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1.GIRIS
1.1 Giris ve Amacg

Proliferatif vitreoretinopati (PVR), retinanin her iki yliziinde ve vitreus igerisinde
neoplastik olmayan hiicresel proliferasyon ile kontrakte membranlarin olusmasiyla
karakterize, gorme kaybiyla sonuglanabilen anormal bir yara iyilesmesi, bir skarlasma
siirecidir.'” PVR 6zel bir durum degildir. En sik okiiler travma sonrasinda olmak iizere
retina dekolmani (RD), vitreoretinal cerrahi miidahale gibi intraokiiler bozukluklara
ikincil gelisebilen bir doku cevabidir.>*

Retina dekolmaninda %5-10, travma sonras1 %25 goriilebilen PVR, RD cerrahisinde

... . 4. 245
en sik goriilen basarisizlik nedenidir.”™

Dekole retinanin her iki yliziinde ve vitreusta
kontraktil hiicresel membranlarin olusumu yeni retinal yirtiklarin olusumuna, onarilmis
yirtiklarm yeniden agilmasi ve retinada distorsiyona neden olur.” RD cerrahisinin basarisi
PVR yokluguna veya kontroliine baghdir. ®

Bircok farmakolojik ajanin PVR’1 engelleyici ve tedavi edici etkisi lizerinde ¢aligilmais,
ancak gerek yeterince etkili olmamas1 gerekse toksisitesi nedeniyle PVR’1n rutin
kullanima giren farmakolojik profilaksisi ve tedavisi heniiz bulunamamistir. Giiniimiizde
PVR’1n asil tedavisi cerrahidir. PVR cerrahisinde pars plana vitrektominin yan sira
intravitreal tampon maddelerin ve ileri cerrahi tekniklerin kullanilmasina ragmen %60-80
oraninda anatomik basari bildirilirken, fonksiyonel basari oram %30-40’larda kalmaktadur.’
Gorsel sonuglar da hayal kiriklig1 yaratmaktadir. Bundan dolay1 son yillarda PVR ile ilgili
c¢esitli deneysel hayvan model ¢alismalarinda artig goriilmektedir.

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar sayesinde, biliylime faktdrlerinin PVR patogenezindeki
onemi bilinmektedir. Vaskiiler endotel hiicre biiyiime faktorlerinden (VEGF) VEGF-A'nin,
PVR patogenezinde énemli bir rolii oldugu gosterilmistir.”® Aflibercept, diyabetik kistoid
makuler 6dem, retinal damar tikaniklar1 ve yasa bagli makula dejenerasyonunda giincel ve
rutin tedavide intravitreal olarak kullanilan, retinaya toksik olmayan vaskiiler biiyiime faktorii
ve plasental biiyiime faktorli (PIGF) inhibitoriidiir. Calismamizda son yillarda kullanimi
yayginlasan dispaz ile olusturulan deneysel PVR modelinin biyokimyasal mekanizmasi ve
bu modele uygulanan intravitreal afliberceptin PVR’1n inflamasyon, proliferasyon ve

progresyon mekanizmalari lizerine etkisinin proteomiks analizi ile arastirilmasi
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amagclanmastir.

1.2 Genel Bilgiler

1.2.1 Retina Anatomisi ve Histolojisi

Retina ndroektoderm kokenli, 151k sinyallerinin sinirsel iletiye doniistiirtildiigi, ince,

seffaf yapida bir dokudur. Kalinlig1 100 ile 300 mikron arasinda degisen retina igten

(vitreus tarafindan), disa dogru (koroid tarafina) su tabakalardan olusur (Sekil 1):

1)

2)
3)

4)
5)

6)

I¢ limitan membran (Miiller Hiicreleri terminal uzantilar1 ve bazal membran)

Sinir lifi tabakasi (ganglion hiicre aksonlar1)

Ganglion hiicre tabakasi (ganglion hiicre ¢ekirdekleri)

I¢ pleksiform tabaka (bipolar, amakrin, ganglion hiicreleri sinaptik baglantilari)

I¢ niikleer tabaka (bipolar, horizontal, amakrin ve Miiller hiicre ¢ekirdekleri)

Dis pleksiform tabaka (Fotoreseptor, bipolar, horizontal hiicrelerin sinaptik

baglantilar1, Henle lif tabakasi)

7)

D1s niikleer tabaka (fotoreseptor ¢ekirdekleri, kon niikleuslar: dig grupta, rod

niikleuslar1 daha ¢ok i¢ grupta)

8)
9)

Dis limitan membran

Fotoreseptor tabakasi

14
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Sekil 1. Retinanin histolojik kesiti: R: Rod fotoreseptor, C: Kon fotoreseptor, B: Bipolar

hiicresi, H: Horizontal hiicresi, A: Amakrin hiicresi, G: Ganglion hiicresi, M: Miiller hiicresi

Duyusal retina;

Fotoreseptorler: Koni ve basil (rod) olarak adlandirilan, retina pigment epiteli (RPE) ile
dis limitan membran arasinda yer alan iki tip fotoreseptor bulunmaktadir. Her bir
fotoreseptdriin i¢ ve dis olmak iizere iki segmenti vardir.” Basiller alaca karanlikta ve gece
gormeden (skotopik gérme) sorumlu olup, foveada hi¢ bulunmaz ve perifere dogru sayilari
hizla artar, ug periferde hafifce azalir. 0 Koniler ise parlak 1s1ikta gérme (fotopik gorme),
renkli gorme ve keskin gérmeden sorumludurlar. En ¢ok foveada bulunurlar.

Bipolar Hiicreler: Radyal yerlesimli olan bu hiicrelerin, dendritleri dis pleksiform
tabakada koni ve basiller ile sinaps yapar, aksonlart ise i¢ pleksiform tabakada gangliyon ve

amakrin hiicrelerle sinaps yapar !0 Gorevleri fotoreseptdrlerden gelen sinyali gangliyon
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hiicrelere aktarmaktir.

Gangliyon hiicreler: Retinanin i¢ kisminda bulunurlar. Gangliyon hiicreleri multipolar
hiicrelerdir, dendritleri bipolar hiicreler aksonlart ve amakrin hiicreler ile sinaps yapar. °
Optik sinir gangliyon hiicre aksonlarinin birlesmesiyle olusur.''

Horizontal hiicreler: Horizontal hiicreler basil ve konilerin terminal genislemelerinin
yakinlarinda yer alan multipolar hiicrelerdir. Fotoreseptorleri inhibe eden antagonistik
internoronlardir."!

Amakrin Hiicreler: Cogunlukla inhibit6r internéronlardir. Bol sitoplazmali, pargali
niikleuslu ve ¢ok sayida dendritleri olan aksonsuz hiicrelerdir.

Miiller Hiicreleri: Retinanin glial hiicre yapisini olusturan en 6nemli hiicrelerdir.
Retinada mikroglia ve makroglia (Miiller hiicreleri, astrosit, oligodendrosit ve Schwann
hiicreleri) olmak iizere iki tip néronal olmayan hiicre grubu bulunur. Mikroglial hiicreler
yardime1 immiin hiicreler, makroglialar ise retinal néronlarin fonksiyonlarini diizenleyen
hiicrelerdir.'" Retinanin destek yapisini olusturan Miiller hiicreleri, dis limitan
membrandan i¢ limitan membrana kadar uzanmaktadir. PVR patogenezinde Miiller
hiicrelerinden kdken alan retinadaki glial hiicreler, ¢ogalarak i¢ ve dis limitan
membranlarin i¢inden gegebilirler. Bdylece epiretinal ve subretinal membranlari

olusturabilirler.'?

Retina pigment epiteli;

Noral retina ve koroid arasinda uzanan tek sirali, pigmente, hekzagonal bir hiicre
tabakas1 olup, On tarafta siliyer epitelin pigmentli kat1 olarak devam eder. Eriskin insan
goziinde yaklasik 3,5 milyon RPE bulunmaktadir. RPE yogunlugu foveal alanda en fazla
olup, perifere dogru azalir.'! Hiicrelerin tepe kisimlart hem zonula okliidens hem de
zonula adherenslerle birbirlerine sikica baghdir ve dis kan-retina bariyerinin olusumuna
katkida bulunur.'? RPE’nin gérevleri; fotoreseptdr dis segment fagositozu, A vitamini
metabolizmasini diizenlemek, rodopsin sentezini diizenlemek, vizuel pigment
yenilenmesi, sitokin ve biiylime faktorlerinin salgilanmasi, oksidatif stresten korunma,
avaskiiler dis retinanin saglanmasi, immiinitenin saglanmasi, dis kan retina bariyerinin

(KRB) olusturulmasi ve devamliliginin saglanmasi, subretinal alandaki s1vi ve besin
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kontroliinii ve retinal yapisikligin saglanmasidir.' PVR patogenezinde RPE hiicreleri

kritik role sahiptir. Cesitli nedenlerle kan retina bariyeri bozuldugunda vitreus bosluguna

gecen RPE hiicreleri patolojik olarak ¢ogalarak kontraktil membran yapilari olustururlar.

Bunun sonucunda da traksiyonel (fibrotik) retina dekolmani gelismesine neden olurlar. >

Icten vitreusla distan koroid ile komsu olan retina olarak iki bdliimde incelenebilir

(Sekil 2). Bunlar retina vorteks venlerinin skleraya girdikleri yerlerin arka kenarindan

gectigi diisliniilen kesit ile ayrilan santral (posterior) ve periferik (anterior) retinadir.

Siliyer cisim

Arka kamara

Iris

On kamara

Pupil

Kornea

Lens

Zonuller lifler

Sekil 2.G6z anatomisi
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1.2.2 Retina Kan Dolasim

Retina birim agirlik basina oksijen tiiketiminin yiiksek oldugu bir dokudur. Optik diskin
yakinindaki biiyiik dallar disinda gergek arter ve ven igermemektedir. Retina arterleri
anatomik olarak ug-arter olup arteriovendz anastomoz gostermemektedirler.

Arterler: Santral retinal arter (SRA); internal karotid arterden ayrilan oftalmik arterin
dalidir. Retinal kan dolagimi retinal ve iiveal (koroidal) olmak tizere iki ayr1 kaynaktan gelir.
Dis pleksiform ve dis niikleer tabakalar, fotoreseptorler ve pigment epitelinden olusan

retinanin 1/3 dis kismi koroid dolasimindan, 2/3 i¢ kismu1 ise santral retinal arterden beslenir.

Oftalmik arterin, SRA dan sonraki dallar1 olan kisa ve uzun arka siliyer arterler globa optik
sinir etrafindan girerler. Posterior koryokapillaris kisa arka siliyer arterlerden, anterior

koryokapillaris ise uzun arka siliyer arterlerden ve 6n siliyer arterlerden beslenmektedir'’.

Venler: Ora serratada venler, arterlerin sonlandig1 yerin daha periferinden baslarlar.
Ekvatordan itibaren ise arterlerle birlikte seyrederler ve papillada toplanarak santral retinal
veni olustururlar. Santral retinal ven ya superior oftalmik ven yolu ile veya direkt olarak

. 10,11
kavernoz sintise drene olur.

