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OZET

Yasa bagli makula dejenerasyonu, retina pigment epiteli, Bruch membrani ve
koriokapillarisin ilerleyici, dejeneratif bir hastahgidir. Altmigbes yas ve Uzerindeki
populasyonda geri donugumsuz gorme kayiplarinin en sik nedenidir.

Yasa bagh makula dejenerasyonu’'nun fizyopatolojisi tam olarak
aydinlatilamamistir. Ancak birgok molekulin etkin rol oynadigi patolojik anjiogenezin
onemli oldugu bilinmektedir. Son vyillarda insan vicudunda mikroRNA olarak
adlandirilan kuguk molekuller tespit edilmis ve basta onkolojik hastaliklar olmak
uzere cesitli hastaliklarda serum ve doku duzeyindeki seviyelerinde degisiklikler
saptanmigtir. Ayni zamanda bazi mikroRNA subtiplerinin anjiogenez ile iligkili oldugu
gOsterilmigtir. Buradan yola c¢lkarak yasa bagli makula dejenerasyonu
fizyopatolojisinde bu molekdillerin rol oynadigi distnulebilir.

mikroRNA ile yas tip yasa bagh makula dejenerasyonu iligkisini arastirma
amaclyla, Eylil 2012-Nisan 2013 tarihleri arasinda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
GOz Hastaliklari Anabilim Dali poliklinigine basvuran ve yas tip yasa bagl makula
dejenerasyonu tanisi alan 22’si erkek, 11’i kadin toplam 33 hasta calismaya dahil
edildi. Kontrol grubu 17’si erkek, 14’G kadin olmak Uzere 31 sadlikl bireyden
olusturuldu. Hasta ve kontrol grubundan alinan periferik kan érneginden sik olarak
eksprese oldugu saptanan mikroRNA (Panel A-384 subtip) dlzeyleri bakildi.Bakilan
mikroRNA’lardan 51 tanesinin artan ya da azalan duzeyde eksprese oldugu ancak
bunlardan 17 tanesinin kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
oldugu saptandi (p<0.05). Bununla birlikte 10 tane miRNA subtipinin yalnizca hasta
grubunda eksprese oldugu izlendi.

Elde ettigimiz sonuglar, hastaliin patofizyolojisinde bu molekiillerin etkin
olabilecegini gosterebilir. Ayni zamanda daha fazla hastanin katilimiyla yapilacak gok
merkezli calismalarin bu molekuller ile hastalik arasindaki iliskiyi daha anlasilir ve net
bir sekilde ortaya koyabilecegini duginmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Erken tani, mikroRNA, tarama, yas tip yasa bagli makula

dejenerasyonu.



ABSTRACT
Evaluation of microRNA levels in patients with age-related macular
degeneration, and compared to healthy controls

Age-related macular dejeneration is progressive and degenerative disease of
the retinal pigment epithelium, Bruch's membrane and choriocapillaris. It is the most
common cause of central vision loss in people over the age of 65. Pathophysiology of
age-related macular dejeneration is not been fully understood. However, pathological
angiogenesis in which many molecules plays an active role, is known to be
important. In recent years, microRNA, called small molecules, have been identified in
human body. At various diseases, including oncological diseases, changes at serum
and tissue levels of microRNA were determined. At the same time, some of the
microRNA subtypes were associated with angiogenesis. Based on this thought,
these molecules can play a role at the pathophysiology of age-related macular
dejeneration. In order to study the relationship between microRNA and wet age-
related macular dejeneration, 33 patients (22 male, 11 female) with wet age-related
macular dejeneration, referred to Mersin University Department of Ophthalmology in
the period of September 2012— April 2013, were included into the study. The control
group consist of 31 healthy people (17 male, 14 female). Peripheral blood samples of
the patient and the control group were analzyed for levels of microRNA (Panel A-384
subtype), frequently expressed. microRNA expression of them was 51, increasing or
decreasing, and 17 of expressed microRNA have been found to be significant
compared with the control group (p <0.05). However, 10 microRNA subtype was
found to be expressed only in the patient group. Our results may show effectiveness
of these molecules about the disease pathophysiology. We also think that a
multicenter study with the participation of more patient will help us to reveal
relationship between these molecules and the disease more clear and
understandable.
Key words: Early diagnose, microRNA, screening, wet age related macular

dejeneration.



GiRIS VE AMAG

Geri dontsumsuz korltklerin baslica nedenleri arasinda yer alanYBMD, retina
pigment epiteli (RPE), Bruch membrani ve koriokapillarisin ilerleyici ve dejeneratif bir
hastaligidir'. Altmisbes yas ve (izeri populasyonda santral gérme kaybinin en sik
nedenidir’>. Ozellikle gelismis toplumlarda yasli nufusun artmasi nedeniyle YBMD
insidansi artis gostermekte ve bu da gunumuzde oOnemli bir saglik sorunu
olusturmaktadir.

YBMD, kuru (nonneovaskiler veya atrofik) ve yas (neovaskiler veya
eksudatif) form olmak Uzere iki gruba ayrilabilir. Kuru tip YBMD olgulari, blyuk
¢ogunlugu olusturmalarina ragmen, YBMD’ye bagli yasal korluklerin blyuk
cogunlugunu yas tip YBMD olusturmaktadir®. Kuru tip YBMD druzen veya atrofi, RPE
anomalileri ile, yas tip YBMD ise koroidal neovaskiilarizasyon ile kendini gdsterir®.

Yas tip YBMD, patolojik anjiogenezin dnemli rol oynadigi hastaliklarin basinda
gelmekte olup hastalik surecinde bircok molekulin etkin oldugu gdsterilmigtir. Bu
molekullerin basinda vaskuler endotelyal bayime faktori (VEGF) gelmektedir. Yas
tip YBMD’li hastalardan elde edilen koroid neovaskiler membran (KNVM)
orneklerinde diferansiye olmus RPE hucrelerinde VEGF’in artmis ekspresyonu
izlenmistir’. Bununla birlikte bu siire¢ yalnizca VEGF’e baglanamamaktadir. Son
yillarda anti-VEGF ilaglarin kullanima girmesiyle bir grup hastanin basar ile tedavi
edilmesine karsin bir grup hastada da basarisiz sonuglar alinmistir. Bu durum
hastaligin fizyopatolojisinde yalnizca VEGF’nin rol oynamadiginin ve bagka
faktorlerin de etkili olabilecedini gostermektedir.

MikroRNA'lar (miRNA), yaklasik 21-23 nikleotid uzunlugunda, tek iplikli, kisa
RNA molekll tarleri olup dokular arasinda farkl sekilde eksprese olduklari ve kan
dolasiminda saptanabildikleri gosterilmigtir. Ayni zamanda tek bir miRNA'nin farkl
fonksiyonlari olan yaklasik 200 hedef gene baglandigi saptanmistir. Bu nedenle tek
bir miRNA, hdcrenin yuzlerce fonksiyonunu etkileyebilmektedir. Bu molekillerin
fonksiyonlari arasinda, gen ekspresyonunun dizenlenmesi, metabolik regulasyon,
hafiza ve sinaptik gelisim, embriyogenez, organogenez, farkllasma ve blyume
kontroll, anjiogenez, timoérogenez yer almaktadir. Tum bu fonksiyonlardan yola
ctkarak miRNA’larin birgok hastalik ile baglantili olmasi surpriz degildir. Bu molekuller
hicrelerin normal fonksiyonlarinda goérev aldiklari icin meydana gelen miRNA



kusurlarinda cesitli hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir. Kardiyovaskuler hastaliklar,
inflamatuar hastaliklar, infeksiyonlar, gelisimsel bozukluklar, kas bozukluklari,
nérodejeneratif hastaliklar ve kanser ile iligkileri ortaya konulmustur. Tim bu iliskiler
nedeniyle miRNA’lari hedefleyen tedavi yaklasimlari arastirimaya baslanmistir.
Benzer sekilde YBMD tedavisinde miRNA'larin potansiyel bir terapotik hedef oldugu
one surllmistir®. Son yapilan galismalarda birgok vaskuler hastaligin gelisiminde
miRNA’larin énemli fonksiyonlara sahip oldugu ortaya konmustur. Lin ve arkadaslari
tarafindan YBMD'’li hastalardan elde edilen hicrelerle yapilan deneysel g¢alismada
miR-23a’nin RPE hiicrelerini oksidatif hasara karsi korudugu gosterilmistir’. Ayn
zamanda yapilan bir baska g¢alismada miRNA23, 27, 24’Un anjiogenez ve koroidal

neovaskiilarizasyonda etkin olabilecegi saptanmistir®.

Bu calismalardan yola c¢ikarak yas tip YBMD’de ortaya c¢ikan patolojik
anjiogenezin birgok faktorin katilimiyla ortaya c¢iktigi duastndlebilir. Bu potansiyel
faktorlerden birisi de miRNA ailesinin Uyeleridir. Ancak yas tip YBMD ile miRNA’lar
arasindaki iligkiyi irdeleyen c¢alisma sayisi olduk¢a az olup deneysel calismalarin
ilerisine gegememistir. Bu c¢alismanin amaci yas tip YBMD’li hastalardaki miRNA
profilini ¢gikarmak ve bu sonuglari saglikli bireylerden elde edilen miRNA profili ile
karsilastirmaktir. Bilindigi Uzere cesitli kanser turlerinde erken teshis amaciyla
kandaki miRNA duzeylerinin dlgimleri yapilmakta ve erken teshis-tarama testleri
gelistiriimeye caligiimaktadir. Benzer sekilde bu tarama ve erken teshis yontemi yas
tip YBMD hastalari i¢in de gelistirilebilir. Ayni zamanda bu hastalarda anlamli sekilde

artis gosteren miRNA tipleri tespit edilebilirse yeni terapaotik yaklasimlar gelistirilebilir.

Calismamizda miRNA ile yas tip YBMD ile arasinda bir iligki olup olmadiginin
tanimlanmasi, YBMD’de genetik yatkinligin belirlenmesi ve erken tani konulmasi ile

yeni tedavi yaklasimlarinin gelistiriimesine katki saglanmasi hedeflenmistir.



GENEL BILGILER
YASA BAGLI MAKULA DEJENERASYONU
Tarihge ve Tanim

YBMD ilk kez 1905'de Oeller tarafindan tanlmlanm|§t|r9. Hastalik; Gass’in
1967°de, makulanin dissiform dekolmani ile sonlanan koriokapillarisdeki eksudatif
reaksiyona, koroide ait dejeneratif, iltihabi ve neoplastik hastaliklarin sebep
olabilecegini ifade etmesi ile ‘senil makula koroid dejeneresansi’ adiyla anilmaya
baslanmistir®.

YBMD makula bolgesinde nororetina-RPE, Bruch membrani ve koriokapillaris
kompleksi dejenerasyonu ile seyreden, santral gérme kaybina yol agan, makular
alanda druzen olusumu, retinal ya da subretinal hemorajiler, subretinal ve intraretinal
sivi birikimi, RPE’ nin atrofisi, dekolmani ve/veya fibroz skar olusumu ile karakterize
dejeneratif bir retina hastaigidir**™*2,

Siniflandirma

YBMD’nin atrofik (kuru, non-neovaskuler) ve eksldatif (yas, neovaskiler)
olmak Uzere iki tipi mevcuttur. Kuru tip, YBMD'li olgularin %90'in1 olusturmaktadir.
Hastaligin ana klinik bulgusu RPE'de metabolik Grtnlerin birikmesine bagli olarak
gelisen druzen ve RPE atrofi- hipertrofisidir. YBMD'ye bagli ileri gorme kayiplarinin
%10-20'sinden  atrofik tip sorumludur. Eksudatif tip, YBMD'nin %210'unu
olusturmasina karsin, legal korliklerin %80-90' indan sorumludur. Koroidden
kaynaklanan yeni damarlarin Bruch membranini gecerek subretinal aralida dogru
ilerleyip bu bélgede fibrovaskiiler kompleks olusturmasiyla karakterizedir*™’.
ATROFIK (KURU) TiP YBMD

Druzen, RPE degisikligi, RPE'nin cografik atrofisi ve fokal hiperpigmentasyonu
atrofik tip YBMD’nin karakteristigidir. Atrofik (kuru) tip, YBMD'nin %90'indan sorumlu
iken hastalarin ancak %10'unda agir gérme kaybi olusturur. Gérme kaybinin yillar
icinde yavas bir ilerleme gosterdigi kuru tip, yas tipe donustugu takdirde ani gorme
azalmasi gelisebilir'.

Druzen

ilk defa 1854‘de Donders tarafindan tanimlanmistir'®*®. YBMD’nin erken

bulgusu olarak kabul edilir. Cok sayida, sari renkli, hafif kabarik, degisik buyuklUkteki

birikintiler olarak tanimlanir. Bu birikintiler Bruch membraninin i¢ kollajendz tabakasi



ile RPE bazal membrani arasinda (bazal laminar druzen) ya da RPE ile RPE bazal
membrani arasinda (bazal lineer druzen) yerlesen hiicre disi materyalden olusur®.

Druzen boyut ve gériinimlerine goére siniflandirilabilir:

Boyuta Gore:

1- Klguk druzen: <63 mikron,
2- Orta druzen: 63- 125 mikron,
3- Buyuk druzen: >125 mikron.

Klinik Goriiniimiine Gore:

Sert Druzen: En sik gorulen druzen tipidir. Capi 63 mikrondan kuguk, sinirlari
belirgin, sari-gri renkte gorulur. Bruch membraninin i¢ ylzeyinde periodik asit-schiff
(PAS) pozitif hyalin materyal ve RPE'deki lipid birikimlerinden olusur. Fundus
floresein anjiografide (FFA) sert druzenin hiperfloresansi erken ve parlaktir, pencere
defekti olarak goérulir. indosiyanin yesil anjiografide (ISYA) keskin sinirlara sahip
hiperfloresan noktalar seklinde goriilir®.

