerin aydinlatilmasi, etkili
olan blylme faktori ve sitokinlerin arastirilmasi ve bunlarin inhibisyonu ile iliskili

calismalar yol gosterici olacaktir.

Yaptigimiz ¢alismada diger bircok organ ve dokuda fibrogenezisi 6nleyici etkileri
gosterilmis olan metforminin, invitro ortamda RPE hucrelerinde TGF-p2 ile
indliklenen EMD sireci uzerinde inhibe edici etkilerini gozlemledik. Metformin
EMD geciren RPE hiicrelerinin mezenkimal proteinleri sentez yetenegini, hiicresel
migrasyon diizeyini ve kontraksiyonunu azaltmistir. Yine ¢alismamizda ulastigimiz
diger oOnemli bir sonu¢ da, metforminin TGF-B2/SMAD sinyal yolunda yer alan
SMAD?2 ve SMAD3 proteinlerinin fosforilasyonunu baskiladigidir.
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