Kapillerler: Retina arteriyolleri ile veniilleri arasinda kapillerler bulunur. Retina
kapillerleri ¢coklu arteriyoler baglantilar icermektedir. Boylelikle bir besleyici damarin
kapanmasi ile kapiller yatakta dolasim durmaz. Koryokapillerlerin duvarlarinda genis
pencerelenmeler bulunmasina ve gegirgen olmalarina karsilik, retina kapillerlerinin duvarlari
gecirgen degildir. Retina kapillerleri yilizeyel ve derin olmak {izere iki ag seklinde mevcuttur.
Retinada kapillerlerin olmadigr ii¢ bolge mevcuttur: Ora serratadan 1,5 mm gerisine kadar
olan bolge, fovea santralinde ortalama 0,5 mm’lik bolge (foveal avaskiiler zon) ve biiyiik

arterlere ya da daha az oranda venlere komsu bolgeler.'""!

Kan-Retina Bariyeri (KRB)

D1s KRB, komsu RPE hiicreleri arasindaki sik1 baglant1 kompleksleri olan zonula
okliidens ve zonula adherensler aracilig1 ile olusturulmaktadir. I¢ KRB ise non-fenestre

retinal vaskiiler endotel hiicreleri ve bunlarin arasindaki siki baglantilar tarafindan
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olusturulmaktadir.

1.2.3 Vitreus Anatomisi

Vitreus; lens, arka kamara, silier cisim ve retina arasinda yerlesen, goz kiiresi
hacminin yaklasik %80’ini olusturan, gdziin en biiyiik i¢yapisal elemanidir. Vitreus,
vitreus tabani, kortikal vitreus ve kor vitreus gibi farkli boliimlerden meydana gelir.
Eriskinde ortalama 4 mm? olup, agirhgi ise yaklagsik 4 gr’dir. '° Vitreus yapisal olarak sivi
igerigi fazla hyaluronik asit matrikste asili kollejen fibril agindan ibarettir ve %99°u su
olmasina ragmen viskositesi suyunkinin yaklasik iki kat1 kadardir. Geriye kalan %1 ‘lik
kisim ise diisiik molekiil agirlikli yaglar ve inorganik tuzlardan, ¢oziilebilen ve
¢oziilemeyen proteinlerden ve hyaluronik asitten olusur.'' Vitreusta bulunan serbest amino
asitler serumdaki miktarinin beste biri kadardir. Vitreusta hiicresel eleman olarak en sik
hyalosit olarak bilinen mononiikleer fagositler olmakla beraber daha az sayida fibroblast
ve glial hiicreler sayilabilir. Vitreusun en 6nemli protein i¢erigini kollajen olusturur (Sekil

3).

Siliyer Cisim

= Retina

Lens

Zoniiller X

Vitreus tabani

"_---3( Santral vitreus

Kortikal vitreus

Sekil 3: Vitreustaki kollajen fibrilerin dagilimi

Vitreustaki kollajen, fibroblastlat tarafindan tiretilen tip-II kollajendir. Polisakkarit

bilesiminde bir glikozaminoglikan olan, hyalositlerce sentezlenen hyaluronik asit en
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yogun kortikal vitreusta en az kor vitreusun 6n kisminda bulunur. Tiim yasam siiresince
on kortikal vitreustan arka kamaraya gecer. Hyaluronik asit vitreusun stabilizasyonunun,
saydamligini ve viskoelastik yapisini giiclendirir. Geng vitreus %80 jel iken, yas ile
beraber likefiye olmaya baslar ve 70-80 yaslarinda vitreusun yarisi likefiye olur.'®!!
Vitreus ile retinanin komsuluklarini kalic1 kilan baglantilar vitre tabani ve optik sinir
basinda gii¢liidiir. Bu baglantilar daha zayif olmak iizere, lensin gerisindeki hyaloid fossa
periferinde, pars plana silier epiteli ylizeyinde, retina damarlar1 ve makula diizleminde de
gozlenmektedir."

Vitreus tabani ora serratanin 1,5-2,0 mm 6niinde, nazalde 3mm, temporalde ise 1,8 mm
arkasina ve birka¢ mm vitreus i¢ine dogru yiikselen {i¢ boyutlu bir yapidir.

Kortikal vitreus, vitreusun periferde retinaya komsu 100-300 mikron kalinliktaki dis
kismidir. Vitreus tabani 6niindeki fibrillerin 6ne ve i¢e dogru yonelmesi ile 6n kortikal
vitreus, arkasindan i¢ce ve arkaya dogru yonelmesi ile arka kortikal vitreus
olusmaktadir.'"*"*> Miiller hiicrelerinin bazal membrani olan i¢ limitan membran ile
kortikal vitreustaki fibriller sayesinde retina-vitreus baglantilar1 saglanmaktadir *°.

Kor vitreus kortikal vitreusun ¢evreledigi, merkezdeki boliimdiir. Daha az yogun bir

yapi olup daha az kollejen fibril igerir."

1.2.4.Vitreus Fizyopatolojisi

Vitreusun optik 6zellikleri: Vitreusun kiricilik katsayisi ak6z hiimore benzer ve
1,3349°dur.

Vitreusun mekanik ozellikleri: Ani goz haraketlerinde vitreus diger dokulara
mekanik destek gorevi yapmaktadir.

Vitreusun immiinolojik 6zellikleri: Hyaluronik asit-kollajen ¢atinin vitritiste antijen
deposu gibi davranarak kronik ve\veya tekrarlayan enflamasyonlara neden oldugu
bilinmektedir.

Vitreustaki yabanci hiicreler ve membranlar: PVR da retina kan-retina ve akoz
bariyer yikimi ile vitreusa salinan fibrin ve mitojenler membran gelisimini saglayarak

anormal yara iyilesmesi ile traksiyonel membranlar olusturarak sonlanabilmektedir.>*"?
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1.2.5 Proliferatif Vitreoretinopati (PVR)
1.2.5.1. PVR’de Etiyopatogenez

Proliferatif vitreoretinopati, retinanin her iki yiiziinde ve vitreus i¢cinde neoplastik
olmayan hiicresel proliferasyonu ile kontrakte membranlarin olugmasi ile karakterize,
gorme kaybiyla sonuclanabilen anormal bir yara iyilesmesi, bir skarlasma siirecidir.'**
PVR patogenezinde intraokuler enflamasyonu arttiran veya RPE’ nin vitreusa
dokiilmesine neden olabilen her faktér PVR gelisimini uyarabilmektedir.”’”*

Yapilan bir¢cok arastirmada PVR ile yara iyilesme siirecinin benzerliginin alt1
cizilmistir.'*!"> Bu siirec enflamasyon, proliferasyon ve skar olusumu seklinde ii¢ sathada
tamamlanir.'*'® PVR’ da da 6ngbriilebilir bir zamanlama oldugu gosterilmistir. Retinal
hastaligin baslangiciyla, primer PVR gelisimi arasinda ge¢cen medyan siirenin iki ay oldugu
gosterilmistir. Benzer sekilde sekonder cerrahiler ve niiks PVR gelisimi arasindaki medyan

siire de iki aydir."
Enflamasyon Evresi

Enflamatuar faz ilk 24 saatte meydana gelen lokalize bir reaksiyondur. Retinal yirtik
veya travma sonucu normalde Bruch membraninda yer alan RPE hiicrelerinin vitreus
bosluguna dokiilmesiyle tetiklenir.*” KRB bozularak retinal yirtiklarin olusturdugu
agikliktan vitreus i¢ine ve retina yiizeyine RPE hiicrelerinin, inflamatuar kan hiicrelerinin
ve proinflamatuar serum elemanlarinin gegmesine neden olur. Serum, RPE hiicreleri i¢in
kemotaktik ajanlar tasir. Serumdan gecen trombositler platelet derived growth factor
(PDGF), transforming growth factor 3 (TGF-B) ve epidermal growth factor (EGF) basta
olmak iizere biiytime faktorleri salgilar. PDGF, RPE hiicreleri ve glial hiicreler i¢in
kemoraktan ve mitojendir. TGF-B fibroblastlarin kollajen ve fibronektin sentezini uyarir.
RPE hiicreleri miyofibroblast benzeri kontraktil 6zellik kazanmakta; glial hiicreler,
fibroblast ve makrofajlar1 da ortama ¢ekerek PVR gelisimini hizlandirmaktadir. Serum
kaynakli fibronektin bu evrede gecici ekstraselliiler matriks (ECM) olusumunu ve RPE
hiicreleri i¢cin kemotaktan 6zellik saglar. Kandan ge¢en monositler makrofajlara
doniiserek basta fibroblast growth factor (FGF) basta olmak tizere ¢esitli sitokinler
salgilayarak RPE hiicrelerinin metaplastik degisimle miyofibroblast ve makrofaj benzeri

dzellik kazanmasina neden olurlar.>*
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Proliferasyon Evresi

Zedelenmeden sonraki 2-14 giin arasinda proliferasyon sathasi gelisir. Bu donemde
yara yerine fibroblast gocii olur ve hiicreler prolifere olurlar. Ekstraselliiler matriks

sentezi baglar.>*

RPE ve intraretinal glial hiicreler normalde aktif olarak cogalmazlar. Iskemik, termal
veya mekanik hasarlara cevap olarak hizli bir sekilde cogalmaya ve opak, kontraktil
membranlar olusturmaya baslarlar. Yara iyilesmesi ve fibrozis gelisimi RPE hiicreleri
tarafindan tiretilen TGF-8 tarafindan arttirilmaktadir. Bu siirece ek olarak RPE hiicreleri
ortamdaki fibrin ve sitokinlerin (TGF-1 ve TGF-2) etkisi ile morfolojik ve davranigsal
degisiklige ugramakta, a-diiz kas aktininin (a- SMA) sentezlemekte, miyofibroblast

benzeri mezensimal konfigiirasyon ve kontraktil 6zellik kazanmaktadirlar.”*'**

Temel olarak makrofajlardan salgilanan FGF fibroblast proliferasyonunu uyarir ve
fibroblastlar da gecici ekstraselliiler matriks yerine kalict matriksi olusuran hiicresel
fibronektin ve kollajeni sentezlerler. PVR membranlarinin immiinohistokimyasal analizi
bu dokularda interstisyel kollajenler olan Tip I ve II kollajen ve degisken miktarlarda da
Tip III (vitreusa 6zgii) kollajen varligini gostermistir.”""** Kandan gegen monositler de
makrofajlara doniisiirler ve basta FGF olmak tizere bir takim sitokinler salgilarlar ve

miyofibroblastlarin proliferasyonunu stimiile ederler.>*
Kontraksiyon Evresi (Skar Olusumu)

PVR membranlarinin igeriginde hiicreler, biiytime faktorleri ve sitokinler, kollajen ve
ekstraselliiler matriks bulunmaktadir.>* PVR membranlar ilk olustuklari zaman sahip
olduklar1 hiicresel yapiy1 zamanla kaybederek bu hiicrelerden salgilanan matriks
proteinlerince daha zengin bir yap1 kazanirlar. PVR gelisiminde hem subretinal hem
epiretinal membranlar hem de intraretinal fibrozis olustugu bilinmektedir. Bu
membranlarin esas olarak glial hiicreler ve fibroblastlar/myofibroblastlar olmak tlizere iki
hiicre tipi icerdigi gosterilmistir. Glial hiicreler, periretinal membranlarin non-kontraktil
komponentlerinin olusumundan sorumludur. Retinal hasari takiben olusan basit epiretinal
membranlar astrositlerden olusur ve kontraktil 6zellik tasimazlar, ancak retina
dekolmaninin gelismesi ve uzun siire devam etmesi diger hiicre tiplerinin ve matriks

komponentlerinin de membran yapisina katilmasi ve kompleks epiretinal membranlarin
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olusmasi ile sonuglanir. RPE hiicreleri, Miiller hiicreleri ve fibroblastlar bu membranlarin
kontraksiyonu i¢in gereklidir ve bu kontraksiyonu saglayan Tip I kollajeni
sentezlerler.”*** Bu kontraksiyonlarin klinik gériiniime yansimast retinal kirisiklik,
vaskiiler tortuozite, yirtik kenarlarinda rulo goriiniimii, starfold seklinde retinal katlantilar,
tam kat retinal katlantilar, huni bi¢iminde retina dekolmani seklindedir. Kon ve ark.*®
matriks metalloproteinazlarin (MMP) hiicre aracili kollajen kontraksiyonunda ve dolayisi

ile PVR patogenezinde gorev aldiklarim gdstermislerdir.”