Orta yasi gegkin insanlarin %83’Unde, 40 yas Uzeri postmortem goézlerin %87’
sinde goriildigu bildirilmistir* 2. Koroid neovaskiilarizasyonu (KNV) gelisimi icin risk
olusturmadiklari kabul edilmektedir®.

Yumusak Druzen: Yumusak druzen 43-54 yas arasinda %1,9; 75 yas
lizerinde ise %24 oraninda goriilmiistiir.?®> Capi 63 mikrondan biiyik, sari, sinirlari
belirsiz farkl buylklik ve sekilde olabilen amorf yapida bazal lineer birikimlerdir.
Genellikle birlesme ve kumeler olusturma edilimindedirler. Bin mikronun Uzerine
ciktiklarinda drusenoid pigment epitel dekolmani (PED) olarak tanimlanirlar. FFA'da
zayif gecikmis hiperfloresan, iISYA'da ise tiim fazlarda hipofloresan ézellik gosterirler.
Konfluent ve biiyiik yumusak drusende KNV gelisme riski oldukga fazladir’®?. Hem
insidansi hem de prevalansi yasla iligkilidir. Makular fotokoagulasyon ¢alisma (MPS)
grubunun diger gozlerle ilgili 5 vyillik prospektif calismasinda bir gobzde
neovaskularizasyon gelistikten sonra diger gozde KNV gelisme olasiligi buyuk
yumusak drusenli gézlerde %30 olarak verilmektedir®>2%%°,

Gerileyen ve Kalsifik Druzen: Keskin sinirh, beyaz, kalsifiye, pigment
birikimleri ile RPE incelmesi veya atrofisinin de goérulebildigi lezyonlardir. FFA'da
pencere defektlerinin oldugu hiperfloresan gérinim varken kalsifik druzende ise
hipofloresans izlenir. Bu lezyonlar, iSYA'da hiperfloresans gériinim verirler®.
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Druzenin gerilemesiyle, incelmis RPE veya fokal jeografik atrofi alanlari ortaya cikar.
Jeografik atrofiden 6nce gorulebilen form ‘nonjeografik atrofi’ olarak tanimlanir ve
pigment birikintileri, hiperpigmentasyon ve Uuzerindeki norosensoryal retina da
incelme ile karakterizedir. Bati Ulkelerinde gorilme sikligi erigkinlerde %8-10
diizeyindedir?’. MPS grubunda fotokoagulasyon uygulanan KNV'li gézlerde diger
g6zde nonjeografik atrofi oldugunda neovaskilarizasyondaki niiks orani daha yuksek
bulunmustur®!33,

Retikiler Psododruzen: Retikiler psddodruzen, makulada, en ¢ok st
temporal ark boyunca gorulen sarimtirak, sinirlari belirsiz, yuvarlak ya da oval, 125-
250 mikron buyldkliGgunde dusuk koroidal perfuzyona bagh gelistigi dusunulen
lezyonlardir. Baslangigta ayri ayri duran bu noktalar daha sonra dallar olusturacak
sekilde birlesir ve sinirlari belirsiz bir ag tabakasi halini alir. FFA'da genellikle
goérilmezken, ISYA' da erken fazda biyilk koroid damarlarinin keskinligi
kaybolmakta, ge¢ fazda ise hipofloresan noktalardan olugan bir gérunim ortaya
cikarmaktadir®®. Kirk yas Ustli prevalansi %0.7 olarak bulunmustur. Retikiiler
psododruzenli gozler, KNV ic¢in risk tagirlar . Retikuler psddodruzenli ve U¢ yil takip
edilen hastalarin %66’sinda bir veya iki gdzde KNV gelistigi bildiriimektedir®%,

RPE Degisiklikleri: YBMD’de RPE hucrelerinde azalma, atrofi, hacim kaybi,
fokal hiperpigmentasyon gelisebilir. Fokal RPE hiperpigmentasyonu kuru tip
YBMD’nin énemli bir bulgusudur. Tek tarafli neovaskiler YBMD gelisen hastalarin
diger gozlerinde yumusak druzen ve fokal RPE hiperpigmentasyonu varliginda 5
yilik KNV gelisim riski %58-73 olarak bulunmustur?®.

Noncografik Atrofi: Keskin sinirli ve alttaki koroidal damarlarin secilebildigi
RPE'nin fokal atrofisidir. Baslangicta fovea disinda belirip zamanla foveayl da
etkileyebilir. RPE ve fotoreseptor kaybi ile birlikte koriokapillariste vaskiler yetmezlik
s6z konusudur. Zamanla atrofik alanlar icinde buyuk koroidal damarlar belirgin hale
gecer. FFA'da erken donemde pencere defektine uyacak sekilde lekeli hiperfloresans
Ozellik gosterirken, ge¢ donemde hiperfloresans giderek azalir.

Cografik Atrofi: Kuru tip YBMD’nin son evresidir. RPE'de genis atrofi alanlari
ile beraber sensoriyal retina ve koriokapillarisin atrofisi de izlenir. En az 175 ym
capinda bir sahada koroid damarlarinin gérinmesine yol agan, keskin sinirli yuvarlak

veya oval, hipopigmentasyon-depigmentasyon ya da RPE’nin tam kaybi ile
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karakterize alan olarak tanimlanmigtir. Beraberinde sensoryel retina ve koriokapillaris
atrofisi de mevcuttur. Atrofi genellikle, fovea c¢evresinde mikroretikller
hiperpigmentasyon bandinda baglar ve at nali seklinde ilerler. YBMD’nin %12-21’inde
cografik atrofiye bagli ciddi gérme kaybi gelismektedir®. Cografik atrofi, 5-10 yil
icerisinde korliige yol agmakta ve bilateral olmaya meyil géstermektedir®>®. Bilateral
olmasi durumunda koroid neovaskularizasyonu gelisme riski 2 yilda %2, 4 yilda %11
olarak bulunmustur®”. FFA' da erken fazda koriokapillaris atrofisine bagl
hiperfloresans izlenmezken, ge¢ donemde koroid ve skleranin boyanmasi nedeniyle
hiperfloresans izlenir®.
EKSUDATIF (YAS) TiP YBMD

YBMD’nin %10'luk kismini olusturur. Bunun yaninda ileri gérme kayiplarinin
%80-90"'Indan sorumludur. Eksudatif tip YBMD'de KNV icin en spesifik semptom
metamorfopsidir. Hastalar metamorfopsinin yani sira ani, ilerleyici gorme azalmasi,
santral veya parasantral skotom, kontrast hassasiyetinde azalma gibi sikayetlerle
bagvurabilir. MPS grubu KNV'yi FFA'daki goértinimlerine gére klasik ve gizli KNV
olmak lzere iki ana baslik altinda tanimlamistirt#394°,
A) Klasik KNV: Bruch membranindaki bir ¢atlaktan koroid kapillerinin proliferasyonu
sonucu, angiogramin erken fazinda, sinirlari son derece iyi belirlenen, komsu
dokulardan ayirt edilebilen parlak hiperfloresans veren ve giderek fléresein sizmasi
sonucu gec¢ gollenme tarzinda cevresindeki subsensoryal retinal alani sizinti ile
dolduran membranlardir. YBMD’lerin %12’si yas tiptedir ve bunlarin %13’ klasik
KNV 6zellikleri gosterir.

Klasik KNV foveal avaskller zon (FAZ) merkezi ile olan mesafesine bagli
olarak 3'e ayrilir*,
Subfoveal KNV: FAZ merkezini tutanlar,
Ekstrafoveal KNV: FAZ merkezine 200 mikrondan uzak olanlar,
Jukstafoveal KNV: FAZ merkezine 200 mikrondan daha yakin olup merkezi
tutmamis olanlar.

Klasik KNV icerdigi klasik komponentin miktarina gore ise saf klasik, baskin
klasik ve minimal klasik lezyon olarak 3'e ayrilabilir:

Saf Klasik KNV: Klasik KNV alaninin lezyonun tamamini kaplamasi,
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Baskin Klasik KNV: Klasik KNV alaninin, tim lezyon alaninin %50 veya uzerini
kaplamasi,

Minimal Klasik KNV: Klasik KNV alaninin, tim lezyon alaninin %50'sinden daha
azini kaplamasi,

B) Gizli (Okult) KNV: Klasik digi tim gorunumleri kapsayan subretinal pigment
epitelyum lezyonudur. FFA’da fléresein gdllenmesinin kesin odagi net olarak
izlenmeyebilir. Koroidal fléresansin goértlmesini engellemeye yetecek kalinlikta
kanama olmasi, hiperplastik pigment, RPE’nin ser6z dekolmanlari, KNV’nin yavas
kan akimi veya fibroz doku nedeniyle organize olmus kabarik alanda fléresansin
blokajina bagll olarak, KNV sinirlarini maskeleyen &zellikler ortaya cikar***,
FFA'daki gorintlsune gore 2 tip gizli KNV paterni mevcuttur.

Bunlar pigment epitel dekolmani ve kaynagi belirsiz ge¢ kacaktir®.

1- Pigment Epitel Dekolmani: RPE’nin dizensiz elevasyonu mevcuttur.
Sinirlari belirsiz, graniler tarzda minimal hiperfloresans ardindan giderek artan ancak
klasik KNV kadar parlak izlenmeyen hiperfloresans verir. PED;RPE altindaki
materyalin 6zelliklerine gére hemorajik, seréz, druzenoid ve fibrovaskiler gibi alt
tiplere ayrilabilir®>“°.

Hemorajik PED: KNV’nin pigment epiteli veya norosensoryel retina altindaki
bosluga kanamasiyla gelisir. Baslangi¢cta koyu renklidir ve koroid melanomuyla
karisabilir. FFA’da koroidal floresansi bloke eder, zamanla rengi acilir ve sarilasir.
Bazen bu kanama ¢ok masif bir hal alir ve hemorajik retina dekolmanina veya vitreus
hemorajisine yol agabilir.

Seroz PED: Erken fazdan itibaren giderek artan parlak, keskin sinirli bir
hiperloresans seklinde goriltr. Ge¢g donemlerde sizinti yoktur ya da azdir.

Druzenoid PED: FFA’da hafif bir floresans verir ve tum angiogram boyunca
degismez. Cok sayida yumusak druzenin birlesmesinden olustugu igin girintili-gikintili
kenarlara sahiptir.

Fibrovaskiiler PED: KNV’de FFA’daki floresans hafiftir ve dolmasi yavas ve
lekelidir. Tum angiogram boyunca hiperplastik pigment veya fibréz dokuya bagli
floresans blokaji degismez.

2- Kaynagi Belirsiz Ge¢ Kagak: FFA'nin erken fazlarinda kaynagi
belirlenemeyen, zayif hiperfloresans veren, ge¢ fazda ise RPE dizeyinde sinirlari
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belirsiz benekli hiperfloresans ve boyanin sensoryal retina altinda gollenmesine bagl
yaygin sizinti ile karakterizedir.
Bunlarin disinda yas tip YBMD'’de gértilebilecek diger bulgular ise sunlardir:

Vitreus Hemorajisi: KNV’den kaynaklanan kanin, vitreusa gecmesi ciddi
gorme kaybi ile beraber, ciddi merkezi ve periferal gorme alani kaybina da yol agar.

Agir Subretinal Hemoraji: Ender bir tablodur. Cok nadir olarak total
hemorajik dekolman ve sekonder ag¢li kapanmasi glokomuna vyol acabilir.
Antikoagulan tedavinin bu tabloya yol acabilecegine dair c¢eligkili sonuglar
mevcuttur®®,

RPE Yirtigi: Fibrovaskuler veya ser6z PED variginda ya da laser
fotokoagllasyon uygulamasindan sonra gelisebilir. RPE’nin alttaki sivinin veya
fibrovaskuller dokunun gerilme glicine dayanamamasi sonucu gelisir. Nadiren ser6z
retinanin akut dekolmani da gelisebilir.

Diskiform Skar: YBMD’nin dogal seyri diskiform skar ile sonlanir. Genellikle
sari-beyaz renktedir. Lezyondaki aktif KNV komponenti veya eslik eden pigment
epitel atrofisine badli olarak klinik ve angiografik gorlntiler farklihk gdsterir.
Genellikle lezyonun ortasinda skar, periferinde aktif KNV gozlenir. Diskiform skarin
fibrotik kismi ge¢ fazda boyanirken, aktif kismi sizintiya neden olur. Higbir floresein
sizintisi yoksa saf diskiform skar olarak, aktif KNV ile birlikte lezyonun dortte birinden
az kismini kaplayan skar dokusu varsa ‘neovaskuler skar’ olarak adlandirilir. Skar
dokusunda RPE hiperplazisinin derecesine gore hiperpigmentasyon gorulur. Skar
cevresinde veya Uzerinde hemoraji ya da lipid bulunabilir. Diskiform skarin Gzerinde
retina atrofiktir®,

YASA BAGLI MAKULA DEJENERASYONU EPIDEMIYOLOJiSi

Topluma dayali yapilan c¢alismalarda YBMD prevelansi degisiklik

gostermektedir**4>1,

Bu degisikliklerin nedeni YBMD tanimlamasinin farklilik
gostermesi, siniflamanin farkli yapilmasi ve calisma kapsamindaki gruplarin yas,
sosyodemografik ve genetik farkhliklar géstermesine dayanmaktadir. Beaver Dam
calismasi, Blue Mountain galismasi ve Rotterdam caligmalarinda ayni standarda
sahip renkli fundus fotograflarinin degerlendiriimesine goére YBMD prevelansi
belirtiimistir.***° Beaver Dam calismasinda YBMD prevelansi % 1.7 olarak

belirtilirken, bu oran Rotterdam calismasinda % 1.2, Blue Mountain ¢alismasinda %
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1.4 olarak bildirilmigtir. Bu U¢ ¢alisma grubu ortak yontem olarak stereoskopik ¢ekilen
makula fotograflarini temel almislar ve lezyonu Wisconsin Age-Related Maculopathy
Grading System (WARMGS)ine gére evrelendirmislerdir®.

YBMD'nin gorulme sikh@i yasla beraber anlamli sekilde artmaktadir. Genellikle
bilateral gorulmekle birlikte tutulum zamani ve siddeti agisindan goézler arasinda
farkhliklar gorulebilir. Goézlerden birinde KNV varli§gi durumunda diger gézde 5 yil
icerisinde KNV gelisme riski %50-60 civarindadir®. YBMD insidansini belirlemek
adina birgok calisma yapilmigtir. Bu calismalarin ortak noktalari yasla birlikte
insidansin arttigidir?>°3. Beaver Dam calismasinda erken YBMD'nin 5 yillik insidansi
43-54 yaslar arasinda %3,9; 75 yas ve Uzerinde %22,8; ge¢ YBMD'nin 5 yillik
insidansi tiim yas gruplarinda %0,9; 75 yas ve lizerinde %5,4 olarak bildirilmistir®..
POLA cgaligsmasinda ise YBMD'nin tim yas gruplarinda 3 yillik insidansi %0,49 iken
80 yas lizerinde %3,41'e ulasti§l saptanmistir®.

YASA BAGLI MAKULA DEJENERASYONU RiSK FAKTORLERI

YBMD igin topluma dayal gesitli calismalarla kanitlanmis risk faktorleri yas,
etnik kdken, heredite ve sigaradir.

Yasa bagh makula dejenerasyonu gelisiminde muhtemel risk faktorleri ise
soyle siralanabilir: Cinsiyet, sosyoekonomik durum, iris rengi, makuladaki pigment
yogunlugu, katarakt ve cerrahisi, refraktif kusur, kardiovaskuler hastaliklar,
hipertansiyon, serum lipidleri ve diyetteki yag miktari, vicut kitle indeksi, bel gevresi
uzunlugu, antioksidan enzimler, glines 1s131 maruziyeti, diyette balik tiketimi, ilaglar,
alkol tuketimidir.

Kanitlanmis Risk Faktorleri:

1) Yas: ilerleyen yas YBMD icin en kesin risk faktdriidiir ve yas ilerledikce
gbriilme sikhigr artmaktadir. Ozelikle 90 yas Uzeri tim bireylerde YBMD bulgulari
izlenmektedir®®. Framingham Eye calismasinda herhangi bir evredeki YBMD
prevalansi 52-64 yas arasinda %2, 65-74 yas arasinda %11 iken, 75 yas ve lUzerinde
%28 bulunmustur®. Diger iki biyiik epidemiyolojik calisma olan Beaver Dam Eye ve
Rotterdam calismalarinda eksudatif YBMD prevalansi sirasiyla 55-64 yas arasi %0.6
ve %0.1, 75 yas ve lizerinde %7.1 ve %7.4 olarak tespit edilmistir®*>3.

2) Sigara: Sigara kullanimi YBMD’nin herhangi bir formu igin tartismasiz,
énlenebilir bir risk faktériidiir*>*°. YBMD ile sigara arasinda icilen paket yila bagimli
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olan bir iliski mevcuttur. Sigara i¢iminin birakilmasi ile risk giderek azalir. Sigara
icimine bagl serum antioksidan seviyesi azalmakta, endotelyal hiicre aktivasyonu ve
|IOkosit adezyonu artmakta ve vazokonsturuksiyona bagli koroid kan akiminda
azalma, trombosit agregasyonunda artma olmaktadir. Tum bu faktorlere bagh RPE
sayisinda azalma ve RPE detoksifikasyon mekanizmasinda bozulmaya sekonder
YBMD riskinin arttigi distinilmektedir®”°.

3) Irk-Etnik Faktorler: Erken ve ileri YBMD’nin beyazlarda siyah irka gore
daha sik oldugu bildirilmistir®®®t. Bu durum, zencilerdeki melanin pigmentinin, serbest
radikalleri temizleme etkisi veya pigment epitelini, Bruch membranini, koroidi ve dis
retinay! predispozan faktdrlere karsi koruyucu etkisi ile agiklanmaktadir®®*%4°. Bazi
toplumlarda cografik atrofi daha sik goértllirken, bazi toplumlarda neovaskiler YBMD
daha sik goériilmektedir ve bu degisikligin nedeni tam olarak bilinmemektedir®?.

4) Genetik Faktorler: Ailesel yatkinlik YBMD gelisiminde bir diger kesin risk
faktortdir. Ozellikle ikiz kardesler Uzerinde yapilan caligmalarda YBMD’de genetik
predispozisyonun oldugu gésterilmistir’*. YBMD riski aile dykiisti varhiginda 2.4 kat,
ozellikle yas tip YBMD riski 3.1 kat artmaktadir®®.

Olasi Risk Faktorleri:

1) Cinsiyet: Bazi ¢alismalarda cinsler arasinda belirli bir fark olmadigi belirtilse

de, diger bir ¢cok calismanin ortak noktasi kadinlarda erkeklere gore hafifge daha

ylksek oranda goérildugadir®®>%

. YBMD’nin ozellikle 75 yas ustu kadinlarda
erkeklere gore daha sik gorulmesi, kadinlarin nispeten daha uzun yasamasi ve
menopoz  sonrasi  Ostrojenin  koruyucu  etkisinin  ortadan  kalkmasina
baglanmaktadir®”®%%". Ostrojen tedavisi alan postmenapozal kadinlarda neovaskiiler
YBMD riskinin diisiik oldugunu gdsteren pek cok calisma oldugu gibi®’, arada hicbir
iliskinin bulunmadigini belirten calismalar da vardir®®.

2) Sosyoekonomik Faktorler: Bazi calismalarda, editim duzeyi ile YBMD
riskinin ters orantili oldugu belirtilirken,®® bazi calismalarda ise makulopati sikligi ile
egitim duzeyi, maddi kazang, is durumu ve medeni hal arasinda iliski bulunmadigi
gosterilmistir®* .

3) Alkol Kullanimi: Bazi c¢alismalarda alkol ile YBMD arasinda iliski

bulunamazken,® bazilarinda iliski bulunmustur.
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4) Giines Isig1 Maruziyeti: ileri YBMD riskinin yaz aylarinda agik havada
kalma slresinin artmasi ile iki katina ciktigini®*, 5 ve 10 vyillik erken YBMD
insidansinin ve progresyonunun da gunes 1s1gina maruziyet ile artigini gosteren bir
cok calisma mevcuttur®® ™. Beaver Dam calismasinda, UV isinlarinin YBMD riskini
arttirdign belirtilmistir>”.

5) Viicut-Kitle indeksi: Viicut-kitle indeksinin (VKIi) normal oranlarin disinda
olmasi ve diyette fazla miktarda doymus yag asidi ve kolesterolin tiketilmesi,
aterosklerotik surecin hizlanmasina ve Bruch membraninin yapisinin bozulmasina
yol agarak YBMD riskini arttirdigina dair yayinlar mevcuttur’®"3,

6) Sistemik Hastaliklar: Kardiyovaskuler hastalk YBMD ile iligkili
bulunmustur. Karotis arter bifurkasyon noktasinda aterom plagi varliginin ileri YBMD
riskini 4.5 kat; ortak karotis arterde aterom pladi varliginin ise 2 kat artirdigi
gosterilmistir™®. Yiiksek kan basinci ile YBMD arasinda hafif-orta diizeyde bir iliski
oldugu ve hipertansiyonun siiresinin degerlendiriimesinin gerektigi belirtiimistir™.
Dislipideminin  YBMD gelisim riskini artirici faktérler arasinda oldugu kabul
edilmektedir’®. Diyabet ve hiperglisemi ile YBMD iliskisine dair ise ¢ok az sayida
calisma mevcuttur’’. Koroid vaskiiler yatagindaki ateroskleroz, YBMD gelisimi icin
risk faktoraduar. Hiperhomosistinemi de trombozise vyatkinlik yaratarak,
koriokapillarisin damar duvarlarinda kalinlagsma olugturarak, koroidde ekstrasellller
matriks artis1 yaparak iskemi olusturur. Bu patolojinin olusturdugu iskemi sebebiyle
ozellikle yas tip YBMD gelisim riskinin arttigi bildirilmistir®.

7) llaglar: Antiasitler, nonsteroid antiinflamatuar ilaglar, hidroklorotiazid, tiroid
hormonlari, beta bloker, Ostrojen ve progesteronun 5 yildan uzun kullanimi risk
faktorl olarak bulunurken, statin ve aspirin kullaniminin YBMD gelisim riskini azalttigi
gOsterilmigtir. Statinlerin ve aspirinin de 6zellikle YBMD hasta grubu igerisinde KNVM
olusma riskini azalttigi bildirilmistir. Statinlerin bu etkilerinin, kan lipid seviyelerini
dizenleyici etkilerinin yani sira, antiinflamatuar etkilerine ve antioksidan 6zelliklerine
bagll oldugu one surulmustir. Aspirinin de antiaterosklerotik etkisi ile KNVM
gelisiminde &nleyici rol oynayabilecedi bildirilmistir’®.

8) Antioksidanlar, Vitaminler, Mineraller: Antioksidan enzimler (Glutatyon
peroksidaz, slperoksit dismutaz, katalaz), C vitamini, E vitamini, karotenoidler (alfa
ve beta karoten, kriptoksantin, lutein, zeaksantin), ayrica selenyum, ¢inko, bakir,
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magnezyum gibi eser elementler retinanin antioksidan fonksiyonunda rol
oynamaktadir. Antioksidanlar, fotooksidasyon ve lipid peroksidasyonuna badli
serbest radikallerin yol actigi fotoreseptdr hasarini énler ve tamir ederler®. Serum
karotenoid seviyesinin (lutein ve zeaksantin) yuksekligi ile neovaskuler YBMD
riskinin azaldigi saptanmistir®’. Bazi calismalarda oral ginko aliminin YBMD gelisimini
gerilettigi gosterilse de hastalikla iligkili olarak serum ¢inko seviyelerinde azalma
tespit edilememistir. Yapilan son galismalarda, kandaki A vitamini miktarinin artmasi
ile RPE’deki lipofuskinin arttigi, E vitamini seviyesinin artmasi ile de azaldigi ortaya
cikarilmigtir. Meyve ve yesil yaprakli sebze tuketen, serum antioksidan seviyeleri
yuksek olan kisilerde, YBMD gelisme riskinin istatistiksel olarak anlaml sekilde dusuk

bulundugu  bildirilmistir®?83

. Omega 3 yag asitlerinin de YBMD patogenezinde
koruyucu olabilecegi dustnulmektedir. Haftada en az iki kez balik tiketimi ileri YBMD
riskini anlaml olarak azaltmaktadir®.

9) Refraktif Kusur: Hipermetropik refraktif kusuru olanlarda daha yaygin
drusen ve neovaskiiler YBMD oldugu saptanmistir®*®®. Ancak bitiin ¢calismalar bunu
desteklememektedir®°,

10) iris Rengi: iris renginin YBMD ile iligkisine dair celigkili sonuglar
mevcuttur®®®. Bazi galismalarda, acik renk irisi olan hastalarda YBMD’nin daha sik
oldugu bildiriimistir®”. Okiiler melaninin, antioksidan ve belki de antianjiogenik
etkilerinin olmasi nedeniyle; i1sik nedeniyle olusan oksidatif hasara karsi koruyucu
etkisinin olabilecegi diistiniilmektedir®*.

11) Katarakt: YBMD ile iligkili oldugu dusunulen bir diger faktor de katarakttir.
Kataraktin 1sik hasarini énleyerek koruyucu oldugunu savunan calismalarin’® yani
sira, kataraktin YBMD icin herhangi bir koruyucu etkisi olmadigini bildiren yayinlar da
mevcuttur®. Katarakt cerrahisinin neovaskiller YBMD sikhdini artirdigi ileri
siiriilmektedir®®®. Patogenezi tam olarak bilinmemekle beraber, kataraktéz lensin
ultraviole isinlarina kargi koruyucu bir etkiye sahip oldugu ve ayrica cerrahi sonucu

gelisen inflamatuar olaylarin etkisinin olabilecegi dU§UnUImektedir89.