membran formazyonu

Sekil 4: PVR dongiisii. Tetikledigi, retinal ve ekstraretinal kaynakli hiicrelerin dagilmasi, gogii
ve proliferasyonunu takiben epiretinal membran formasyonu olusur. Retinal biitiinliigiin
bozulmasina, kan-retina bariyerinin (KRB) bozulmasi ve inflamatuar doku cevabi eslik eder.
Bu siire¢, kan hiicrelerinin, biiyiime faktorlerinin ve c¢oziinebilir inflamatuar faktorlerin
(serum, fibrin, metaloproteinazlar), vitreus ve retinaya go¢ etmelerine sebep olur. Bu
faktorlerin Epitelyal-mezenkimal gecis (EMT)ve ekstraseliiler matriksin yeniden yapilanmasi
stirecinde fibroproliferatif membrandaki hiicrelerin miyofibroblastik transdiferasyonu, retina
dekolmani ile sonuglanan membran kontraksiyonuna neden olur. (Cizim, J. Grosche,
Leipzig.)®
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1.2.5.2. PVR’de Hiicresel Elemanlar ve Biiyiime Faktorleri

Biiyiime faktorleri ve sitokinler gibi ¢oziiniir faktorlerin PVR patogenezinde merkezi
rol oynadigi; kemotaksis, proliferasyon, migrasyon ve hiicre dis1 matriks yeniden
modelleme gibi 6nemli hiicresel yanitlar1 indiikledigi fikrini destekleyen ¢ok sayida kanit
vardir.”’ Biiyiime faktorleri hiicre yiizeyindeki reseptdrlere baglanan proteinlerdir.
Karsilarina gelen hiicre yiizey reseptorleri tirozin kinaz veya G proteiniyle eslesen
transmembran glikoproteinleridir. Ilgili reseptorlere baglanan biiyiime faktorleri,
deoksiriboniikleik asit (DNA) sentez fazini1 uyararak hiicresel cogalmay1 ve farklilasmay1
aktive eder.”® Sitokinler spesifik olarak hiicresel iletisimde yaygin olarak kullanilan
sinyalleme proteinlerini belirtir. Genellikle biliyiime faktorii aktivitesi gosterirler ve
hormonlar gibi otokrin, parakrin ve endokrin etkiler gdsterebilitler. interldkinler, spesifik
olarak 16kositlere yonlendirilen sitokinlerdir.” PVR patofizyolojisinde de bir¢ok biiyiime

faktorii ve hiicre rol oynamaktadir. Bunlarin baslicalar1 asagida anlatilmistir.
Retina pigment epiteli

RPE hiicreleri fizyolojik kosullarda mitotik olarak sessiz ancak retinal hasar
durumunda ¢ogalabilen hiicrelerdir. RPE hiicreleri RD sonrasinda KRB’deki yikimin da
etkisiyle serum elemanlarina maruz kalirlar.” Bruch membranindan ayrilip epitel
morfolojilerini de kaybederek vitreus icerisine go¢ ederler. Polaritelerini ve epitelyal
ozelliklerini kaybeden bu RPE hiicrelerinin go¢ yeteneginde artig, apoptoziste direng ve
matriks liretimine sebep olan mezenkimal bir degisim goriiliir. PVR’de RPE hiicreleri
fibroblast benzeri hiicreler haline gelir. SMA, Glial fibrillary acidic protein (GFAP),

vimentin vb. tiriinleri eksprese ederler ve epiretinal zarlarin yapisina katilirlar®®.
Kan iiriinleri (Trombin, Fibronektin, Plazmin)

KRB'nin bozulmasi, PVR patogenezinde karakteristik ve dnemli bir olaydir. Retinaya
ve vitreusa giren serum, mitojenik sinyallerin hem Miiller hiicrelerine hem de RPE
hiicrelerine iletilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Serum bileseni olan trombin,
retinal glial hiicreleri ve RPE hiicrelerinin proliferasyonunu uyarir.” Trombin seviyeleri,
PVR'li hastalarin vitreusunda belirgin olarak daha yiiksektir. Proinflamatuar ve
profibrotik yollarin aktivasyonunda rol alir. *' Trombinin, epitelyal mezenkimal

transisyonun (EMT) 6nemli bir belirleyicisi olan aktin stres lif olusumunun ve PDGF
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reseptor sinyalizasyonunun otokrin aktivasyonu yoluyla RPE hiicrelerinin migrasyonunu
diizenledigi bilinmektedir. RPE'nin koagiilasyon kaskadiyla indiiklenen EMT, PVR'de

fibrotik retina membranlarinin olusumuna katkida bulunabilir.*?

Fibronektin, glial hiicrelerin migrasyonunu uyarir ve ECM remodelingde 6nemli bir rol
oynar. Deneysel PVR hayvanlarinin ve retinal cerrahi hastalarinin vitreusunda serum
kaynakl1 plazmin saptanmistir. Plazmin, PVR gelisiminde rol alan baslica PDGF

izoformu olan aktif PDGF-C'nin iiretilmesinden sorumludur.*?
Glial hiicreler

Glial hiicreler ve 6zellikle Miiller hiicreleri, retinal fizyolojide merkezi bir rol
oynamaktadir. Noronal aktiviteyi, KRB'nin biitlinliigiinii, iyonik ve ozmotik homeostazi
muhafaza ederler. Miiller hiicreleri, her tiirlii retinal yaralanma ve hastalikta aktif
hiicrelerdir.>* Birgok retinal hastalik, hiicresel hipertrofi, vimentin ve GFAP'in
upregiilasyonu ile karakterize reaktif gliozis ile iliskilidir. PVR, reaktif gliozisin, uzun
siireli hiicre proliferasyonunun énemli bir 6rnegidir. *° Reaktif gliozis, deneysel RD
modelinde ayrilmadan birkag dakika sonra gdzlenir ve ayrilmayla beraber devam eder.*
PVR sirasinda, Miiller hiicreleri prolifere olur ve gb¢ ederek membran yapisina katilirlar.

PVR'li hastalarin, Miiller hiicrelerindeki potasyum kanallarindaki hasar1 sonucu ortaya
¢ikan glutamat toksisitesi, PVR'de goriilen néronal dejenerasyona katkida bulunabilir.**~’
Reaktif gliozis, retina yatistirldiktan sonra gérme iyilesmesinde smnirlayici bir faktordiir.*®
Saglikli retinada, Miiller hiicreleri noronal biiylime ve ndronal plastisititeyi
kolaylastirmak i¢in gerekli yumusak destek hiicrelerdir. Hipertrofik ve ¢cogalan glial
hiicrelerin olustudugu reaktif glioziste, rijit Miiller hiicreleri, rejeneratif akson biiylimesi

icin mekanik bir engel olabilmektedir.***

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) 36-46kDa agirliginda, homodimerik
glikoprotein yapida, hiicresel proliferasyondan ve vaskuler gecirgenlikten sorumlu bir

mediyatordiir. *'*

Vaskiiler endotelyal biiytime faktoriin, VEGF-A’ dan D’ye ve plasental biiylime

faktorii (PIGF) olmak iizere alt1 iiyesi vardir. Insanlarda, VEGF-A en yaygin izoformudur
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ve anjiyogenez i¢in en onemlisidir. VEGF’in {i¢ reseptor (VEGFR) alt tipi tanimlanmistir.
VEGF, en yiiksek afinite ile VEGFR-1'e baglanirken; VEGFR-2 anjiogenezde en 6nemli

rolii oynamaktadir.?’

Retinadaki bir¢ok hiicre tipi VEGF {iretir. Buna RPE, vaskiiler endotel hiicreleri,
perisitler, retinal noronlar, Miiller hiicreleri ve astrositler dahildir.*> VEGF, iskemik
retinal bozukluklara ikincil hipoksi yanitinda RPE ve retinal hiicreler tarafindan salgilanir.
VEGF'in upregiilasyonu anjiyogenez, artmis vaskiiler gegirgenlik ve pro-inflamatuar

sitokinlerin iiretimi ile sonuglanir.

Deneysel PVR modellerinde ve PVR’11 hastalarda gosterilen PDGF reseptor
alfa lizerinde ti¢ sinif biiytime faktorii [vaskiiler endotelyal biiylime faktorii A (VEGF-A),
trombosit kokenli biiylime faktorleri (PDGF'ler) ve non-PDGF'ler (PDGF ailesinin
disindaki biiytime faktorleri, IGF-1,FGF vb.) etkilidir.”® PDGF -C ve PDGF-D, PDGF

ailesinden cok VEGF ailesine benzemektedir. ***°

PVR’l1 hastalarin vitreuslarindaki VEGF konsantrasyonlari, RD ve makuler deligi olan

hastalara gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur.*®
Platelet Derived Growth Faktor (PDGF)

PDGF'nin PVR gelisiminde kritik bir rol oynadig: goriilmektedir. Vitreal PDGF, dokuz
PVR hastasindan sekizinde tespit edilebilir ancak nadiren diger vitreoretinal hastaliklar1
olan hastalarda da saptanabilir. PVR membranlarinda hem PDGF hem de PDGF reseptorii
(PDGFR) bulunur.?’ RPE ve retinal glial hiicreler de PDGF iiretir ve reseptorlerine
sahiptirler.”” PDGF, RPE ve glial hiicreler de dahil olmak iizere birgok hiicre tipi i¢in
gliclii bir kemoatraktan ve mitojen olup hiicresel kontraksiyonda da rol alan bir

mediatordiir.*® PDGF fibroblastlarin TGF-B’ya olan ¢ogalma cevabini arttirir.*
Transforming Growth Factor f§ (TGF-B)

Transforming growth factor 3 ailesi TGF-81, TGFB32 ve TGF-33"den olusan yaklasik 25
kilodalton agirliginda ve bir¢ok doku tarafindan tiretilen polipeptidlerdir. Miiller hiicreleri
retinadaki TGF-B'nin bir kaynagidir.”® TGF-B’nin, proliferatif diyabetik retinopati ve PVR
de dahil olmak tizere farkli fibroz hastaliklarda doku kontraksiyonunda etkili oldugu

51,52

gorilmiistiir. Normal vitreusta inaktif olan TGF-3 PVR hastalarinin vitreusunda
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yiiksek seviyelerde bulunmaktadir.”®> TGF-B, PVR daki subretinal bantlarda da
bulunmaktadir.>* TGF-8, RPE hiicrelerinin miyofibroblast doniisiimii, ekstraseliiler
matriks aktivasyonu ve liretimi, hiicre biiylime ve farklilagsmas1 gibi cevaplara neden olur.
TGF-B’nin enflamasyon odagina fibroblast, monosit ve makrofajlar1 ¢gekme 6zelligi de
vardir. Bunlarin disinda interlékin 1 (IL-1), interlokin 6 (IL-6), timor nekroz faktor alfa

(TNF-a) gibi sitokinler de epitel gb¢iinde indirekt olarak etkili olabilmektedir. *°~°

Monosit Kemotaktik Protein-1 (MCP-1)

PVR'li hastalarin vitreus 6rneklerinin énemli bir béliimiinde MCP-1 saptanmis olup,
ozellikle MCP-1, PVR'nin baslangi¢c asamasinda bir role sahiptir. Deneysel RD'da, MCP-

57,58

1'in ekspresyonu bir saat i¢cinde artmaktadir. MCP-1, RPE hiicrelerinin migrasyonunu

uyarir. Bu etki deksametazon tarafindan engellenmistir.>
Hepatosit Biiyiime Faktorii (HGF)

HGF (skatter faktorii), retinal hiicrelerin yayiliminda, kemotaksisinde ve EMT de rol

60,61

oynayan bir sitokindir. PVR’de, vitreusta ve epiretinal membranlarda artmis HGF

. . A . . . 6263
ekspresyon seviyesi gosterilmistir.”

Epidermal Growth Faktor (EGF)

EGF epitel hiicreleri i¢in potent mitojen bir polipeptittir.”* EGF, konsantrasyona bagl
bir sekilde EGF-EGFR-MAPK sinyal yoluyla PVR daki RPE hiicrelerinin migrasyon ve
proliferasyonunu aktive eder.®” EGF, ayrica RPE hiicrelerini aktive eden integrin-a5
ekspresyonunu da uyarabilir.®® Ek olarak EGF, RPE hiicrelerinde EMT’yi
indiikleyebilir.®’

EGF’nin reseptoriine baglanmasi fibronektin, hyaluronik asit gibi ekstraseliiler matriks
(ECM) molekiillerinin salgilanmasina ve kontakt inhibisyonunun olmadigi hiicrelerin
cogalmasina neden olur, hiicre iskeletindeki aktinin yeniden diizenlenmesini desaglar.®*

Ayrica PVR’li hastalarin cerrahi olarak ¢ikarilan epiretinal membranlarinda da varlig:
gosterilmistir.®®

Fibroblast Growth Factor (FGF)

Bircok dokuda proliferasyon, farklilasma, migrasyon, ECM depolanmasi ve anjiogenez

gibi olaylar1 diizenleyen protein grubudur. PVR vitreusunda basic fibroblast growth factor

27



(bFGF) diizeyleri yiikselmekte ve fibroproliferatif membranlar bEGF'yi igermektedir.®"°

PVR-D hastalarinda vitreus bFGF ekspresyon seviyeleri; PVR-C, vitreus hemorajisi ve
kontrol grubundakilerden belirgin sekilde daha yiiksektir.71 PVR patogenezinde diger
biiytime faktérleri ile birlikte bFGF énemli rol oynamaktadir.”*”

Insulin Like Growth Factor (1GF)

IGF-1 70 amino asitten yapilmis, 7649 dalton agirliginda polipeptid zincirdir. Growth
hormone (GH) araciligtyla IGF-1"1in karaciger ve perifer dokulardan salinimi gerceklesir.
Ayrica doku hasarina cevap olarak lokal salinimi da mevcuttur. Lokal salinimi direkt
olarak veya EGF, FGF, PDGF gibi diger biiylime faktorlerinin aktivasyonuyla

%74 [GF sisteminin vitreusta var oldugu bilinmektedir.”*

gerceklesir.

IGF-1"in farelerde yapilan bir calismada, 6zellikle prematiire retinopatisinin proliferatif
fazinda etkili oldugu gosterilmesinin yaninda IGF-1 in diger proliferatif vitreoretinal
hastaliklarda, PDGF ile birlikte, Miiller hiicrelerinin ve RPE’nin kontraksiyonu stimiile
edici etkisini uyardig: bilinmektedir.*">"°

Bag Dokusu Biiyiime Faktorii (CTGF)

Hem in vivo hem de in vitro ¢alismalar, CTGF'nin PVR patogenezinde dnemli bir faktor
oldugunu ortaya koymaktadir.”” CTGF, PVR'li hastalardan fibroproliferatif membranlarda ve
vitreus 6rneklerinde tespit edilmistir.>”®

Sitokin aracili inflamasyon elemanlari (interlokinler ve TNF-a)

Sitokin aracilt inflamasyon yolaklarinin PVR gelisiminde 6nemli bir rol oynadigi 6ne
stiriilmiistiir. PVR ‘daki inflamatuar hiicreler, RPE hiicreleri ve retinal glial hiicreler;
vitreusdaki interlokinler (IL -6, IL-1P), tumor necrosis factor-alfa (TNF-a) ve interferon gama
(INF-y) kaynaklaridir.*” Bu sitokinler migrasyon, proliferasyon ve ECM iiretimi dahil olmak
{izere 6nemli hiicresel yolaklari uyarabilir®.

Kollajen ve Ekstraselliiler Matriks

Cilt yara iyilesmesine benzer sekilde, PVR gelisiminde de RPE ve ekstraselliiler matriks
arasindaki etkilesimler dnemlidir.”

Kollajen ve ekstraselliiler matriks, PVR membranlari i¢in bir yap1 iskelesi gorevi
gormektedirler. Kollajenin kaynagi esas olarak RPE’dir. Fibroblast ve glial hiicrelerin de

kollajen tiretiminde rolleri oldugu tespit edilmistir. Epiretinal membranlarda en sik olarak

kollajen tip 1 ve 3 tespit edilirken, tip 2, 4 ve 5’e de rastlanmistir. PVR membranlarinda
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yiiksek diizeyde fibronektin oldugu tespit edilmistir. Fibronektin bir ekstraselliiler matriks
proteinidir. Fibronektin, RPE i¢in kemoatraktandir, RPE hiicrelerine gegici bir matriks saglar,
RPE hiicrelerinin fibroblasitk bir fenotipe doniismelerini uyarir, hiicrelerin go¢ etmesi i¢in bir
cat1 olarak gorev alir. PVR’nin baslangicinda kandan koken alirken, daha ileri evrelerde RPE
tarafindan sentezlenir.”’

PVR membranlarinda tespit edilen diger ECM proteinleri ise vitronektin, laminin,
trombospondin-1, tenaskin ve osteonektindir.?' Bu proteinlerin 6zelligi PVR membranlarinda
tespit edilmelerine ragmen normal retina dokusunda da bulunmamalaridir. PVR
patogenezindeki rolleri halen tam olarak bilinmemekle birlikte ECM olusumuna katkilar
gosterilmistir.” ECM bir baska komponenti olan matriks metalloproteinazlarin 6zellikle MMP-

1 ve 2’nin diizeylerinin epiretinal ve subretinal PVR membranlarinda yiiksek oldugu tespit

edilmistir. Serin proteazlar tespit edilmis diger bir sitokin grubudur.'®

1.2.5.3. PVR’nin Smiflandirmasi

Ik kez 1934°de Gonin bu durumu retina yiizeyinin membranlar tarafindan isgal edilmesi
olarak tanimlamis ve preretinal organizasyon kavramini giindeme getirmistir.** Machemer ve
Laqua®' maymunlarda yirtikli retina dekolmanini inceledikleri calismada, retina dekolman
olan gozlerde RPE ve glial hiicre proliferasyonunu, bu proliferasyonun vitreusta, i¢ ve dig
retinal ylizeyde membranlar olusturdugunu, retinal katlantilarin meydana geldigini
gostermislerdir. Esas patolojinin vitreusta oldugunu diisiinerek bu durumu masif vitreus
retraksiyonu (MVR) veya masif preretinal retraksiyon (MPR) olarak isimlendirmislerdir. *'
Sonraki siiregte preretinal membran olusumu goz oniinde tutularak bu isimlendirme masif
periretinal proliferasyon (MPP) olarak degistirilmistir. * Giiniimiizde de yaygimn olarak
kullanilan proliferatif vitreoretinopati (PVR) tanimi1 ve siniflamasi ilk olarak 1983 yilinda
Retina Cemiyeti tarafindan olusturulmustur,**™
Retina cemiyeti PVR goriinlimiinii klinik bulgulara ve cografi dagilima gore dort grupta

siniflamistir (Tablo 1).
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Tablo 1. Retina Cemiyeti Terminoloji Komitesi’ne gére PVR simiflandirmasi(1983)

PVR EVRESI BULGULAR

EVRE A Vitreus bulaniklig1, vitreusta pigment kiimelenmeleri

I¢ retina yiizeyinde kirisiklik ve sertlesme yirtik
EVRE B .
kenarinda kivrilma, retina damarlarinda kivrim artist

Tam kalinlikta sabit retinal katlantilar
C1: bir kadranda

EVRE C
C2: iki kadranda

C3: li¢ kadranda

Dort kadranda sabit retinal katlanti
D1: genis huni

EVRE D D2: dar huni (20 Dpt. lensle indirekt oftalmoskopide

tiinelin 6n ucu goriilebilir.)

D3: kapal1 huni (optik sinir bas1 goriilemez.)

Ancak bu yeni siniflandirmanin anteroposterior proliferasyonu ve dolayistyla PVR'deki
anterior traksiyonun icermeyen, 6n PVR hakkinda bilgi vermeyen ve hiicresel proliferatif
aktivite derecesi hakkinda higbir sey sdylemeyen statik bir siniflandirma olmasi nedeniyle
1989 ve 1991 yilinda Silikon Calisma Grubu (SCG) tarafindan hazirlanan daha kapsamli bir
siniflandirma giindeme gelmistir (Tablo 2 ve 3). SCG grubunun siniflandirilmasinda PVR'nin
yeri, yayginlig1 ve siddeti daha ayrintili ele alinmistir. SCG siiflandirmasinda PVR anterior
ve posterior formlara ayrilmis ve her form {i¢ tipe boliinmiistiir. Anterior PVR'nin prognozu ve
tedavisi posterior PVR’den farkli olmasi nedeniyle PVR nin anterior formunun tanimi

SCG'nun en 6nemli katkisidir.*
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Tablo 2. Silikon Calisma Grubu’na gére PVR evrelendirmesi (1989)

EVRE KLINIK BULGULAR

* Vitreus bulaniklig1,

* Vitreusta pigment kiimeleri(clump)

« I¢ retina yiizeyde kirisiklik

* Retinal yirtik kenarinda kivrilma
* Retinada kalinlagma(stiffness)

» Damarlarda kivrimlanma artisi

* Vitreus hareketlerinde azalma

* Ekvatorun gerisinde yerlesmis

c * Fokal, diffiiz ya da sirkiimfensiyal tam
P;.

e kat katlantilar

 Subretinal bantlar

* Ekvatorun oniinde yerlesmis

* Fokal, diffiiz ya da sirkiimfensiyal tam
CAi2 kat katlantilar

* Subretinal bantlar

» Kondanse vitre bantlari

*: saat kadrami
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Tablo 3. PVR kontraksiyon tipi siniflandirmasi (1991)

TiP YERLESIM BULGULAR
FOKAL POSTERIOR * Vitreus tabaninda y1ldiz seklinde
katlanma

* Vitreus tabaninin posteriorunda
birbiriyle devamlilik gosteren

DIFFUZ POSTERIOR
starfold yapilari
* Optik diskin goriilemeyebilir
* Subretinal proliferasyon
. POSTERIOR / * Optik disk etrafinda retinanin
SUBRETIZAL ANTERIOR pecete halkasi seklinde kabarmasi

(napkin ring)

* Posterior vitreus tabani boyunca
kontraksiyonla beraber retinanin
santrale ¢ekilmesi
SIRKUMFERENSIYAL ANTERIOR » Periferal retinada gerginlik

* Posterior retinada diizensiz
radial katlanmalar

* Proliferatif doku nedeniyle
vitreusun one ¢ekilmesi

* Huni goriinlimiinde hareketsiz
ANTERIOR ANTERIOR retina

« Siliyer prosesler gerilmis ya da
membranla Ortiilmiis olabiir

« Iris retraksiyonu olabilir

1.2.5.4. PVR’nin Insidans ve Risk Faktorleri

Proliferatif vitreoretinopati gelisimi i¢in 6n goriilen risk faktorlerini iki grupta
toplamak miimkiindiir.