YASA BAGLI MAKULA DEJENERASYONU PATOFIZYOLOJiSIi
Yaslanma, oksidatif stres, iskemi, inflamasyon ve anjiogenez patofizyolojide

yer alan mekanizmalardir.
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1.Yaglanma

a) RPE Hucreleri: RPE, fotoreseptorler icin hayati Gnemi olan metabolik ve
destekleyici fonksiyonlara sahiptir. Ayrica kan-retina bariyerinin  butinliginin
saglanmasinda ve vitamin A bagimli viziel siklusta o©onemli yeri vardir.
Fotoreseptorlerin dokulen apikal dis segmentleri de RPE tarafindan fagosite edilir.
Yasla beraber RPE hekzagonal morfolojisini kaybederek sayica azalmaya baslar ve
melanozomlarini kaybeder®®!. Melanin kaybi oksidatif hasari arttirir®®. Yasla birlikte
mitoz gostermeyen RPE hicrelerinin sindirme kapasitesi oksidatif strese bagl olarak
azalir ve sindirilemeyen hucre elemanlari lipofuksin ve melanolipofuksin olarak lineer
granuller seklinde RPE bazal ylzeyinin altinda birikmeye baglar. Perokside
lipidlerden olusmus sitoplazmik yikim GranG olan sindirilemeyen lipofuksin, RPE
lizozomlarinda zamanla asiri birikime ugrar ve RPE’nin fagositoz yetenegini bozarak
RPE ve fotoresdptér hiicre apopitozunu uyarir®®. Artik maddeler, RPE
sitoplazmasinin ilk dekadda %7’ini, 80 yasinda ise %19unu isgal etmektedir®.
Bdylece yaslanma ile fonksiyonel sitoplazma azalir ve RPE fonksiyonlarinda
bozukluklar ortaya cikar. Lipofuksin, RPE hicrelerinde oksidatif hasara ve lizozomal
enzimatik faaliyetin azalmasina neden olabilir™*®°. Lipofuksinin toksisitesi ve olusan
reaktif oksijen radikalleri apoptozisi indiikleyerek RPE kaybina neden olurlar®.
Fotoreseptorler ve koriokapillaris igin oldukga Onem tasiyan RPE hucrelerinin
6limini fotoreseptor kaybi ve koryokapillaris atrofisi izler””.

b) Bruch Membrani: RPE ile koroid arasinda bulunan Bruch membrani 5
tabakadan olugsmaktadir. Bunlar sirasiyla; RPE bazal membrani, i¢ kollajen tabaka,
elastik tabaka, dig kollajen tabaka ve koriokapillarisin bazal membranidir. Bruch
membrani kalinhglr yasam boyunca artarak dogumdaki 2 ym’den, 10.dekadda 4-6
um’ye ulasir®. Bu temel yapi bu haliyle yalnizca genc insanlarda izlenmekte ve yas
ilerledikce de birtakim birikintilerin toplanmasi ve eslik eden birtakim yapisal
degisiklikler ile bu normal goérUnimunu kaybetmektedir. Bruch membranindaki ilk
dejenerasyon belirtileri bazal lineer depozit adi verilen vezikuler, granuler ve
filamantdéz yapidaki materyalin, i¢ ve dis kollajen tabakada birikmesidir. Birgok
arastirmaci bazal lineer depozitlerin, RPE kaynakli oldugunu ve fotoreseptor
hicrelerin dis segment materyallerinin RPE tarafindan fagositozu ile olustugunu
disiinmektedir®®. Matriks metalloproteinazlar ekstraselliiler matriks yikiminda gérev
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alirlar. Yasla birlikte Bruch membraninda inaktif MMP2 ve 9 birikir*®®,
Koriokapillaris dansitesi ve liUmen ¢apinda azalma da, Bruch membranindaki atiklarin
temizlenmesini azaltir. Yaglanmayla birlikte Bruch membraninda Tip 1 kollajen
artar'®'%, Proteinler arasi gapraz baglar ve glikozaminoglikan boyutlarinda artis
olur. lleri glikozilasyon Urlnleri birikerek makromolekiillere baglanir. Membran6z
atiklar, filamentoz ve vezikiler materyaller birikir. Makula alti Bruch membraninda
kollajen digi proteinler de artar, bu durum fotoreseptér yogunlugunun makulada daha

fazla olmasi ile iliskilendirilmektedir®®.

Tdm bunlarin  sonucu olarak, Bruch
membraninin hidrolik iletkenligi diiser'®®*%”. Kiigiik ve biiyiik molekiillerin gegirgenligi
azalir. Yaslanma ve bazal laminar depozit birikimi ile birlikte Bruch membranindaki
kalinhk artisi, Bruch membraninin fibréz tabakalarindaki kollajen ve elastik liflerde
sayica artig, dizilimlerinde bozulmalar, lipid igeriginde artig, su permeabilitesi ve
oksijen difuzyonunun azalmasi ile besin-atik degisiminin bozulmasina sebep
olur®*1%, Bruch membraninin ekstraselliiler matriksinde ve biyofiziksel ézelliklerinde
meydana gelen dalgalanmalar RPE ve fotoreseptorlerin  fonksiyonlarinin
bozulmasina yol agmaktadir.

c) Koriokapillaris: Koroid kalinligi yasla azalir. Ramrattan ve arkadaslari,
koroidin dogumda 200pm’den, 90 yasinda 80pum’ye inceldigini gdstermislerdir®.
Koriokapillaris yodunlugu ve limen c¢api azalir. Subfoveolar koroidal kan akimi
azalir®®. Koriokapillaris ve koroidde gdzlenen degisikliklerin YBMD'yi baslatan mi
yoksa hastaliga sekonder degisiklikler mi oldugu henlz kesinlik kazanmamistir.
Saglikli kigilerde arka kutupta yer alan koriokapillaris tabakasi, lobuler bir yapida
organize olmus sinuzoidal kapiller damar yumaklarindan olusmaktadir’®®. YBMD’de
ise bu sinusoidal yapinin degiserek yerini tubuler karakterde bir ag yapisina biraktigi
g6zlenmektedir. Bu tubuler kapiller agin, vicudun herhangi bir yerinde olmasi normal
kabul edilebilir bir bulgu olmasina ragmen bu yapinin makula bélgesinde yer almasi
patolojik bir degisim olarak yorumlanmaktadir*'®. Bu morfolojik degisikliklerin yani sira
makula bolgesindeki koriokapillaris yapisinda yaglanma ile birlikte birtakim
fonksiyonel dedgisikliklerin de oldugu gosterilmistir. Bu arada bu bdlgenin hemen
Uzerinde yer alan fotoreseptor tabakasi metabolik olarak RPE ve koriokapillarise
bagimlidir ve bu hucrelerde bu metabolik etkilesimin bir uzantisi olarak belirgin bir
kayip gdzlenmektedir**. RPE’nin hasarlanmasi ile birlikte hasarli bélge tamir ediimek
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Uzere anormal hicreler tarafindan isgal edilmektedir. iste bu anormal hicrelerin
fonksiyonlari belki de koriokapillaris atrofisinde dnemli rol oynamaktadir. CuUnku
normal RPE hdicreleri, normal fonksiyonunu strdlirmek Uzere koryokapillarisle
salgiladigi sitokinler aracihdi ile yakin iliski igindedir*?. Fotoreseptdr-RPE Bruch
membran kompleksinin fonksiyonlarini tam olarak yapabilmesi i¢in saglam bir
koriokapillaris gerekmektedir. Clnkl koriokapillarisin esas fonksiyonlarindan biri, bu
bdlgeye besinleri ve bu bodlgenin metabolik fonksiyonlarinin devami igin gerekli
maddeleri tasimanin yanisira bu bdlge fotoreseptdr hiicreler tarafindan olusturulan
ve RPE tarafindan fagosite edilmis olan metabolik artiklari uzaklastirmaktir**®. Biitin
bu bulgular koriokapillarisin, metabolik olarak ¢ok aktif bir tabaka olan RPE tabakasi
ile hem fonksiyonel hem de anatomik ve fizyolojik agidan surekli etkilesim icinde
oldugunu ve her iki tabakada olan degisikliklerin digerini direkt olarak ilgilendirdigini
dusundurmektedir.
2.0ksidatif Stres

Yaslanma, oksidatif hasarin artmasina neden olur. Plazma glutatyon, vitamin
C ve E duzeyleri azalir, lipid peroksidasyonu artar. RPE hucrelerinin katalaz aktivitesi
ve vitamin E dlzeyi duser, hucre igi lipofuksin artisi da RPE hucrelerini oksidatif

strese acglk hale getirirt**%,

Fotoreseptor dis segmentlerindeki yag asitleri,
fotoreseptor RPE duzeyindeki oksijen duzeyinin yuksek olmasi ve retinanin yuksek
irradyasyona maruz kalmasi, yas, inflamasyon, sigara kullanimi lipid peroksidasyonu
icin uygun ortam olusturur™'®. Lipid peroksidasyonu en fazla makulada gerceklesir'’.
Serbest radikallere bagli RPE hicre membrani lipid peroksidasyonu, membranda
bleblerin olusumuna ve bunlarin RPE altinda bazal laminar depozit benzeri depozitler
halinde birikmelerine yol acar®.
3.iskemi

YBMD icin temel bir risk faktoru olan sigara kullanimi, kan damarlarini daraltip
kan akisini sinirlandirarak iskemiye katki saglamaktadir. ilerleyen yasla birlikte,
RPE’ye kan akisini saglayan koroidal kan damarlarinin ¢gapinda ve sayisinda azalma
gorulur. Bruch membraninin gecirgenliginin azalmasi, koroidden RPE’ye difuzyonu
bozabilir. Koroid kan akiminda degisiklikler, oksijen difuzyonunda azalma ve iskemi

gorilmektedirt®.
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4.inflamasyon
Gelisen neovaskularizasyonda tek etkenin iskemi olmadigi, gelisen dokunun
histopatolojisi incelendiginde lenfosit, makrofaj, yabanci cisim dev hucreleri gibi

inflamatuar hiicrelerin bulundugu gdsterilmistir'?°.

Boylece bodlgede kronik bir
enflamasyon tetiklenmis olur. Inflamasyon sonucu gelisen hipoksi ve iskemiye bagli
anjiogenezis uyariimakta ve bu da KNV gelisimi ile sonuglanmaktadir.
5. Anjiogenez

Anjiogenez, yeni damar olugsumu ile karakterize gok basamakli ve karmasik bir
surectir. Fizyolojik anjiogenez, embriyonun gelismesi ve buyumesi, yara iyilesmesi ve
iskemik dokularin yeniden vaskularizasyonunda kritik bir rol oynarken, patolojik
anjiogenez kanser, ateroskleroz, romatoid artrit gibi pek ¢ok hastalikla ve okuler
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neovaskularizasyonla birlikte olabilir=". Kimyasal yaniklar, neovaskuler glokom,

prematurite retinopatisi, diabetik retinopati, retina arter/ven tikanikliklari ve YBMD

anjiogenezin goriilebildigi okiler patolojilerdir*??

. Retinal ve koroidal anjiogenez
gorme kaybinin dnemli nedenleri arasindadir. Retinal dolasimdan koken alan
neovaskularizasyon genellikle diabetik retinopati, retina ven okluzyonu, prematur
retinopatisi ve orak hlcre retinopatisinde goérulur. Koroidal dolasimdan kaynaklanan
neovaskularizasyon YBMD, okuler histoplazmosis, dejeneratif miyopi ve travmaya
bagh olabilir'?.

Anjiogenezisi aktive ve inhibe eden faktorler arasindaki dengenin bozulmasi
sonucu KNV olusur. Anjiogenez, vaskuler endotel hucrelerinin proliferasyonu,
ekstraselliler matriksin yeniden sekillenmesi, endotel hicre gogu ve kapiller tip
olusumu ile meydana gelmektedir. Bu sureg, bluyume faktorleri, ekstrasellller matriks
ve hucresel komponentlerin kompleks etkilesimleriyle kontrol edilmektedir ve net
sonug anjiogenetik ve anjiostatik elemanlar arasindaki denge tarafindan
belirlenmektedir'?*. Anjiogenezisi uyaran en énemli faktér VEGF iken angiogenezisi
inhibe eden en dnemli faktdr pigment epitel kaynakl faktérdir (PEDF)*.

Druzenin Uzerindeki RPE’de iskemi gortilmesi VEGF salinimini tetiklemekte ve
KNVM formasyonuna neden olmaktadir. Bruch membraninda lipofilik materyalle
meydana gelen kalinlasma sonucunda oksijenin koroidden RPE’ye ve retinaya diflize
olmasinin azaldigida 6ne surulmistir. RPE’den VEGF sekresyonu polarize bir

sekresyondur, normoksik kosullarda bazal sekresyon apikal sekresyondan 2—7 kat
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daha fazladir'®®. Hipoksik kosullarda aradaki bu fark daha da artmaktadir. Koroidal
damarlardan kdken alan yeni olusmus damarlar ve bu damarlara eslik eden kan ve
sivi, Bruch membranini pargalayip gecerek subretinal pigment epiteli bogluguna
ve/veya subretinal bogluga girerek retina ylzeyinde duzensiz elevasyonlara sebep
olur. Yatay olarak RPE ve Bruch membrani arasinda gelisen yeni damarlar, organize
olarak koroidin besleyici damarlari ile birlesirler. Yeni damar endotelinin bariyer
fonksiyonu gelismediginden, retina i¢i tabakalara sivi, protein ve lipid sizdirirlar ve
kanama egilimleri fazladir*?®.
MikroRNA
Tanim

miRNA’lar, endojen kigik RNA’larin (small RNA) bir sinifini olusturan, protein
kodlamayan RNA molekiilleridir*’*?®. Yaklasik 20-23 niikleotit uzunlugunda tek
iplikcikli miIRNA’ larin sayisi insanlarda bini gegmektedir'?®**°. Bu molekiillerin cesitli
biyolojik olaylarda ve patolojik durumlarda &énemli duzenleyici roller aldigi
gOsterilmistir. miRNA’ larin hicresel gen ekspresyonunu transkripsiyonel ve post
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transkripsiyonel seviyede dizenledigi dusundlmektedir". mRNA’lara hedef genin

duguk 6zgullikte baglanmasina, mRNA yikimina ve translasyonel inhibisyona neden
olabilecegi icin miRNAlar gen ifadesinin kontroliinde énemli rollere sahiptir'3233,
MikroRNA’ Kesfi

Lee ve arkadaslari, 1993 yilinda bir nematod olan Caenorhabditis elegans’in
gen igerigini incelediklerinde, protein kodlamayan lin-4 olarak isimlendirdikleri genin,
22 nukleotid uzunlugunda kuguk bir RNA transkribe ettigini bildirmislerdir. O siralar
bir nematodun yapisal 0Ozelligi sanilan ve yasam dongusUnun zamanlamasi ile
ilerlemesini kontrol etti§i distnilen lin-4 kesfedilen ik miRNA'dir***. Reinhart ve
arkadaslari, 2000 yilinda C. elegans’da, let-7 olarak isim verdikleri 22 nukleotid
uzunlugunda, canlida gelisim basamaklarini dizenleyen farkli bir miRNA daha
kesfetmislerdir. insanlar ve bazi tirler arasinda let-7’nin kaydadeger bir biyolojik

135,136

fonksiyona sahip olmasindan dolayi korundugu gosterilmistir . Bu calismalar

Isiginda birgok miRNA en basit canlilardan insana kadar yuksek oranda korunurlar
ve genom igerisinde miRNA’lar kodlayan bir¢cok gen bdlgesinin varlidi bilinmektedir.