Kontrol edilemeyen faktorler: Travma, dev yirtik, multipl yirtiklar, afaki,
psodofaki, retina dekolmani kaynakli preoperatif vitre i¢i hemoraji, koroid dekolmani,
subretinal kanama, multiple g6z cerrahisi Oykiisii, liveit, dekolmanin yayginligi ve

preoperatif PVR varlig1 sistemik bozukluklarla iligkili olan retina dekolmani (Marfan
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sendromu, Stickler sendromu, Familyal eksudatif vitreoretinopati).'*'®*

Kontrol edilebilen faktorler: Yirtikli retina dekolmani cerrahisi, cerrahi sirasinda
asir1 krioterapi, diatermi ve fotokoagulasyon yapilmasi, retinanin inkanserasyonu,
intraoperatif ve postoperatif vitreus hemorajisi, makula translokasyon cerrahisi, retinal
protez implantasyonu, okuler tumorlerin endorezeksiyonu, subretinal s1vi drenaji
sirasinda vitreus kaybi, tekrarlayan cerrahiler, postoperative uzamis inflamasyon, g6z

icine hava veya siilfiir heksafloriir gazi verilmesi. '*'®*

1.2.5.5.PVR’de Tedavi
1.2.5.5.1.PVR’de Cerrahi Tedavi

PVR de primer tedavi cerrahidir. Cerrahideki asil amag retinal yirtiklarini
kapatmak, traksiyonlar1 rahatlatmak ve retinay1 yatistirmaktir. Hafif ve orta dereceli
vakalar genellikle konvansiyonel cerrahi ile tedavi edilir ancak daha ileri vakalar
skleral ¢okertme, vitrektomi, membran soyma, perflorokarbon sivilari, retinotomi,
retinektomi ve silikon yagi1 / gaz ile intravitreal tamponad kullanim1 gibi tekniklerle

zor ameliyatlar gerektirir. '**
1.2.5.5.2. PVR’de Farmakolojik Tedavi
Antiinflamatuar ilaglar

PVR, KRB bozulmasiyla baslayan inflamatuar siire¢ ile baslar. Test edilen ilk
ajanlardan biri kortikosteroidlerdir. Fibroblastlarin biiyiimesi, sitokin ekspresyonu
iizerine kortikosteroidlerin inhibitor etkileri oldugu gésterilmistir.***> Chandler ve ark
yaptig1 tavsan modellerinde intravitreal triamsinolunun PVR oranini %90°dan % 56’ya
diisiirdiigii bildirilmistir.*®

Pars plana vitrektomi cerrahisi sonunda intravitreal kortikosteroid kullanilarak
intraokiiler komplikasyonlarini ve etkinligini inceleyen kontrollii bir ¢aligmada
kortikosteroid verilen gurupta intraokiiler inflamasyonun daha az olarak gézlendigi ve
PVR tedavisinde potansiyel ek bir ilag olabilecegi belirtilmistir.*” Hayvan
deneylerinde steroidlerle yakalanan basariya ragmen, insan ¢aligmalarinda ayn1 basari

yakalanamamuistir.
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Antiproliferatif Ajanlar

KRB bozulmasi ve enflamasyonun evresinden sonra proliferatif evre ortaya
¢ikmaktadir. Hiicre proliferasyonunu inhibe eden antineoplastik ajanlar PVR tedavisi
icin kapsamli olarak arastirilmaktadir. Bunlar, 5-fluorourasil (5-FU), daunorubisin,
metotreksat, taksol, kolsisin, retinoik asit, ribozimler, vinkristin, cisplatin, adriamisin,

mitomisin, daktomisin, taksol, tiotepa vb. bilesikleri i(;erir.88

Ekstraselliiler Matriks Uretim ve Kontraksiyonunu Onleyen Ajanlar

Proliferasyon sonras1 ECM ve kontraksiyon meydan gelir. ECM, kollajen, trombin,
fibronektin, MMP ve tiibiillere etki eden ajanlar arastirilmaktadir. Bunlar, prokollojen
inhibitorii Cis-hidroksiprolin (CHP), kolsisin, D-penisilamin, argotroban, diisiik
molekiil agirlikli heparin (DMAH), prinomastat (Ag-3340) ve benzeri

bilesiklerdir.”>***
Gen Tedavisi

Insan RPE hiicreleri herpes simpleks viriis-timidin kinaz (HSV-tk) geni ile
transdiiksiyona ugratilmis ve sonrasinda gansiklovir tedavisi uygulanmaistir.

Gansiklovir HSV-tk geni tastyan hiicreleri doz ve zamana bagh olarak éldiirmiistiir. °'

Tkuno ve Kazlauskas ", PVR patogenezinde rol alan PDGF reseptdriiniin (PDGFR)
alpha PDGFR oldugu gosterilmis ve dominant negative PDGFR geninin retroviral
yolla verilmesinin  kollajen jel kontraksiyonunu ve retina dekolmanini azalttigim

gostermislerdir.
PVR Medikal Tedavisinde Denenmis Diger Ajanlar

Antiproliferatif etkileri bilinen bu ilaglar disinda bir antihipertansif olan minoksidil,
kalsiyum kanal blokorleri olan verapamil ve diltiazem, kolesterol sentez inhibitorii olan
lovastatin, antiparazitik suramin, siklooksijenaz inhibitorleri olan asetilsalisilik asit,
indometasin ve meklofenamat, antidepresan olan hiperisin, antioksidan olan ginkgo
biloba ve vitamin E, tirozin kinaz inhibitorleri olan genistein ve herbimisin
A,anjiogenez mediatorii leptin, ribozim tiirevi Vit100, talidomid, somatostatin
analoglar1 (oktreotid ve somatulin), TGF-f; inhibitorii tranilast ve radyoterapinin de

PVR iizerine inhibe edici etkileri gt')zlenmistir.gz'lo6
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1.2.6.AFLIBERCEPT

2002’de Holash ve arkadaslari tarafindan, kanser tedavisi icin VEGF-Trap gelisimi
ve in vivo ¢alismasini bildiren ilk makale yayinlanmistir. VEGF-Trap, VEGFR-1 in ilk
iic immunoglobulin (Ig) bolgeleri ve immunuglobulin G1 ‘in Fc pargalarinin
birlestirilmesiyle olusturulmustur(Sekil 5). Bu baslangi¢c molekiiliine dayanarak ti¢

ilave VEGF-Trap (aflibercept, ziv-aflibercept ve conbercept) gelistirilmistir.*’

Aflibercept, VEGF reseptor 1 ve 2 nin antijen baglayan kisimlariyla
Immunoglobulin G’nin (IgG), Fc pargalarinin birlestirilmesiyle olusturulmus
¢Ozlinebilir bir humanize fiizyon proteinidir. Kimyasal formiilii

Cu318He6788N116401304532 dir.

VEGFRI VEGFR2 VEGF Trap

:
g
S e

kd 10-30pM  kd 100-300 pM

Tamamiyle insan amino asit yapisinda olmasi sayesinde immiinolojik potansiyeli

minimalize edilmistir. Bu fiizyon proteinin reseptor kismi biitiin VEGF-A
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izoformlariin yaninda VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve plasental biiytime faktorii

1 ve 2’ye baglanabilme 6zelligine sahiptir. Boylece VEGF-Trap VEGF-A nin tiim
izoformlarim1 bloke etmekle kalmayip, proanjiojenik 6zellige sahip diger VEGF ailesi
iizerinden de etkisini gdstermektedir (Sekil 6).'"'%® Aflibercept, bevacizumab veya
ranibizumaba kiyasla VEGF-A i¢in daha fazla baglanma afinitesi gosterebilir. %'
Son on yi1l i¢inde, VEGF'yi bloke etmek i¢in intravitreal farmakoterapi kullanimi
yayginlagmis ve neovaskiiler yasa bagli makuler dejenerasyonu (AMD), diyabetik
makula 6demi (DME) ve retinal ven tikanikligina (RVO) bagli makuler 6demi olan
hastalarda gorsel sonuglara énemli 6lciide fayda saglanmustir. '''"''* Bu retinal
hastaliklar, artmis intraokiiler VEGF diizeyleri ve makuler 6dem gelisimi ile
karakterize olup, merkezi ve keskin gorme islev bozuklugu ile sonuglanir. VEGF ayni1
zamanda bu kosullarda neovaskiilarizasyon gelisimine aracilik eder ve ciddi irreversibl
gorme kaybina yol agabilir. Bu bozukluklari olan hastalarin vitreus bosluguna bir anti-
VEGEF ajan1 verilmesi intraokiiller VEGF'yi diisiiriir, yeni damar olusumunu ve

109,111 7 - .
" Pennock ve ark’ pigmente tavsanara intravitreal RPE ve

vaskiiler kacagi azaltir.
fibroblast uygulayarak olusturdukar1 deneysel PVR modelinde afliberceptin etkisini
incelemislerdir. Afibercept uygulanan grupta retina katlarin yapisinin korundugu ve

ERG’de sonuglarin anlaml olarak bozulmadig1 gériilmiistiir.”

Aflibercept, Ameirkan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan Kasim 2011°de yasa
bagli makula dejenerasyonu, Ekim 2014’te retinal ven okluzyonuna bagli makuler
6dem ve Mart 2015°te diyabetik makuler 6dem tedavisinde kullanilmak {izere

onaylanmugtir.*!
Afliberceptin Yan Etkileri
Intravitreal olarak uygulanan afliberceptin yan etkileri genel olarak goz iizerine

olmaktadir. Konjonktival hemoraji, g6z ¢evresinde agri, katarakt, vitreus dekolmant,

intraokuler basingta ylikselme bunlarin baslicalaridir. Daha nadir olmakla beraber

retina dekolmany, retinada yirtik, endoftalmi olgulari da bildirilmigtir.''*' ">

Afliberceptin kontraendike oldugu durumlar

Okuler ya da periokuler en feksiyonu olan ve aktif intraokuler inflamasyonu olan

hastalarda kontraendikedir.''*
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Sekil 6:VEGF ve anti-VEGF lerin etki mekanizmasi

1.2.7 Deneysel PVR Modelleri ve Dispaz
1.2.7.1 in Vitro Deneysel PVR Modelleri

RPE hiicreleri insanlardan, primatlardan, tavsanlardan, ineklerden, domuzlardan,
kobaylardan, ratlardan ve farelerden izole edilerek hiicre ¢ogalmasi, apoptoz, gog,
ekstraseliiler matrikslere baglanma ve matriks kasilmasi dahil olmak tizere PVR ile
ilgili in vitro etkileri incelemek i¢in rutin olarak kullanilmaktadir. In vitro modelde ise
hiicre proliferasyonu i¢in eniikle edilmis hayvan gozlerinin vitreus 6rnekleri

kullanilmaktadir.''®
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RPE hiicre kiiltliriinden farkli olarak iki tip in vitro model daha bulunmaktadir.
Bunlardan birincisi hayvan tenon kapsiilii fibroblastlarindan veya insan RPE
hiicrelerinden elde edilen hiicre kiiltiiriinlin organ kiiltiirlerinde yasatilan retinal
eksplantlara ekilmesi ile olusturulan PVR modelidir. ikinci model ise fareden elde
edilen, organ kiiltiirlinde yasatilan retinal eksplantlarin, glial hiicreler iizerine
proliferatif etkisi olan ve retinal kontraksiyona sebep olan biiyiime faktorlerine

(PDGF) maruz birakilarak olusturulan PVR modelidir."''®
1.2.7.2 in Vivo Deneysel PVR Modelleri

Yirmibese yakin deneysel in vivo PVR modeli bulunmaktadir. Bu deneysel

modelleri {i¢ grupta toplayarak 6zetlemek miimkiindiir.''°

1) Kiiltiire edilmis hiicrelerin intravitreal enjeksiyonu ile olusturulan deneysel in
vivo PVR modellerinde otolog fibroblast hiicreleri (saglam olan diger gézden alinir),
homolog fibroblast hiicreler (deri biyopsisinden kiiltiire edilir), endotel hiicreleri,
kondrositler, embriyonel hiicreler, otolog RPE hiicreleri, homolog RPE hiicreleri,
insan RPE hiicreleri, makrofajlar, konjonktival fibroblastlar ve plateletten zengin

plazma kullanilmaktadir.

2) Diger modellerle de kombine edilebilen cerrahi miidahale gerektiren deneysel

in vivo PVR modelleri:
e Lens ekstraksiyonu ve vitrektomi ile anterior PVR olusturulan model
e Retina dekolmani ve RPE soyulmasi ile PVR olusturulan model

e Pars plana boyuca insizyon uygulanip otolog kan injeksiyonu ile travmatik

PVR olusturulan model

e Retinal kriopeksi, lensektomi, vitrektomi gibi cerrahi miidahalelere ek olarak
intravitreal kiiltiire edilmis RPE enjeksiyonu ile kombine edilen PVR modelleri

*  Retinal hole olusturduktan sonra IL-1 enjeksiyonunun kombine edildigi model
seklinde 6zetlenebilir.

3) Diger modeller:
*  Transgenik PDGF (PDGF ile uyarilmis fotoreseptor hiicreleri)

*  Adenoviriislerle enfekte edilmis RPE hiicreleri
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*  Adenoviruslerin
*  Concanavalin

«  Dispazin intravitreal enjeksiyonu ile olusturulan model sayilabilir. "

1.2.7.3 Dispaz

ilk olaraka Frenzel ve ark.''” deneysel ¢alismalarinda PVR indiiksiyonu i¢in
farelere intravitreal dispaz uygulamislardir.''” Dispaz Bacillus polymyxa’nin kiiltiir
filtratlarindan izole edilen, fibronektini, kollajen IV'li ve daha kiicilik 6l¢lide olmak
iizere kolajenin I'ini parcalayan proteolitik bir enzimdir (notral proteaz). Deneysel
calismalarda hiicre toplama ve doku ayristirilmasinda kullanilir.''® Deneysel PVR
modelinde, bazal membran yapisinda bulunan ve bazal membran RPE hiicrelerinin
devamliliginda 6nemli bir yer tutan kollajen ve fibronektin dispaz ile yikilmaktadir.
Devamliligi bozulan RPE hiicreleri vitreus bosluguna dokiilmekte; boylece vitreusta
kontraktil membranlar olusmaktadir. Yapilan ¢alismalarda PVR gelistirmede etkin
dozun 0.05- 0.07 U oldugu ve gelisim siiresinin de ortalama 8- 10 hafta oldugu
gosterilmistir.''” Tikhonovich M. ve ark.'"” ratlarda yaptigi ¢alismada ise 0.03U doz

ile 6 hafta sonunda PVR olusumu gosterilmistir.'"”

Kolay uygulanan ve ucuz maliyetli bu deneysel PVR modelinin dezavantaji
Kralinger ve ark.'? calismalarinda da gosterildigi gibi katarakt ve lens subluksasyonu
olusmasi nedeniyle deney siiresince fundus goriintiilemesine izin vermemesidir.
Ancak diger deneysel PVR modellerinde de katarakt gelisimi s6z konusu oldugundan,
bu durumun sadece dispazin neden oldugu toksik reaksiyonla degil ayn1 zamanda

PVR’nin patogenezi ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir.'*’
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2.GEREC VE YONTEM
2.1 Proteomiks Analizi

Proteomiks genomun tiim protein komplementlerini (proteom) ¢alisan bir bilim
dalidir. Proteomiks ve proteom terimleri Marc Wilkins ve arkadaslarinca 1990°larda
tiiretilmistir. Bu kelimeler tiim bir organizmadaki tiim genlerin kolleksiyonlarini ifade
eden genomiks ve genom kelimelerinin yansimalaridir. Proteomiks, ¢ok genel anlami
ile RNA-protein iliskisini agiklamaya ¢alisan, hiicre ve dokular1 olusturan proteinlerin
ifade bulmalar1 sirasindaki post-transkripsiyonal modifikasyon ve translasyon
sirasinda olusan degisiklikler ile ilgilenen bir bilim dalidir."*! Hiicrede gerceklesen
posttranslasyonel modifikasyonlar normal ve patolojik dokulardaki farkliliklar: belirler
ve proteinde goriilen post-modifikasyonlarin tiimiiniin bilgisini protein kodlayan
bolgelerdeki genomik bilgi tek basina veremez. Bu nedenlerle, genomik ¢alismalar her
zaman nihai protein ekspresyonu hakkinda dogru bilgiler saglayamaz iken yapilan
proteom c¢alismalari, hastalik patolojisini ve fenotipini genomik ¢alismalardan farkli
yollarla ortaya ¢ikarabilmektedir.

Hastaliklarin erken tanisi, risklerin veya tedavi yanitlarinin izlenebilmesi i¢in
biyobelirteglerin kesfi; klinik sonuglar diizeltebilecek yeni tedavilerin gelistirilebilmesi

icin protein hedeflerinin tespit edilebilmesi klinik proteomiksin temel amaclarindandir.

2.1.1 Biyobelirtegler

Hastaliklarin patofizyolojisinin zamanla anlasilmasi hastalarin basariyla tedavi
edilebilmesini etkileyen en temel faktordiir.'** Giintimiizde biyolojik drneklerde
molekiiler yontemler kullanilarak bir takim belirtecler yardimai ile tan1 konulmasi
olagan bir uygulamadir. Hastaliklar i¢in yiiksek riskli bireylerin taranmasini, erken
tan1 konulmasini, prognoz tahminini ve tedavi yanitinin izlenmesi bu belirteglerin
konsantrasyonlarindaki degisikliklerin tespit edilmesiyle miimkiin olabilmektedir.
Klinik uygulamada kullanilan bu belirteglerin esas amact mortalite ve morbiditeyi
azaltmaktir. Biyobelirtecler genellikle monoklonal antikor tabanli metodlarla tespit
edilen veya miktar1 6l¢iilen protein molekiilleridir. Ancak giinlimiizde biyobelirteg
olarak kullanilan veya belirte¢ potansiyeli olan birgok molekiil tek basina ideal bir

molekiiliin 6zelliklerini tasimamaktadir. Teorik olarak her hastalik 6zgiin bir
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biyobelirtecle ortaya ¢ikarilabilir ve karakterize edilebilir ve bu belirtegler tek bir
molekiil olabilir. Bagka bir alternatif ise hastaliga 6zgii bir protein olmak yerine
hastalik durumunda posttranslasyonel modifikasyonlarla degismis olan bir protein

veya proteinler paneli olabilir.'*
2.1.2 Proteom Analizinde Kullanilan Genel Strateji

Ornek hazirligi proteom analizi igin ilk adimdir. Tiim hiicre ve doku 6ziitlerinde
proteinlerin farklt molekiiler kiitle, yiik, izoelektrik nokta ve ¢oziiniirliige sahip
olmalar1 drnek hazirlanmasindaki ana problemdir.'** Ayrica bu asamada drnek
karmasikliginin azaltilmasi da dnemlidir. Proteom analizinde ikinci adim analitik
protein ayrim teknolojisidir. Analitik protein ayrim teknolojisinde 6nce kompleks
protein karisimlarimlar1 belli proteinlere ya da protein alt gruplarina ayrilarak
basitlestirir. Daha sonra 6rnekler arasinda karsilastirma yapilarak protein
diizeylerindeki farkliliklar belirlenir. Proteinlerin ayrimi arastiriciya analizi i¢in
spesifik proteinleri hedeflemesini saglar. lki s1v1 fazda ayrimin yapildig1 metod ve
ikincisi ise proteomikste altin standart olup siklikla tercih edilen 2D (iki boyutlu) jel
elektroforez metodu olmak iizere iki tip metod mevcuttur.'**'* Bunlardan farkli
olarak diger protein ayirma teknikleri 1D jel elektroforezi, poliakrilamid jel
elektroforezi 1. SDS- PAGE (denatiire edici page) ve 2.ND-PAGE(non denatiire edici
page), HPLC (yliksek performans likit kromatografisi), kapiler elektroforez,
izoelektrik fokuslama ve kromatografik yontemlerdir.'**'* Ayristirlmis 6rneklerin
analizi, Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight (MALDI-ToF),
ESI-MS (electrospray ionization-mass spectrometry), PSDMALDIMS (Post Source
Decay) ve SELDI-TOF (Surace Enhanced Laser Desorption lonization) yontemleri ile
yapilir. Kiitle spektrumu ve kromatogram verileri alinan 6rnekler i¢in veri tabaninda
tarama yapilmakta ve belirli olasiliklarla protein eslestirmeleri elde edilmektedir.
MALDI-TOF ile protein bilgisine ulasilip proteinin adi konulduktan sonra, ESI-MS
i¢in kullanilan Q-TOF ile amino asit dizilimlerine ulasilarak proteinlerin primer amino
asit dizileri aydinlatilabilmektedir. Veri tabanlar iizerinden kimligi belirlenmis olan
proteinler degerlendirilerek farkli tedavi dozlarina yanit, tedavi edilen ve edilmeyen
bireylerdeki protein haritalar1 veya farkli hastaliklar1 tasiyan vakalar ile kontrol

gruplar arasinda fark dogrudan ve en giivenilir sekilde ortaya koyulmaktadir.
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2.2.MALDI-TOF Kiitle Spektrometrisi Analizi

Kiitle spektrometre aletleri iyonlastirilmis maddeleri gaz fazinda analiz ederler. Bu
nedenle bir kiitle spektrometresi iyon kaynagi, kiitle/yiik oranini belirleyebilen bir
kiitle analiz cihazi ve bir dedektorden olusur. Proteinlerin ve biyolojik molekiillerin
gaz fazina tasinilabilmesi ESI (electrospray ionisation) veya MALDI (matrix assisted
laser desorption/ionization) teknikleri ile yapilir. MALDI tekniginde analizi yapilacak
maddeler kat1 bir kristal matriks ortamindan lazerle iyonize edilir. Matriksin olmadigi
ortamda biyomolekiil parcalanacagi icin matriksin kullanilmas sarttir. Iyonlastirilmis
biyomolekiiller elektrik alan i¢erisinde hizlandirilarak bir tiip igerisine aktarilir.
Iyonlarm bu tiip igerisindeki hizlar1 her bir iyonun kiitle ve yiikii ile dogru orantilidir.
Boylece her bir iyonun tiipten ¢ikis an1 sahip oldugu kiitle/yiik sinyal oranina bagl

olarak degisir.