Bu durum bize miRNA’larin tim canlilarda énemli gorevleri oldugunu gdsterir'?”3%

136
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MikroRNA’larin Olusumu

Hucre dongusu ve buyume uzerine duzenleyici etkileri olan kuguk, protein
kodlamayan RNA turi olan miRNA’lar, RNA polimeraz Il (pol II) tarafindan
sentezlenmektedir. Yapilan son galismalar ile birgok farkli miRNA lokusunda RNA
polimeraz Il (pol IlIl) ile iligkili tekrar dizilerinin gosterilmesi pol III'in de miRNA
transkripsiyonunda énemli yeri oldugunu gostermistir3” 247,

MikroRNA'larin sentezi DNA’dan RNA pol enzimi araciligiyla énci miRNA (pri-
miRNA) sentezlenmesiyle baslar. Sa¢ tokasi seklinde olusan pri-miRNA nikleusta
bulunan bir RNaz olan Drosha ve RNA baglanma noktasi bulunan bir protein
DGCRS8/Pahsa’dan olusan mikroiglemci komplekse baglanir ve 60 ile 70 nukleotidlik
parcalar haline getirilerek pre-miRNA haline dénistiriilirt?8133.147-151

Bir nUkleer tagsima reseptoru olan Exportin 5 ve nuklear bir protein olan RAN-
GTP’ye bagimli bir sekilde pre-miRNA molekiilii sitoplazmaya tasinir>%. RNAaz IlI
enzimi ailesinden bir endonukleaz olan Dicer, TAR RNA baglayan protein (TRBP)
veya Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) aktive eden protein (PACT) ile etkilesimde
bulunurak sitoplazmada pre-miRNA’I pargalayarak c¢ift zincirli, 18-24 nukleotid
uzunlugunda miRNA dubleksine dénistirirler'>3, Dicerin diger fonksiyonu da RNA ile
tetiklenmis susturma kompleksi (RNA indiiklenmis Baskilayici Kompleksi; RISC)

olusumununda kilit roli olmasidir*

. Pre-miRNA’nin sapl, ilmikli yapisi dicer
tarafindan kesildikten sonra miRNA dubleksinden sadece bir tanesi RNA ile
tetiklenmis susturma kompleksine katilir. RNA ile tetiklenmis susturma kompleksinin
ihtiva ettigi RNAaz olan Argonaute’un yardimi ile bu iki iplikten 5 ucu daha kararh
olani secilip komplekse katilir. Bu komplekse dahil olan yapi kilavuz iplik (guide iplik)
olarak isimlendirilir. Diger kilavuz olmayan ve yolcu iplik olarak adlandirilan iplik RISC
kompleksi tarafindan sindirilir. miRNA’lar aktif RISC kompleksine katildiktan sonra, ya
Argonaute proteinleri aracihdiyla mRNA'nin yikimina ya da protein translasyonunun

engellenmesine neden olurlar (Sekil 1)*°.
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sitoplazma

pre-miRNA

miRNA/MIRNA* AAA

dubleks YV
immatir A

Argonaute kompleksi —=—~—~

matir

Argonaute kompleksi —"=""—

Sekil 1. MikroRNA olusumu **°.
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MikroRNA’larin Fonksiyonu

Olgun miRNA’lar hedef genlerin ekspresyonunu azaltarak protein sentezinin
dizenlenmesine katilirlar. miRNA’lar kendi nikleotid dizilerini tamamlayici hedef
genleri tanima Ozelligine sahiptir. Kendi nukleotid dizilerine komplementer hedef
genleri tanima 6zelligine sahip miRNA’lar, RISC ile kompleks olusturup baz giftlesme
Ozelligi ile mMRNA’ya baglandiktan sonra protein translasyonunun inhibisyonuna ya da
mRNA’nin yikimina sebep olur®®’. miRNA’larin herbirinin birden fazla mRNA’nin
ekspresyonunu dizenleyebildigi ve mRNA’larin herbirinin de birden fazla miRNA

tarafindan hedeflenebildigi saptanmistir (Sekil 2)°>1°°,

mRENA yikimiw,
protein = S TRBP

1rans|asynnun‘qu,f"
baskilanmasi | GEMINA

\ GEMING

-

DROSHA DGCRS
/ q Ran-GTP

\\
Pri-miRNA jlvw XP05 q
ATAVATAWATWAWA i | -
IATAVATAVAVAVAVAY Pre-miRNA

| DICER

[ Double
transkripsiyon Eltl'r-la ;ded
VAR

Sekil 2. MikroRNA olusumu ve fonksiyonu®®°,

MikroRNA, hedef mRNA’'nin 3’ ucundaki translasyona ugramayan bdlgesine
(Untranslate Region-UTR) ya da hedef mRNA‘nin ORF (Open Reading Frame- agik
okuma gergevesi) bolgesine baglanir ve baglanma pozisyonu miRNA kompleksinin
mRNA’ya nasil komplementer olduguna bagh olarak degiskenlik gosterir.
Translasyona ugramayan bdlgesine baglandiginda; kusurlu, eksik tamamlayicilikla

ve translasyonun baskilanmasiyla sonuglanir.
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ORF Dbdlgesine baglandigi  takdirde baglanma kusursuz, eksiksiz
tamamlayiciligi gosterir ve sonugta Argonaute2 (Ago2) tarafindan mRNA‘nin yikimi
gerceklesir™>" %8,

Go6z ve miRNA

Bircok hucresel olayda oOnemli fonksiyonlari olan miRNA’larin kanser,
kardiyovaskuler hastaliklar ve dejeneratif géz hastaliklarinda yeni terapdétik ajanlar
olabilecegi  dustiniimektedir®®*%?.  Cesitli calismalarda miRNAlarin  gdziin
gelismesinde ve farklilasmasinda rol aldigi gosterilmistir'®%*. Frederiske ve ark.
miR-124, miR-7, miR-125b ve let-7a’y1, Ryan ve ark. ise miR-184, miR-125a ve b,
miR-31, miR-204, miR-26a ve b, miR-181a ve b, miR-30a, b, c ve d, miR-23 a ve b,
miR-450 ve let-7fi farelerde lens gelisimi ile iliskili bulmuslardir*®>**®. Ryan ve ark.
fare kornealarinda 31 cesit miRNA’ nin eksprese oldugunu rapor etmigler ve bunlarin
cogunun retinada da eksprese oldugunu gdstermislerdir*®®. Xu ve ark. miRNA-184"(in
hem kornea hem de retinada eksprese oldugunu ve diger inceledikleri birgok dokuda
olmadigini gérmuslerdir. Bu ylizden miRNA-184’Gn oftalmik dokulara spesifik
oldugunu diisiinmislerdir'®’. miR-96, miR-182, miR-183, miR-184, miR-210 ve miR-
140 Xu ve ark. tarafindan sadece retinada eksprese olan miRNA’lar olarak
bulunmustur*®®. Deo ve ark. miR-181a, -182, -183, -204, -125b, -26a ve -124a’nin
fare retinalarina spesifik eksprese oldugunu gdstermislerdir'®.

Anjiogenez ve miRNA

Caporali ve ark. vyaptiklari c¢alismada endotelde yer alan miRNA’lari
anjiogenezde hedef gen olan miRNA’lar (anjiomiRler), proanjiogenik uyari ile stimule
olan miRNA’lar ve antianjiogenik uyari ile stimule olan miRNA’lar olarak siniflamistir
(Sekil 3)*7°.
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Endotel Hucreleri

VEGF, Diger
Biylume Faktorleri Hipoksi

ROS, Yaglanma,
Diyabet

b 4 b .4
=D =dr = = Jr=J = J-=7)
miR-126 WL
(spred1/PIK3R2) h 4 .
R-200c (ZEB1
. . miR-130a (HOXAS/GAX) mIR-200c 2EES)
miR-221/222 (c-kit) miR-217 (SIRT-1)
- miR-132 (p120RasGAP)
miR-23/27 , miR-34 (SIRT-1)
(Sprouty2/SemabA) miR-296 (HGF)
. : miR-503
miR-17-92 (Tspl) miR-101 (EZHZ) \/ (CCNEl/CdCZSA)
miR-20a (VEGF) miR-424 (CUL2)

miR-92a (ITGBS)

miR-200b (Ets-1)

AngiomiR

Pro-angiogenic Uyarn

Anti-angiogenic

Uyan

Sekil 3. Anjiogenez ile iliskili mikroRNA'lar* ™.
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Wu ve ark. angiogenez ile ilgili yaptiklari benzer calismada miRNAlari

anjiogenezi inhibe ve aktive edenler olarak siniflamistir (sekil 4).1™

mIR-126 Angiogenez
miR-17-92
Let-7b.f
miR-27b
miR-130a .
e Aktivasyon
miR-378
miR-296
R -
Inhibisyon
fe—
miR-221
miR-222
miR-16b
miR-16
miR-20
miR-328
S ——

Sekil 4. Anjiogenezi inhibe ve aktive eden mikroRNA’lar'™.

Okuler Anjiogenez ve miRNA

Hipoksi ile induUklenen retinal ve koroidal neovaskularizasyon; diabetik
retinopati, KNVM gibi bircok retinal hastalikla iligkilendirilmistir'’>"®. Shen ve
arkadaslarinin olusturdugu retinal iskeminin indiklendigi farelerde miR-451, -424, -
146, -214, -199a, -181 ve -106a ekpresyonunda artis miR-31, -150, ve miR-184

ekpresyonunda da azalma izlenmistir*’.
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GEREC VE YONTEMLER
Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Gz Hastaliklari Anabilim Dali Poliklinigi’nde
Eylul 2012- Nisan 2013 tarihleri arasinda basvuran daha énce tedavi almamis, yeni
YBMD tanisi alan 22’si erkek, 11’i kadin olmak Uzere toplam 33 hasta galismaya
danhil edilmistir. Kontrol grubunu 17’si erkek, 14’0 kadin olmak tzere 31 saglikli Kigi
olusturmustur. Hasta grubundaki bireyler, klinigimize yas tip YBMD oOn tanisi ile
refere edilmis ve genel oftalmoloji poliklinigimize basvurup retina birimine
yonlendiriimis hastalardan secilmistir. Hastalara tam oftalmolojik muayenenin yani
sira, FFA ve optik kohorens tomografi (OKT) tetkikleri uygulanmigtir. Klasik ve gizli
KNVM tanisi konan hastalar calisma kapsamina alinmistir. Kontrol grubundaki
bireyler herhangi bir goz sikayeti olmayan goéndullilerden segilmistir. Tam oftalmolojik
muayeneleri yapilarak oftalmolojik patoloji saptananlar ¢alisma kapsami disinda
birakilmistir. Kontrol grubundaki hastalara OKT tetkiki uygulanarak kuru ve yas tip
YBMD diglanmisgtir.
Arastirmaya Dahil Edilme Kriterleri;
Hasta grubu:
e 50-80 yas araliginda olma
¢ Sistemik hastalik dykuslnin olmamasi (Diabetes Mellitus ve Kanser)
¢ Yeni tanisi konup, daha 6nce tedavi almamis olmak
Kontrol grubu:
e 50-80 yas arasinda olma
¢ Sistemik problemi olmamasi (Diabetes Mellitus ve Kanser)
Mersin Universitesi Klinik Arastirma ve Etik Kurulu'ndan 19.07.2012 tarih ve
255 sayili karari ile onay alindi. Calismaya dahil edilen hastalar ve saglikli bireyler bir
tanik gozleminde calismaya katilmaya istekli olduklarini belirtmigler ve bunu
bilgilendirilmis onam formu imzalayarak gostermislerdir.
Hastalarin yasi, cinsiyeti, tanisi, tani sirasinda uygulanan tetkikler kayit altina
alindl.
Daha sonra calisma ve kontrol grubundaki bireylerin 2 mllik periferik kan
ornekleri EDTA’lI tiplerde toplanarak, serumlari santifrij ile ayrildi. Ardindan ayrilan
bu serum Orneklerinde sik olarak eksprese oldugu saptanan miRNA (Panel A-384

subtip) duzeyleri saptandi.
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Kullanilan Arag ve Geregler

Kullanilan Cihazlar
e -80 °C Sogutucu (Heto Ultrafreeze )
e Buzdolabi (Indesit)

e Derin Dondurucu (Ugur)

e 8 kanalli pipet (Gilson)

¢ 16 kanalli pipet (Gilson)

e Dynamic Array 96.96, Katalog no: (Fluidigm)

e Yilksek kapasiteli RT-PCR Sistemi, Katalog No: (Fluidigm, Biomark, USA)
e LightCycler 480 Real-Time PCR System (Roche Applied science)

e Santrifuj (Sigma k-15-1, Almanya)

Kullanilan Malzemeler

e High Pure miRNA Isolation Kiti: Katalog no: (Roche Diagnostics, Manheim,
Germany)

e Tup (2x%50), toplama tupleri (2x50)

¢ 1.5 ml'lik ependorf (DNase, RNase Free)

¢ 0.5'lik ependorf (DNase, RNase Free)

e 96 Well PCR Plate, Katalog no (USA Scientific)

¢ PCR Plate Film, Katalog No: (USA Scientific)

¢ DNA slspansiyon buffer

e TagMan PreAmp Master Mix, 2X Katalog no: (Applied Biosystem)

e MegaPlex PreAmp Primers (10X), Human Pool A v2.1 Katalog no: (Applied
Biosystem)

e MegaPlex PreAmp Primers (10X), Human Pool B v3.0 Katalog no: (Applied
Biosystem)

e 8li strip tup

e MegaPlex RT Primers Human, Pool A v2.1, Katalog no: (Applied Biosystems)

e MegaPlex RT Primers Human, Pool B v3.0, Katalog no: (Applied Biosystems)
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e TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit, 200 Katalog no: (Applied
Biosystems)

¢ Reverse Transcriptase (ABI)

¢ RNase Inhibitor

e DNase, RNAse Free Water

e MgCl,

e Sample & Assay LoadingKit, Katalog no: (Fluidigm)

e RNU48

Yapilan g¢alisma, uretici firmanin (Fluidigm PN:100-1616 B2) 6nerdigi yol izlenilerek
gerceklestirilmigstir.