MALDI-TOF metodu kullanilarak proteinlerin ve diger biyomolekiillerin
karakterizasyonu ve tanimi miimkiindiir. Bu metod olduk¢a duyarli olup molekiiler
agirliklar1 400 ile 350,000 Da arasindaki polipeptidlerin tanimlanmasini saglar. Elde
edilen kiitle/yiik degerlerinin analizi MALDI-TOF analizinden elde edilen kiitle/yiik
degerleri Swiss-Prot veri bankasinda Prospector ad1 verilen ve licretsiz ulasilabilinen
bir programda arastirilabilir. Bu programin amaci arastirilan proteinin kiitle/yiik
degerlerini bugiine kadar bilinen tiim kiitle/yiik degerleri ile karsilastirmak, veri
tabanindaki degerlerle eslesip eslesmedigini arastirmak ve hangi proteine ait oldugunu
tespit etmeye caligmaktir. Protein prospektor icerisinde birkag farkli program
kullanmak miimkiindiir. (Swiss-Prot veri bankasi, http://prospector.ucsf.edu/)

Bu baglamda kullanabilecegimiz ikinci bir program da Peptident ad1 altinda sunulan ve
Expasy veri bankas1 tarafindan {icretsiz olarak kullanima acilan veri tabanidir
(http://ca.expasy.org/tools/peptident.html). Oldukea kolay kullanilabilinen bir kullanici-
ortamina (interface) sahip olan bu program elde edilen kiitle/yiik degerlerini direk olarak
veri bankasi igerisinde arastirir.

Kisacas1 proteomiks analizinde kullanilan genel strateji; (1) Ekstraksiyon,
soliibilizasyon, 6n-fraksiyonlama, DNA’nin uzaklastirilmasi, yaygin bulunan proteinlerin
uzaklastirilmasi gibi teknikleri iceren 6rnek hazirligi. (2) Protein ve/veya peptitlerin

tanimlanmasi (identifikasyonu) ve elektroforeze dayali tekniklerin kullanimidir.
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2.3 Karsilastirmah Proteomiks Calismalarinin Amaci

Klinik proteomiks ¢alismalarinda temel amag, farkli hastaliklara ait 6zgiin
biyobelirteclerin ortaya konmasi ve bunun tani testi olarak kullanilmasidir.
Biyokimyasal mekanizmalarin karmasiklig1 nedeni ile bir¢ok hastalikta tek bir
biyolojik belirteg ile sonuca ulagilamamaktadir. Bu nedenle hastalik progresyonu
sirasinda ortaya ¢ikan molekiillerin calisilmasinda, ¢oklu belirte¢ panellerinin veya

proteomiks panellerinin calisilmas: giderek 6nem kazanmaktadir.'?%'%’

Normal biyolojik siire¢lerin ve hastaliklarin altinda yatan mekanizmalarin
tanimlanmasi, viicut stvilarinda, hiicrelerde veya doku biyopsilerinde diyagnostik ve
prognostik hastalik belirte¢lerinin tanimlanmasi, hastalik progresyonunun izlenmesi ve
subklasifikasyonu, yeni tedavi stratejilerinin belirlenmesi, viicut s1vi 6érneklerinin veya
doku biyopsilerinin orijinlerinin belirlenmesi, s1vi, hiicre veya dokularda protein
fenotiplerinin ve post-translasyonal modlarin belirlenmesi, immiinoglobulin
klonlarinin arastirilmasi genetik otoimmiin, enfeksiyonel veya neoplastik hastaliklar

olarak tanimlanabilir.
2.4 Deneyin Uygulanisi

Calisma Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi G6z Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda,
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’ nin katkilar1 ve Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu’nun izni ile gergeklestirildi. Calismada agirliklart ortalama 350 gram olan 35
adet erkek Long Evans cinsi pigmente ratin tek gozii kullanildi. Caligma siiresince
denekler Kocaeli Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Biriminde

(DETAB) uygun beslenme sartlarinda ve 6zel kafeslerde tutuldu.

Toz halinde 25 IU dispaz ig¢eren flakon ise (Gibco, Tokyo, Japonya) 0.031U/ul
dispaz olacak sekilde salin soliisyonu yardimiyla hazirlandi. 40mg/ml dozundaki
Aflibercept (Eylea, Bayer, Tiirkiye) intravitreal enjeksiyon i¢in ¢ozeltiden 2 pl
hazirlandi. Ilaglarin hazirlanmasi esnasinda sterilizasyon kurallarina uyuldu. Anestezi
ve analjezi uygulamasinda intramuskiiler 90 miligram/kilogram ketamin hidrokloriir
(Ketalar, Eczacibasi, Tiirkiye) ile 10 miligram/kilogram ksilazin hidroklorid (Rompun,
Bayer, Tiirkiye) kombinasyonu kullanildi. Islem 6ncesi deneklerin gozlerine %0,5’lik

proparakain hidroklorid damla (Alcaine, Alcon, Tiirkiye) damlatildi.
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Endoftalmi proflaksisi i¢in deney siiresince yapilan tiim intravitreal uygulamalar
oncesinde deneklerin hepsinde glob etrafi %10 povidon iodin ile temizlendikten sonra
konjonktiva yiizeyine %5’lik povidon iodin uygulamasi yapilip en az ii¢ dakika
beklendi ve konjonktiva ylizeyi salin sollisyonu yardimiyla yikandi. Enjeksiyon
sonrast enfeksiyonu dnlemek amaciyla topikal antibiyotik olarak ofloksasin damla

damlatildi.

Denekler her grupta on iki rat olacak sekilde, kontrol, dispaz+salin ve

dispaz+taflibercept olacak sekide randomize olarak 3 gruba ayrild;

Dispaz+aflibercept grubundaki ratlarin sag goziine limbusun 0,5 mm gerisinden 30
G igneli enjektor ile girildi ve 2 pl vitreus aspire edildi (vitreus tab). 0.03U/ pl
dozunda 2pul dispaz ve 40 mg/ml dozunda 2 pl abflibercept verildi. Dispaz

soliisyonunun PVR gelistirmesi i¢in gerekli siire olan 6 hafta boyunca beklenildi.

Dispaz+salin grubundaki ratlarin sag goziine limbusun 0,5 mm gerisinden 30 G
enjektor ile girilerek ayni metodla 2l vitreus tab islemi uygulandi. 0.03U/ pl dozunda
2ul dispaz ve 2 pl steril salin enjekte edildi. Dispaz soliisyonunun PVR gelistirmesi

i¢in gerekli olan 6 hafta siiresince beklenildi.
Kontrol grubundaki ratlarin gozlerine enjeksiyon uygulanmadi.

Takiplerde 2. Haftada katarakt gelistigi goriildii. Altinc1 haftanin bitiminde

proteomik degerlendirme i¢in evisserasyon islemi uygulandi.

Ratlardan alinan vitreus ve retina ornekleri incelenmek iizere Tibbi Biyoloji

bolumiine verildi.

2.5 Proteomiks Degerlendirmesi

2.5.1 Orneklerden Protein Oziitlerinin Hazirlanmasi

Vitrdz sivist ve retina 6rneklerinden protein 6ziitleri DIGE tamponu (7 M Urea, 2 M
Thiourea, 30 mM Tris, and 5 mM Mg(CH3COO),, pH 9) icerisinde hazirlandi. Orneklerin
homojenizasyonu sirasinda protein yikimini engellemek i¢in proteaz inhibitor karigimi
eklendi. Homojenize edilen 6rneklerden proteinleri iceren sivi kismi elde edebilmek icin
ornekler 6nce +4°C’de 10.000xg’de 10 dk santrifiij edildi, olusan sivi1 iist faz temiz yeni
tiipe alinarak 6rnekler tekrar 4°C’de 20,000xg’de 30 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonunda

lyice temizlenen protein igeren supernatant dikkatlice pipet yardimiyla alinarak Lo-
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Binding tiipler igerisine aktarildu.

2.5.2 Protein Konsantrasyonunun Tayini

Ornekler kullanilmak iizere -80°C’de saklama dncesi protein konsantrasyonlarinin
Ol¢iilmesi gerekmektedir. Protein konsantrasyonlar1 hazirlanan standartlar ve gerekli 6rnek
dilisyonlar1 kullanilarak Bradford metodu ile belirlendi ve tiipler lizerine konsantrasyonlar

yazilarak Ornekler hizli dondurma sonrasi -80°C’de saklandi.

2.5.3 Protein Orneklerinin Odaklanmalari ve 2D Jel Elektroforezleri

Protein drneklerine ilk asamada IPG stripler {izerine gegebilmeleri i¢in striplerle birlikte
rehidrasyona tabi tutuldu. Izoelektrik odaklamada &nciil denemeler igin 7cm’lik IPG
stripler (pH 3-10 NL), analizler i¢in ise 17 cm’lik IPG stripleri (pH 5-8 NL). Bu asamada
7cm IPG stripler i¢in 100 pg, 17cm IPG stripler i¢in ise 750 pg protein drnegi kullanildi.
Gerekli miktardaki protein 6rnegi 2D rehidrasyon tamponu ile karigtirilip igerisine stripin
pH'sina uygun %1 Amphylote ve %1 TBP eklendi. Bu asamadan sonra protein drnekleri
fokuslama trayleri igerisine konuldu ve 6rneklerin tizerlerine uygun IPG stripler dikkatli
bir sekilde yerlestirilerek SOuA/IPG Strip akim uygulanacak sekilde PROTEAN IEF
(BioRad) igerisinde aktif rehidrasyona tutuldu (20°C). Aktif rehidrasyon sirasinda 1. saatin
sonunda 6rnegin buharlagmasini 6nlemek i¢in IPG striplerin iizerilerine 2-3 ml mineral

yagi ilave edildi ve yaklasik 16 saat rehidrasyon islemine devam edildi.

Rehidrasyon isleminden sonra IPG striplerin izoelektrik odaklamasina geg¢ildi.
Rehidrasyon sonunda IPG stripler alinarak iizerlerinde fazla miktarda bulunan yag kurutma
kagidi ve su yardimi ile temizlendi, ardindan temiz bir fokuslama trayi icerisine konularak
tizerlerine yeni mineral yag eklendi. Trayler daha sonra yine PROTEAN IEF (BioRad)
igerisine konularak adim adim akimai yiikselten {i¢ asamal1 bir program ile 20°C’de
fokusland1 (7cm'lik IPG stripler i¢in S1:250V 20 dk Linear, S2: 4000V 2 saat Lineer, S3:
4000volt, 10000 V-saat, Rapid, toplam 5 saat 14000 V-saat. 11cm'lik IPG stripler icin
S1:250V 20 dk Linear, S2: 8000V 2.5 saat Lineer, S3: 8000volt, 20000 V-saat, Rapid,
toplam 5.3 saat ~30000 V-saat. 17cm'lik IPG stripler i¢in S1:250V 20 dk Linear, S2:
10000V 2.5 saat Lineer, S3: 10000volt, 40000 V-saat, Rapid, toplam 7 saat ~50000 V-
saat.). Fokuslama sirasinda proteinler ait olduklari izoelektrik noktalarina goére IPG strip

uzerinde siralanirlar.
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Fokuslama sonrasinda stripler tampon I (6M iire, 0.375M tris-HCL pH8.8, 2% SDS,
20% gliserol, 2% (w/v) DTT) ve tampon II (6M fiire, 0.375M tris-HCL pHS8.8, 2% SDS,
20% gliserol, 2% (w/v) iodoasetamid) igerisinde 30 dk’lik siirelerle yikandi. Stripler bu
asamadan sonra hazirlanan veya precast olarak alinan poliakrilamid jellere (12% veya
degisik konsantrasyonlarda) yerlestirilerek elektroforez (7 cm'lik stripler icin Mini Protean
Tetra Cell (Bio-Rad) kullanilarak ve 17 cm'lik stripler i¢in Dodeca Cell (Bio-Rad)
kullanilarak 35mA 30 dk, 48mA 5 saat 16°C’de) ile molekiiler biiyiikliiklerine (MW) gore
ikinci boyutta (2D) ayirima tabii tutuldu [Laemmli vd. 1970]. Ikinci boyutta ayirim
sirasinda kullanilacak jeller i¢in jel jel farkliligini ortadan kaldirmak amaciyla ¢oklu 6rnek
caligmalarinda 17'cm'lik stripler igin DODECA (BioRad) jel dokme, jel yliriitme ve
boyama sistemi kullanildi.