MikroRNA Analizi
Serum Eldesi

Kan oérnekleri 10ul’lik normal tlplere alinarak en gec¢ 2 saat igerisinde isleme

alindi.

1. Tupler 15 dk sureyle 4000 rpm de santriflj edildi.

2. Santrijuj isleminin ardindan tlpler sarsmadan santrifijden c¢ikarildi. Tapin st
kisminda toplanan serum temiz bir mikrosantrifij tiptne aktarildi.

3. Mikrosantrifuj tupleri ait olduklari hastalarin bilgileriyle numaralandirildiktan
sonra -80°C de isleme alinaca@i gline kadar beklemesi amaciyla dondurucuya
kaldirildi.

MikroRNA izolasyonu

MikroRNA izolasyon kiti (Roche Diagnostics, Manheim, Germany) kullanilarak

toplanilan serumlardan miRNA izolasyonu yapildi.

1. Serum orneklerinden 150pllik kisim DNase, RNAse free mikrosantrifij
tuplerine aktarild1.

2. Her bir mikrosantriflij tipine 312 I’ lik Binding buffer ve 200ml Binding
Enhancer eklenerek karistirildi.

3. Filtreli tip toplama kabina aktarilan ornekler 1 dk sureyle 13000g de santrif(j

edildi ve ardindan toplama kaplari atild1.
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4. Filtreli tupler temiz toplama kaplarina alinarak Uzerine 500 ml Wash Buffer
eklendi ve 30 sn sureyle 13000 g de santriflij edildi. Toplama kaplari atild1.

5. Filtreli tipler temiz toplama kaplarina alindi ve Uzerine 300 pyl Wash Buffer
eklendi. Bu islemi takiben 6nce 30 sn ardindan 1 dk olmak tzere 13000 g’ de
santrifuj edildi.

6. DNase, RNase free mikrosantrifljj tlplerine aktarilan filtreli tlplerin Gzerine 50
ul Elution Buffer eklendi. Ornekler 1dk siireyle oda sicakliginda inkiibe edildi
ve ardindan 13000 gde 1 dk santrifuj edildi.

7. Bu igslemler sonucunda elde edilen total RNA bir sonraki isleme kadar -80 °C

de saklandi.
MikroRNA Tagman cDNA Protokolii

1. RNA ornekleri -80 °C den cikarildi ve erimeye birakildi. Ardindan 30 sn
santrifuj edilerek cDNA protokolu hazirlanana kadar soguk blok Gzerinde
bekletildi.

2. Asagidaki karisim hazirlanarak temiz 8’li strip ttplerin (0.3ml) her bir kuyusuna

42 ul olarak pipetlendi.
Karisim: (Kullanilan Kit: Applied Biosystems (PN 4444750, 4366596)

e MegaPlex RT Primers (10X) A (Applied Biosystems, PN 4401009) veya B

(Applied Biosystems, PN 4401010) 60.00 pl
e dTTP’li dNTP (100mM) 15.30 pl
e MultiScribe Reverse Transcriptase (50U/ pl) 115.00 pl
e 10X RT Buffer 61.30 pl
e MgCl, (25mM) 69.00 pl
¢ RNase Inhibitor (20U/ pl) 7.60 pl
e Ndukleazlardan arindirilmig su 16.80 pl

Toplam: 345.00 pl
3. 8li strip tiplere aktarilan bu karisimdan 3 ul, 8 kanall pipet kullanilarak 96
kuyuluk PCR plate dagitildi.
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4. RNA orneklerinin bulundugu 96 kuyuluk platen, 8 kanall pipet 2 ul'ye

ayarlanarak RNA 6rnekleri alindi ve cDNA karigimlari Gzerine eklendi. 5-6 kez

pipetajlanarak RNA orneklerinin cDNA karisimi ile iyice karismasi saglandi.

5. Platein ylzeyi yapiskanh film saglam bir sekilde ortulerek 1 dk santriftj yapildi

ve ardindan 5 dk sureyle inkiibasyon igin buz Gzerine birakildi.

6. mIRNA TagMan cDNA Thermal Protokili Ustten i1sitma 6zelligi olan bir

thermal cycler da asagida bahsedilen programa gore calistiriidi.

-miRNA TagMan cDNA Termal Program

16 °C
42°C
50°C
85 °C
4°C

120 sn
60sn 40 dongu
1sn

300sn

[>e]

MikroRNA TagMan PreAmplifikasyon Protokolu

1. cDNA o6rneklerinin bulundugu 96 kuyuluk plate -80°C’den cikarilarak erimeye

birakildi ve ardindan 30 sn santriflij edildi.

2. 8 kanalli pipet kullanilarak 2 pl cDNAGrnegi yeni bir 96 kuyuluk plate aktarildi.

Uzerine 8 ul DNA Suspansion Buffer eklenerek pipetaj yapildi.

3. PCR karisimi 96 6rnek (95 cDNA 6rnedi+1 Negatif kontrol) icin asagidaki

reaktifler hazirlandi ve 8’li strip tipUin her bir kuyucuguna 62 pul pipetlendi.

Kullanilan Kit: Applied Biosystems (PN 4444750, 4391128)

-TagManPreAmpMaster

287.50 pl

Mix,2x (AppliedBiosystems, PN4391128)

-MegaPlexPreAmpPrimers (110X) (AppliedBiosystems, PN4401009-PN4401010)

57.50 pl

Toplam: 345.00 pl

4. 8 kanalli pipet 3 pl'ye ayarlanarak yukaridaki karisim temiz bir 96 kuyuluk plate

aktarildi. 96 kuyucugun her birine iglem tekrarlandi.
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5. Dilue edilmis cDNA ornekleri az once hazirlanan PCR karigimi Uzerine 2 i
seklinde 8 kanalli pipet kullanilarak aktarildi. Pipetaj yapilarak iyice karigmalari
saglandi.

6. Platein Gzerine yapiskanl film ile kaplanarak 1 dk sureyle santriflj edildi ve
ardindan 5 dk sureyle inkibasyona birakild1.

7. miRNA TagMan PreAmp Thermal Protokolu asagida belirtildigi sekilde Ustten

Isitma ozelligi olan bir thermal cycler da ¢aligtirildi.

-PreAmp Thermal Program

. 95 °C 600sn

. 55 °C 120sn

. 72°C 120 sn

. 95 °C 15sn

18dongu

. 60°C 240sn

. 99.9 °C 600sn

° 4°C 00

8. PreAmplifikasyon sonunda 2 pl PreAmp cDNA’lari temiz bir 96 kuyuluk plate
aktarildi. Uzerine 18 pyl DNA suspansion Buffer koyularak 1:10 olacak sekilde
sulandirildi.

9. PreAmp cDNA’lar ayni guin kullanilacaksa 4°C’ye, fakat kullanilmayacaksa -
80°C’ye saklandi.

Bu protokol Pool A ve B preamp primerleri igin ayri ayri olmak GUzere cDNA A

ve B olarak iki panel seklinde uygulanmistir.
MiRNA Analizi

cDNAlar Dynamis Arrayler Uzerinde 714 miRNA igin Yuksek Kapasiteli Real-
Time PCR sistemi (Fluidigm, Biomark, USA) kullanilarak analiz edildi.

Dynamic Array 96.96’nin Hazirlanmasi

Bir adet Dynamic Array 96.96 alarak paketi acildi. Ust ve alt kisimlarinda
bulunan kuglk hlcrelere her hicreye bir enjektdér olmak kosuluyla Control Fluid’lar
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yuklendi. Dynamic Array 96.96 yi IFC Controller'a yerlestirildi ve PRIME edildi. Bu

islem 20 dk kadar surmektedir, bu sure esnasinda asagidaki islemler yapildi:
Ornek ve PCR Karisiminin Hazirlanmasi

1. Asagidaki karisim 96 ornek igin (95 cDNA 6rnegi+1 Negatif kontrol) hazirlandi
(610 hacimler hesaba katilmigtir)
o TagMan Universal PCR Master Mix (No AmpErase UNG ) 490.00 pl
o GE Sample Loading Reagent (Fluidigm, PN85000746) 49.00 pl

Toplam: 539.00 pl

2. Yukaridaki karigimdan 8'li strip tipe her bir kuyucuga 65ul olacak sekilde
pipetlendi.

3. Temiz bir 96 kuyuluk plate alindi ve yukaridaki karisimdan 3.85 pul her bir
kuyucuga pipetlendi. Daha sonra 8 kanalli pipet kullanilarak 3.15 pl dilue
preamplifiye cDNAlar alinarak karisim Uzerine pipetlendi. Her pipetlemede
pipetaj yapilarak orneklerin iyice karismasi saglandi.

4. Butin ornekler bu sekilde karistirildiktan sonra Master mix+ diluted
PreAmplified cDNAnin her birinden 5 pul alarak dikkatli bir sekilde Dynamic
Array 96.96da SAMPLE seklinde isaretli bolime pipetlendi.

ASSAY Karisimin Hazirlanmasi

1. Calismaya baglamadan 6nce A ve B assay plateleri, toplamda 30 ul
DNAse/RNase free su ve Assay Loading Reagent ile 1:1 olacak sekilde
¢ozulda.

2. Cozulen assaylerden 4.5 ul alinarak Dynamic Array 96.96 da ASSAY seklinde
isaretli bolume pipetlendi.

3. Assay plate ayni giin icinde kullanilacaksa 4 °C’de aksi taktirde -20 °C'ye
kaldirildi.

4. Dynamic Array 96.96 IFC Controller'a konularak LOAD program ¢alistiriidi.

MikroRNA TagMan Dynamic Array Protokolii

1. Load ve Mix islemi bitince BioMark Data Collection software de Start'a New
Run’a tiklandi. Bu arada BioMark uzerindeki isiklarin ikisinin de vyesil

olmasina dikkat edildi. ClUnkd bu lambanin asildigini ve cihazin hazir
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oldugunu gosterir. Dynamic Array 96.96 BioMark’a yerlestirildi ve Load’a
tiklandi.

2. Chip Run File ekraninda ‘This is a new chip run’a tiklandi. Dosyay! nereye
kaydedeceg@imiz ve dosyanin isminin ne olacagi secildi ve Next'e tikland1.

3. Application, Reference and Probes ekraninda Application boliminde Gene
Expression’u Passive Reference bdliminde ROX ve Assay boliminde ise
Single Probe isaretlendi ve asagida acilan kisimdan FAM-MGB | segildi
veNext e tiklandi.

4. Protokol olarak GE 96.96 Standart V1 thermal protokollu secildi ve Auto
Exposure’un segili oldugundan emin olundu ve Next’e tiklandi.

5. Start Run’a tiklayarak calisma basglatildi.
istatistiksel Analiz

Hasta ve kontrol gruplarinda parametrelerin normal dagilima uygunluk
kontrolleri Shapiro Wilks testi ile test edilmistir. Normal dagihima uyan gruplarda
surekli yapidaki veriler icin tanimlayici istatistik olarak ortalama ve standart sapma,
uymayan gruplarda ise medyan ve ylUzdelik degerleri verilmistir. Kategorik yapidaki
parametreler icin sayl ve ylizde degerleri verilmistir. ki grup arasinda ortalama
farklihklarin testinde dagilmin sekline bagh olarak Student t testi ve Mann Whitney U
testi kullaniimistir. ikiden farklh grup arasinda fark olup olmadiginin kontroliine
ANOVA testi ile bakildi. Gruplarin ikiserli karsilastirmasi igin TUKEY testi kullanildi.
Kategorik degiskenler arasindaki iliskilerin analizine ki kare testi ile bakilmistir. iki
surekli yapidaki parametre arasindaki iligskinin kontrolinde Spearman korelasyon
katsayisi hesaplanmistir. Hasta ve kontrol gruplari arasindaki grafiksel gosterim igin
normal dagilan parametrelerde Error Bar grafigi, dagiimayan parametreler icin ise

BoxPlot grafikleri tercih edildi. istatistik anlamhlikta p<0.05 alinmistir.
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BULGULAR
Calismaya, hasta grubundan 33 (%50.8) kontrol grubundan 31(%49.2) Kisi
dahil edildi. 72,12+8,7 vyl
grubundaki saglikh bireylerin yas ortalamasi 62,67+7,1 yil idi ve iki grup arasinda

Calismaki hastalarin yas ortalamasi iken, kontrol

istatistiksel olarak anlamli fark vardi (p<0.001) (Tablo 1).

Tablo 1. Hasta ve kontrol gruplarinin yas ortalamalari.

Grup N Ort. S. Sapma P
Yas | Hasta 33 72,1212 | 8,74556
<0,001
Kontrol 31 62,6774 7,13390

Hasta grubunda 33 bireyin 11’i kadin (%33,3), 22’si erkek (%66,7), kontrol
grubunda yer alan 31 saglikli bireyin ise 14’ kadin (%45,2), 17’si erkekti (%54,8). Iki
grup arasinda cinsiyet dagilimlari yoéninden istatistiksel olarak anlamli fark yoktu
(p>0.05) (Tablo 2).

Tablo 2. Hasta ve kontrol gruplarindaki cinsiyet dagilimi.

Cinsiyet Hasta Grubu Kontrol Toplam p Degeri
Grubu

Kadin 11 (%33,3) 14 (%45,2) 25 (%39,1)

Erkek 22 (%66,7) 17 (%54,8) 39 (%60,9) 0,443

TOPLAM 33 (%100,0) | 31 (%100,0) | 64 (%100,0)

Hasta ve kontrol gruplarindan alinan periferik kan 6rneginden toplam 384
miRNA analizi yapildi. Bunlardan 51 tanesinin artan ya da azalan dizeyde eksprese
oldugu, ancak 17 tanesinin kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli oldugu saptandi (p<0.05). Panelde yer alan diger miRNA ekspresyon
seviyeleri ise istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05) (Tablo 3).
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serum mMiRNA ekspresyonlarinin

Tablo 3. Hasta ve kontrol gruplarinda
kargilastiriimasi.
Hasta Kontrol
ACt (Ort ACt (Ort FC p
miRNA +SD) *SD)

miR-19a-3p 6,20 0,93| 5,76| 1,16|-1,35| 0,252
miR-140-3p 7,22| 0,86| 5,73| 2,11|-2,81|0,029
miR-19b-3p | -0,23| 1,31| -0,26| 1,11|-1,02 0,800
miR-20a-5p | 0,06| 0,94| 1,07| 1,50| 2,020,035
miR-20b-5p | 5,98| 1,27| 6,24| 1,29| 1,200,487
miR-103a-3p| 6,05| 2,18| 6,74| 2,11| 1,62(0,770
miR-130a-3p| 4,53| 1,09| 3,17| 1,16|-2,57(0,125
miR-21-5p 8,29| 1,42| 6,66| 1,05|-3,09|0,045
miR-30c-5p 1,46| 1,17| 0,87| 0,96|-1,50(0,114
miR-106a-5p | 1,44 | 1,27| 3,23| 1,38| 3,45| 0,001
miR-106b-5p | 1,43| 1,45| 2,12| 1,04| 1,620,141
miR-133a 6,68 2,07| 4,93| 0,96|-3,34|0,182
miR-146a-5p | 3,42| 1,37| 2,82| 1,71|-1,52|0,201
miR-24-3p -0,66| 0,90| 0,00| 1,06| 1,58/ 0,045
miR-122-5p 6,18 2,43| 4,60| 2,43|-2,98|0,240
miR-25-3p 0,20| 1,28| -0,68| 0,90|-1,84 (0,021
miR-146b-5p | 7,79| 1,44| 4,67| 1,11|-8,68| 0,006
miR-26a-5p 6,82 1,56| 6,10| 1,10|-1,65| 0,409
miR-92a-3p | -2,57| 0,98| -2,33| 1,62| 1,180,924
miR-93-5p 4,35 1,09| 4,58| 1,05| 1,17|0,369
miR-148a-3p| 6,89| 1,47| 8,49| 1,34| 3,020,245
miR-27a-3p | 5,37| 2,09| 4,90| 1,41|-1,38|0,610
miR-125b-5p | 4,75| 1,99| 2,91| 1,21|-3,59| 0,527
miR-16-5p 1,61 0,92| 1,23| 1,10|-1,301 0,155
miR-126-3p 1,23/ 0,96| 1,09| 1,39|-1,10/ 0,290
miR-17-5p 0,49| 1,23| 1,96| 0,95| 2,77/0,001
miR-139-5p | 4,62| 1,43| 3,19| 1,80|-2,71(0,092
miR-192-5p 7,93| 1,01| 6,11| 2,22|-3,54| 0,007
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Tablo 3. Hasta ve kontrol

karsilasgtiriimasi (devami)

gruplarinda serum miRNA ekspresyonlarinin

Hasta Kontrol
ACt (Ort ACt (Ort FC p
miRNA +SD) *SD)
miR-203 493| 2,92| 3,49| 0,96| -2,72| 0,465
miR-296-5p 7,13 1,29| 5,78| 1,44, -255| 0,111
miR-150-5p | -0,94| 1,40 -1,03| 1,49| -1,06| 0,661
miR-152 3,71| 1,33| 4,56| 1,22 1,81| 0,380
miR-193b-3p| 5,65| 1,81| 3,40| 1,98 -2,76| 0,063
miR-331-3p 557| 1,17| 5,65| 1,79 1,05| 0,655
miR-335-5p 7,59 1,63| 4,78 0,80 -7,00| 0,019
miR-197-3p 7,28| 1,58| 597| 1,14, -2.47| 0,089
miR-320a -0,24| 1,59| 0,00| 1,14 1,18| 0,304
miR-221-3p 3,45| 2,96| 4,73| 1,71 2,43| 0,309
miR-342-3p 542| 1,06| 4,01| 1,49 -265| 0,001
miR-190a 2,33| 1,09 2,68| 1,75 1,28| 0,427
miR-223-3p | -2,61| 2,24| -1,89| 1,04 1,65| 0,013
miR-191-5p 2,89| 1,08 3,02| 1,83 1,10| 0,797
miR-374a-5p| 1,81| 6,41 -1,89| 2,60| -12,92| 0,026
miR-484 -1,01| 1,71 -0,85| 1,43 1,12| 0,569
miR-375 537 2,00] 2,64| 1,89| -2.66| 0,134
miR-520d-5p| 5,60| 1,47| 4,11] 2,08 -2,81| 0,193
miR-451a -3,31| 1,04| -2,91| 1,19 1,32 0,104
miR-410 0,63] 2,97| -2,67| 2,54 -9.84| 0,001
miR-660-5p 6,06 1,39| 4,30| 1,13| -3,39| 0,002
miR-574-3p 4,42| 0,97| 3,13| 1,54| -2,44| 0,007
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Hasta grubunda ekspresyonlari anlamli olarak artan miRNA subtipleri; miR-
20a-5p, miR-106a-5p, mMiR-24-3p, mMIiR-17-5p, mMiR-223-3p iken, ekspresyonlari
anlamli olarak azalan suptipler miR-19a-3p, miR-140-3p, mMiR-21-5p, mMiR-25-3p,
mMiR-146b-5p, miR-192-5p, MiR-335-5p, miR-342-3p, miR-374a-5p, miR-410, miR-
660-5p, MiR-574-3p olarak saptandi. Diger miRNA subtiplerinde ise herhangi bir

anlamli ekspresyon farkliligi izlenmedi (Tablo 4) (Sekil 5).

Tablo 4. Hasta grubunda anlaml olarak eksprese olan miRNA subtipleri ve
ekspresyon oranlari.

miRNA FC
miR-19a-3p -1,35
miR-140-3p -2,81
miR-20a-5p 2,02
miR-21-5p -3,09
miR-106a-5p 3,45
miR-24-3p 1,58
miR-25-3p -1,84
miR-146-5p -8,68
miR-17-5p 2,77
miR-192-5p -3,54
miR-335-5p -7,00
miR-342-3p -2,65
miR-223-3p 1,65
miR-374a-5p -12,92
miR-410 -9,84
miR-660-5p -3,39
miR-574-3p -2,44
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Fold Change

= |
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dg-egT
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-11 -

-13

Sekil 5. Hasta grubunda anlamli olarak eksprese olan miRNA subtipleri ve
ekspresyon oranlarinin grafiksel ifadesi.

Bununla birlikte bazi miRNA subtiplerinin yalnizca hasta grubunda eksprese
oldugu saptandi. Bu miRNA subtipleri tablo 5’'de liste halinde verilmigtir.

Tablo 5. Sadece hasta grubunda eksprese olan miRNA subtipleri.

miR-29a-3p

Let-7c

miR-26b-5p

miR-27b-3p

miR-139-3p

miR-324-3p

miR-324-5p

miR-532-3p

miR-744-5p

miR-212-3p
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TARTISMA

YBMD’nin gérilme sikhdi 6zellikle gelismis toplumlarda yasli nifusun artisina
paralel olarak artmaktadir. Bununla birlikte hastaligin patogenezi tam olarak
anlasilamamistir. Yapilan ¢alismalarda VEGF’nin hastaligin fizyopatolojisinde énemli
rol oynadigi gosterilmis ve son yillarda anti-VEGF ilaglarin kullanimiyla birlikte
tedavide 6nemli bir yol alinmigtir. Buna karsin bazi olgularda anti-VEGF tedavi
uygulanmasina ragmen istenilen diizeyde yanit alinamamaktadir'’>*’®, Bu da
hastaligin  fizyopatolojisinin ~ duglnulduginden daha karmasik  oldugunu
gOstermektedir. Bu nedenle daha farkli molekiller ve mekanizmalar Uzerinde
calismalar devam etmektedir. Biz de ¢alisgmamizda yas tip YBMD gelisiminde etkin
rol oynayabilecegini dusindigumuz kuglik genetik materyal olan miRNA’lara
odaklandik.

Son yillarda Uzerinde bir ¢ok arastirma yapilan miRNA’larin fonksiyonlari
arasinda, gen ekspresyonunun duzenlenmesi, metabolik regulasyon, hafiza ve
sinaptik gelisim, embriyogenez, organogenez, farkllasma ve buylime kontrold,
anjiogenez, timoérogenez yer almaktadir. Tium bu fonksiyonlardan yola ¢ikarak
miRNA’larin birgcok hastalik ile baglantili olmasi surpriz degildir. Bu molekuller
hdcrelerin normal fonksiyonlarinda goérev aldiklari igin, meydana gelen miRNA
kusurlarinda cesitli hastaliklar ortaya c¢ikmaktadir. Kardiyovaskuler hastaliklar,
inflamatuar hastaliklar, infeksiyonlar, gelisimsel bozukluklar, kas bozukluklari,
norodejeneratif hastaliklar ve kanser ile iliskileri ortaya konulmustur'®. Tim bu
iliskiler nedeniyle miRNA'lari hedef alan tedavi yaklagsimlar arastiriimaya
baslanmigtir. Benzer sekilde YBMD tedavisinde miRNA’larin potansiyel bir terapotik

hedef oldugu 6ne strilmustiir®.

Yapilan c¢alismalarda, saglikli bireylerde dolasimda bazi ortak miRNA’lar
oldugu bildirilmistir®®*8*. Bu bilgiden yola cikarak farkli fizyolojik durumlarda ve bazi
hastaliklarda c¢esitli miRNA tiplerinin serum duzeylerinin degismesi, dolagimdaki
miRNA’larin tanisal amaclh kullaniimasini saglayabilir. Aslinda miRNA’lar hicre
icerisinde islev gostermektedirler. Fakat, miRNA’larin serum, plazma, tlkruk, idrar ve
181-186

anne sutu gibi orneklerde ekstrasellller olarak da bulunabildikleri gosterilmistir
Normalde serumda yuksek RNAaz aktivitesi olmasina ragmen miRNA'lar oldukga
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kararl molekullerdir. Ayni sekilde miRNA’larin yuksek 1s1, yuksek pH gibi kosullara da

oldukga direncli oldugu bilinmektedir.

Eksozom, vezikil ve protein-miRNA
komplekslerinin, hucreler arasinda transfer edilebilecedi dusinllmektedir. Bazi
yayinlarda, miRNA’larin eksozom ve apoptotik cisimler gibi kiguk membrandz
vezikuller iginde, bazi yayinlarda ise protein-miRNA kompleksleri olusturarak

187193 ' miRNA’lar serumda

serumda RNAaz aktivitesinden korundugunu belirtiimistir
cogunlukla HDL, AGO2 ve NPM1 molekillerine baglanmaktadirlar. miRNA’larin bu
yapilarla bagl sekilde hicrelerden aktif yolla sekresyona ugrayip ekstraselluler alana
gecerek hedef mRNA'yi igeren hucreler tarafindan alindigi dastunulmektedir. Son
derece stabil olan bu kiguk RNA’larin serumda saptanabilmesi ile hastaliklarin tani

ve takibinde miRNA’larin marker olarak kullaniimasi miimkin olabilir'®%.

Literatur incelendiginde miRNA ile YBMD iligkisini irdeleyen calismalarin hicre
kulturleri ya da hayvan deneyleri oldugu dikkati ¢cekmektedir. Bu calismalardan
onemli sonuglar cikarilabilmektedir. Ancak elde edilen sonuglar her zaman klinik
uygulamaya tam olarak uyarlanamamaktadir. Buradan yola c¢ikarak bu tur
calismalardan elde edilen 6n veriler ile klinik calismalarin yapilmasi uygun olacaktir.
Biz de ¢calismamizda yas tip YBMD hastalarinda sik olarak eksprese olduklari daha
onceki gcalismalarda gosterilen miRNA subtiplerini (Panel A) incelemeyi planladik. Bu
amacla hastalarin serum orneklerini kullandik. Calismamizin doku duzeyinde
olmayisi bir dezavantaj yaratabilir. Basta diyabet ve onkolojik hastaliklar olmak Uzere
bazi hastaliklar serum miRNA ekspresyonlarini degistirebilmektedir. Bu nedenle
calismamizda diyabet ya da onkolojik hastalik dykusu olan hastalari galisma disinda
birakarak geliskili sonuglar elde edilmesini engellemeye c¢alistik. Ancak unutulmamasi
gereken onemli bir nokta, su ana kadar miRNA’lar ile iligkisi ortaya konmamis birgok
farkh hastaligin da ekspresyon duzeylerini degistirebilme olasiligidir. Bu nedenle
Ozellikle KNV orneklerinde ekspresyon duzeylerinin c¢alisilmasi daha guvenilir
sonuglar verecektir. Hastalik ile ilgili doku ve serum Orneklerinin beraber elde
edilememesi nedeni ile ortak miRNA ekspresyonlarinin kargilagtirlamamasi da yine
calismanin dezavantajlari arasindadir.

Yaptigimiz ¢alismada iki grubun yas ortalamasini birbirlerine yakin segmeye
galistik, ancak galisma grubunun yas ortalamasinin kontrol grubu yas ortalamasina

goOre daha yuUksek oldugunu ve aradaki farkinda istatistiksel olarak anlamli oldugunu
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gorduk. Bu durum da calismamiz ic¢in bir dezavantaj olabilir. Ancak bilindigi Uzere
yasin artigiyla beraber YBMD gorulme sikhigi artmakta ve boylelikle daha ileri
yaglarda hem okuler hem de sistemik yonden saglikli bireylerden kontrol grubu
olusturabilmek guglesmektedir. Bununla birlikte cinsiyet daghimi yoninden iki grup
arasinda herhangi bir fark saptamadik. Bu sayede olasi bir cinsiyet faktorini
dislamis olduk.

Literatirde miRNA’lar ve hastaliklar arasi iligkiler arastirildiginda, ilk defa 2002
yiinda Calin ve ark. tarafindan kronik lenfositik I16semi ile iligskilendirildigi dikkati
cekmektedir'®. Rosefeld’in calismasinda 253 drnek miRNA mikroarray analizi ile
incelenmis ve 22 kanser tipi 48 mIiRNA ile %90dan fazla dogrulukla
siniflandirimistir'®®. Takamiza Wa ve ark. akciger kanseri {izerine yapilan in vitro ve
in vivo ¢aligmalarinda, azalmig let-7 ekspresyonu gozlemlemislerdir. Azalmig let-7
seviyesi ameliyat sonrasi kisalmig sag kalim siresi ile iliskendirilirken, hastaligin

197 Meme kanseri ile iliskili olarak ise iori o ve ark.

evresi ile baglantili bulunmamistir
miRNA duzeylerinin normal ve neoplastik meme dokusu arasinda bulyuk farklihk
gOsterdigini, 6zelliklen miR-125b, miR145, miR-21 ve miR-155’'in meme kanseri

198 Michael ve ark. kolon

dokusunda olduk¢a azalmis oldugunu gostermistir
adenokarsinomu ve normal mukozada miRNA profillerini karsilastirdiklarinda, farkh
28 miRNA belirlemis, miR-143 ve miR-145'in kolorektal neoplazilerde azalmig
oldugunu bildirmislerdir'®®.

miR-15/107 grubu, miR-17~92 dizisi, miR-21, miR-132, miR-296, miR-378 ve
mMiR-519c tumor anjiogenezinde yer alan miRNA'’ lardir. Ayrica diger anjiogenez
siireglerinde de rolleri olabilir'®2°2®. By miRNA’ lardan miR-132 normal endotelde
bulunmazken, VEGF ile uyariimakta, miR-296 ise VEGF ya da timor hucreleri ile
salinimi artmaktadir’®??%, Hipoksi ve inflamasyonda ise miR-210'nun biitiin hiicre
tiplerinde hipoksi ile indiiklendigi gosterilmistir ?°”. Yang ve ark. miRNA maturasyonu
icin gerekli Dicer enzimi defektli farelerde anjiogenezin geciktigini ve farelerin 12.5-
14.5 gun arasinda oldugunu bildirerek miRNA’ larin anjiogenezdeki rolinden

208

bahsetmiglerdir®™". miRNA fonksiyonunun kalpteki global rolinun anlasiimasi i¢in fare

kalbinde miRNA olgunlagmasi engellenmis ve miRNA'nin bu organin gelismesinde
énemli bir rol oynadigi goriimiistir’®?*°. miR-23~27~24 dizisinin kardiak iskemi ile

211

iligkisi gOsterilmigtir inflamasyon, iskemi ve anjiyogenez ile iligkilendirilmis
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miRNA’larla yapilmig bu c¢alismalar, patogenezinde benzer mekanizmalarin oldugu
yas tip YBMD’de de miRNA’larinda kritik rol oynayabilecegini gostermektedir.
Caporali ve ark. endotel hiucrelerinde miRNA'lari inceleyerek anjiogenez ile
iligkili genlerde yerlesenler, anjiogenik ve antianjiogenik uyari ile eksprese olanlar
olarak lge ayirmiglardi*™

miR-27a-3p azalan (p:0,610) (FC:-1,38) ve miR-27b-3p sadece hastalarda eksprese

. Bizim sonuglarimizda miR-17-5p *,miR-20a-5p* artan,

olan miRNA’lardi. Bu miRNA'lar anjiogenez ile iligkili genlerde yerlesen miRNA'lar ile
ayni siniftaydi.

Wu ve ark. ise miRNA’lari anjiogenezi aktive ve inhibe edenler olarak
siniflamisti. Bu siniflamaya gore let 7b,f, miR-27b, miR17 anjiogenezi aktive edenler,
miR-20 anjiogenezi inhibe edenler sinifindaydi*’*. Bizim galismamizda let 7c, miR-
27b-3p sadece hasta grubunda eksprese olurken, miR-27a-3p ekpresyonu azalan
(p:0,610) (FC:-1,38), miR-17-5p* ve miR20a-5p* ise ekpresyonu artan miRNA’lard1.

Bai ve ark’lan iskemi ile induklenen retinal neovaskularizasyonun
patofizyolojisinde yer aldi§i diabetik retinopati, retinal vaskuler tikaniklar ve prematir
retinopatisininin ciddi gdérme kayiplarina yol acabilecegini vurgulamislar. iskemik
retina olusturduklar farelerde, miR-126’nin anjiogenez regulasyonunda rol aldigini
gostermislerdir?*?. Biz de calismamizda miR-126-3p’nin ekpresyonunun azaldigini
g6zlemledik (p:0,290) (FC: -1,10).

Hsieh ve ark.lari da hucre kulturinde miR-146a’ nin insan mikrovaskuler
endotelyal hucrelerinde  bulundugu ve anjiogenez ile iligkili oldugunu

gostermislerdir?*®.

Bizim c¢alismamizda ise miR-146a-5p’nin* ekspresyonunun
azaldig1 gozlenmisgtir.

Shen ve ark’ nin olusturdugu retinal iskeminin indiklendigi farelerde miR-451,
-424, -146, -214, -199a, -181 ve -106a ekpresyonunda artis, miR-31,-150 ve miR-184
ekpresyonunda da azalma izlenmistir'’®. Bizim calismamizda ise Shen ve ark'na
benzer sekilde miR106a-5p* ve miR-106b-5p’de artma (p:0.141) (FC:1.62), miR-150-
5p’de azalma (p:0,661) (FC:-1,06), Shen ve ark.’nin sonuglarina ters olarak ise miR-
451a (p:0,104) (FC:1,32), miR-146a-5p (p:0,201) (FC:-1,52) ve miR-146b-5p’de*

azalma izlenmistir.
*: p<0,05
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Laser ile indiklenmis KNV modellerinde miR-21, miR-31 ve miR-150" nin
ekpresyonunun arttigi gériilmistiir'”*?*. Yine laser ile indiiklenmis baska bir KNV
fare modelinde miR-23~27~24 dizisinin ekspresyonun arttigi gézlenmistir®. Bizim

*

calismamizda ise miR-24-3p’ nin* ekspresyonun arttigi, miR-21-5p’nin*
ekspresyonun azaldigi gozlemlenmigtir. Ayrica miR-27a-3p’nin ekpresyonunun
azaldigr (p:0,610) (FC:-1,38), miR-27b-3p ekpresyonunun ise sadece hasta
grubunda oldugu goérulmustar. Lin ve arkadaslari tarafindan YBMD’li hastalardan
elde edilen hucrelerle yapilan deneysel calismada miR-23a’nin RPE hucrelerini

oksidatif hasara karsi korudugu gésterilmistir’.

Fare ve insanda yapilan miRNA profilleme calismalari, her iki canlida da

%50’ye yakin miRNA’ nin doku spesifik gen ifadesini gdstermistir 2*>41°.

Yang ve ark. tarafindan yapilan hicre kultiri calismasinda mir-29a’nin
hipoksi ile birlikte hicrelerde ylUksek dizeyde eksprese oldugu ve angiogenez
kontroliinde etkin oldugu gdsterilmistir®’. Biz de yaptigimiz calismada mir-29a-3p’nin
yalnizca hasta grubunda eksprese oldugunu goérdik. Yas tip YBMD’de hipoksinin
onemli bir faktér oldugu duastnulirse bu ekspresyon artisinin hipoksi ile iligkili
olabilecegi dusunulebilir.

Benzer sekilde mir-27b’nin angiogenez kontroliunde etkin olduguna dair
calismalar mevcuttur. Ancak miR-27b’nin angiogenezi hem tetikledigi hem de inhibe
edebildigine dair sonuglar yayinlanmistir®®®2%. Biz de miR-27b’nin yalnizca hasta
grubunda eksprese oldugu saptadik. Ancak yalnizca buradan yola ¢ikarak mir-
27b’nin yas tip YBMD patogenezinde nasil bir etkinlik gdsterdigini soyleyebilmek
oldukga gugctdur.

Calismamizda yukardaki 2 miRNA subtipine benzer sekilde Let-7c, miR-26b-
5p, mMiR-139-3p, mMiR-324-3p / 5p, mMiR-532-3p, MiR-744-5p ve miR-212-3p’nin
yalnizca hasta grubunda eksprese oldugunu izledik. Bununla birlikte bu miRNA
subtiplerinin angiogenez ile iligkileri su ana kadar net olarak saptanamamistir ve
yapilan calisma sayisi sinirhdir. Ancak her bir subtipin ¢esgitli hicre gruplarinin
proliferasyonu Uzerinde etkili oldugu unutulmamalidir. Bu nedenle fizyopatolojisi
yalnizca hipoksi ve patolojik angiogeneze indirgenemeyecek olan yas tip YBMD

gelisminde bu molekullerin su ana kadar ortaya konamayan etkinlikleri olabilir.
*: p<0,05
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Bu durumu daha detayl irdelemenin en iyi yolu KNV dokulari Uzerinde yeni
calismalarin yapilmasi olacaktir. Fakat ayni zamanda yalnizca ¢alisma grubunda
eksprese olan miRNA subtiplerinden vyola c¢ikarak yeni bir tarama testinin
geligtirilebilecedi gozardi edilmemelidir. Yaptigimiz g¢alismadan yola c¢ikarak daha
fazla hastanin katihmi ve kadavra calismalariyla sonuglarin guvenilirliginin test
edilmesi uygun olacaktir. Ayrica riskli miRNA ekspresyonlarinin oldugu bireylerin
hastalik gelisimi yonunden uzun sureli takibi aradaki iligkiyi net olarak ortaya
koyabilecektir.

Yas tip YBMD hastalarindan alinan serumlarla, kontrol grubu arasinda yapilan
belirli miRNA’larin ekspresyon duzeylerinin karsilastiriimasindan elde ettigimiz
sonuglarla, hasta sayisinin daha fazla oldugu cok merkezli calismalar ile yas tip
YBMD’de ekprese olan, ekpresyonu azalan ya da artan miRNA duzeylerinin
belirlenmesi ile yeni tani ve tedavi yaklasimlari gelistirilebilecegini, bu galismanin bir

oncu g¢alisma niteliginde oldugunu dusinmekteyiz.
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SONUG VE ONERILER

Sonug olarak calismamizda;

Hasta ile kontrol grubu arasinda yapilan belirli miRNA’larin ekspresyon
duzeylerinin kargilastiriimasinda; kontrol grubuna goére hastalarda

miR-20a-5p, miR-106a-5p, miR-24-3p, MiR-17-5p, MiR-223-3p’nin anlaml
olarak artan bir ekspresyon seviyesine sahip oldugu (p<0.05),

miR-19a-3p, MiR-140-3p, MiR-21-5p, MiR-25-3p, MiR-146b-5p, miR-192-5p,
mMiR-335-5p, MIiR-342-3p, mMiR-374a-5p, mMiR-410, miR-660-5p, mMIiR-574-3p ’nin
anlamli olarak azalan bir ekspresyon seviyesinin oldugu bulunmustur(p<0.05).

miR-29a-3p, let-7c, miR-26b-5p, miR-27b-3p, MiR-139-3p, miR-324-3p, miR-
324-5p, miR-532-3p, mMiR-744-5p ve miR-212-3p sadece hasta grubunda eksprese
olan miRNAlardir.

Elde ettigimiz bu sonuglarla, hasta sayisinin daha fazla oldugu ¢ok merkezli
calismalar ile yas tip YBMD’de ekprese olan, ekpresyonu azalan ya da artan miRNA
duzeylerinin belirlenmesi ile yeni tani ve tedavi yaklasimlari geligtirilebilecegini, bu

¢alismanin bir dncu ¢alisma olabilecegini dusunmekteyiz.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZziNi

YBMD: Yasa Bagli Makula Dejenerasyonu
RPE: Retina Pigment Epiteli

VEGF: Vaskuler Endotelyal Buyume Faktoru
KNVM: Koroid Neovaskuler Membran

MIRNA :MikroRNA

PAS: Periodik asit kayma

FFA: Fundus Floresein Anjiografi

ISYA :indosiyanin Yesil Anjiografisi

KNV: Koroid Neovaskularizasyonu

MPS: Makular Fotokoagulasyon Calisma Grubu
FAZ: Foveal Avaskuler Zon

PED: Pigment Epitel Dekolmani

WARMGS: Wisconsin Yas iligkili Maculopati Siniflama Sistemi
VKI: Vicit Kitle indeksi

PEDF: Pigment Epitel Kaynakli Faktor

PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

TRBP: TAR RNA baglayan protein

PACT: PZR aktive eden protein

RISC: RNA indiiklenmis Baskilayici Kompleksi
UTR: Kodlanmayan Bdlge

ORF: Agik okuma gergevesi

OKT: Optik koherens tomografi
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SEKILLER DiziNi

Sekiller

Sekil 1 mikroRNA olusumu

Sekil 2 mikroRNA olugsumu ve fonksiyonu

Sekil 3 Anjiogenez ile iligkili mikroRNA'lar

Sekil 4 Anjiogenezi inhibe ve aktive eden mikroRNA'lar

Sekil 5 Hasta grubunda anlamli olarak eksprese olan miRNA’lar

Sayfa No

25
26
28
29
42
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TABLO

Tablo 1
Tablo 2

Tablo 3

Tablo 4

Tablo 5

TABLOLAR DiziNi

Sayfa No
Hasta ve kontrol grubunun yas ortalamalari 38
Hasta ve kontrol grubunun cinsiyet dagilimi 38
Hasta ve kontrol grubunda plasma miRNA salinimi 39-40
karsilagtirmasi
Kontrol grubuna goére hastalarda anlamli bulunan miRNA 41
ekspresyon oranlari
Sadece hasta grubunda eksprese olan miRNA 42

ekspresyon oranlari
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