Elektroforez sonrasinda jeller 40% metanol, 10% asetik asit i¢erisinde en az bir saat
fikse edildi ve ardindan laboratuarimizda tiretilen Murafast colloidal Coomassie mavisi
boyasi igerisinde gece boyu boyandi. Jellerin goriintiilenmesi VersaDoc sistemi (BioRad)
ile yapildiktan sonra jellerin analizleri PDQuest Advanced programu ile yapilarak istatistiki

olarak anlamli olan spotlarin kesimi Spot-cutter robotu (BioRad) ile yapildi.

2.5.4 In-Gel Tripsin Kesimi ve Zip-Tip C18

Protein spotlarindan peptidlerin elde edilebilmesi i¢in proteinlerin jel icerinde
peptidlerine ayrilmasi ve ardindan jelden izole edilmeleri gerekmektedir. Bu islem icin
spot drnekleri %50 asetonitril (ACN) ve %50 25 mM amonyum bikarbonat ¢ozeltisi
icerisinde destain edilerek calkalamali vorteks {izerinde yikanir. Yikama sonunda 6rnekler
25mM amonyum bikarbonat icerisinde 10% TCEP olacak sekilde 60°C’de 10 dk disiilfit
baglarinin kirilmasi saglanacak reducing edilir. Ardindan son konsantrasyonu 100 mM
iyodaasetamit (IAA) olan 25mM amonyum bikarbonat igerisinde oda sicakliginda
karanlikta 1 saat bekletilerek indirgenmis olan sistin yan zincirlerinden metillenecektir
(Alkylation). Bu islem sonunda %100’liik ACN igerisine alinan spotlar, ACN
uzaklastirildiktan sonra son konsantrasyonu 10ng/ul olan tripsin ile 30°C’de gece boyu
kesime alinir. Orneklerin Zip-Tip’leri uglarin énce ACN ve 0,1% triflorik asit ile
dengelenmesi ile baslar. Her 6rnek 25-30 defa pipetlendikten sonra MALDI matriks ile
MALDI plate iizerine eliisyonu yapilir.
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2.5.5 MALDI TOF-TOF Analizi

Zip-tip sonrast MALDI plate yerlestirilen 6rneklerin AbSciex 5800 MALDI-TOF-TOF
(MS/MS) cihazinda analizleri yapildi. MALDI-TOF-TOF bir kiitle spektrometresi olup
lazer 15181 kullanarak iyonize ettigi peptitleri vakumlu bir tiip igerisinde ayristirdiktan sonra
kiitle/yiik (m/z) oranlarina ve peptitlerin amino asit dizilimlerine gore tanimlamaya
yardimci olur. Cihazdan elde edilen veriler online MASCOT data bankasindan Protein
Pilot programi kulanilarak hangi proteine ait olduklar1 belirlenir.

MALDI kalibrasyonu eksternal veya internal kalibrant kullanilarak yapilacak, her bir
spektrum i¢in ortalama 200 lazer vurusu kullanilacaktir. Elde edilen tiim spektralar (m/z),
arama parametreleri; bir hatali kesim bolgesi, fiksed modifikasyon olarak carbamidomethyl
(cysteine), degisken modifikasyon olarak Met oksidasyonu, peptid yiikii +1, monoizotopik
kiitle degerleri, peptid kiitle tolerans1 £50 ppm, fragment kiitle toleransi £0.25 Da olarak
belirlenerek MASCOT bilgi bankasinda analiz edildi.

2.5.6 Biyoinformatik Analizler

Tanimlanan proteinler arasindaki biyolojik iligkiyi ortaya koymak ve hiicresel yolaklar
belirlemek i¢in ise Panther ve String programlar1 kullanildi. Bu programlarin her ikisi de
internet lizerinden ticretsiz olarak kullanilabilen programlar olup
http://www.pantherdb.org/ ve https://string-db.org/ web adreslerinden ulasilabilir.
Tanimlanan proteinlerin etkilesim yolaklar1 ve etkilestigi proteinleri belirleyebilmek i¢in
ise yine internet lizerinden iicretsiz ulasilabilen BioGrid analizi gergeklestirildi
(https://thebiogrid.org/). Tez igerisinde kullanilan tiim sekiller Adobe Illustrater CS6

programu ile yapildi ve en az 300 dpi ¢oziiniirliikte olusturuldu.
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3.BULGULAR

DEKART-Proteomik Arastirma Laboratuarina 6.Hafta sonunda G1
(Kontrol), G2 (Dispaz+Salin)ve G3 (Dispaz+Aflibercept) uygun sartlar altinda
getirilen vitreus s1visi ve retina 6rneklerinden protein 6ziitleri metod kisminda
anlatildig1 gibi hazirlandi. Hazirlanan 6rneklerden Bradford metodu kullanilarak
protein konsantrasyonlar dlgiildii. Orneklerdeki protein konsantrasyonu ortalama
73,8+10 pg/ul civarinda idi ve 6rneklerin 2D ¢aligmalarina yetecek miktarda protein
ihtiva ettigi goriildii (Tablo 4). Bradford ile yapilan spektrofotometrik 6lgiimlerin
dogrulugunu test etmek amaci ile, yapilan 6l¢timler baz alinarak SDS-PAGE protein
jelleri hazirlandi. Her bir 6rnekten esit miktarda olacak sekilde (20 pg) yiiklemeler
yapildi ve jeller coomassie mavisi ile boyanarak analize tabi tutuldu. Yapilan analiz
neticesinde protein 6l¢limlerinin dogru yapildigi ve her bir kuyucuga esit miktarda
protein yiiklendigi goriildii (Sekil 7). Ayrica protein bantlarinin keskin olmasi ve net
bir sekilde jel iizerinde goriintii vermesi, 6rneklerin dogrudan 2D analize tabi
tutulabilecegini gosterdi. Ancak bazi diisiik molekiiler agirlikli protein bantlarinin
orneklerden bazilarinda digerlerine gore daha fazla miktarda bulundugu goriildii. Bu
nedenle normalizasyon yapabilmek i¢in tiim 6rneklerde goriilen bir protein bandi baz
almarak karsilastirma yapildi. Yapilan bu onciil analiz, 6rneklerin karsilagtirmali 2D-
jel calismalarina uygun oldugunu ve elde edilecek bilgilerin giivenilir olacagini

gosterdi.

Her bir gruptan protein havuzlari olusturulmasi i¢in 1.grubun (n=12) her bir
orneginden 285 ng, 2.grubun (n=11) her bir 6rneginden 363 pg ve 3.grubun (n=12)
her bir 6rneginden 333 pg protein alind1 ve ti¢ farkli protein havuzu olusturuldu.
Toplamda 4000 pg protein i¢eren havuzlar ¢alismanin sonuna kadar kullanilacak

sekilde parcalara ayrildi ve -80°C’de saklandi.

Olusturulan havuzlarin esit miktarda protein igerdigini gosterebilmek i¢in her bir
havuz 6rneginden 20 pg protein alinarak western blot analizine tabi tutuldu. Bu amagla
her 6rnekte esit miktarda bulunmasi gerekli olan bir protein olan beta-aktin miktarlar
Olciildii (Sekil 8). Yapilan analizde, havuz 6rneklerinin dogru olusturuldugu ve esit

miktarda protein icerdigi goriildii.
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Tablo 4. Kontrol, Dispaz+Salin ve Dispaz+Aflibercept gruplarindan elde edilen

protein Oziitlerinin Bradford 6l¢liim sonuglari

KONTROL DISPAZ + SALIN DiSPAZ+AFLIBERCEPT
K1 R 63,47 pg/ul | G2-1R 57,74 ug/nl | G3-1 R 117,2 pg/ul
K2R 107,95 pg/ul | G2-2 R 32,63 g/l | G3-2 R 49,85 ng/ul
K3 R 57,44 pg/ul | G2-3 R 3441 pg/ul | G3-3 R 36,84 pg/ul
K4 R 28,28 ng/ul | G2-4 R 81,26 ug/ul | G3-4 R 59,07 pg/pl
K5R 35,08 pg/ul | G2-5R 76,22 pg/ul | G3-5R 97,08 pg/ul
K6 R 27,01 pg/ull | G2-6 R 83,55 ug/ul | G3-6 R 97,55 pg/ul
K7 R 22,14 g/l | G2-7R 123,18 pg/ul | G3-7 R 59,94 pg/ul
K8 R 59,44 ng/ul | G2-8 R 72,76 ng/ul | G3-8 R 81,03 pg/ul
K9R 38,99 pg/ul | G2-9R 64,24 pg/ul | G3-9R 86,15 ng/ul
K10 R 69,42 pg/ul | G2-10 R 82,61 ng/ul | G3-10 R 100,72 pg/ul
K11 R 71,90 pg/ul | G2-11 R 169,22 pg/ul | G3-11 R 192,02 pg/ul
K12 R 64,69 ng/ul G3-12 R 179,22 pg/ul
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KONTROL

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

DISPAZ + SALIN

™M 1 2 3 4 5 6 i 8 M 9 10 11

DiSPAZ + AFLIBERCEPT

M 1 2 3 4 5 6 T 8 9 M 10 11 12

Sekil7. Kontrol, Dispaz+Salin ve Dispaz+Aflibercept gruplarina ait 6rneklerin 1D
SDS-PAGE jel goriintiileri. Her bir kuyuya 20 pg protein 6rnegi yiiklenmistir.
M.Unstained protein marker

G1 G2 G3

Sekil 8. Western blot analizi Hiicre i¢i dokudan bagimsiz esit miktarda sentezlenen
aktin proteinini goriintiilemek amaciyla yapilan Western blot analizi.(G1, Kontrol; G2,

Dispaz+Salin; G3, Dispaz+Aflibercept)
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2D Jel elektroforez calismalari

Protein orneklerinin hangi fokuslama araliginda ¢alisilacagini belirleyebilmek igin,
7 cm boyutunda pH 3-10 araliginda nonlineer striplerde bir 6n ¢alisma yapildi (Sekil
9). Yapilan bu 6n ¢alisma neticesinde 6rneklerin 17 cm’lik genis jellerde ve pH5-8
araliginda calisilmasi gerektigi sonucuna varildi. Bu amacgla metod kisminda
anlatildig1 gibi her bir 6rnekten ti¢lii tekrar olacak sekilde 750 pg protein kullanilarak
2D-jeller iiretildi. Uretilen jeller Mura-fast boyast ile boyandi, VersaDoc MP4000
sistemi ile goriintiilendi ve goriintiiler PDQuest Advance yazilimi ile analiz edildi
(Sekil 10). Yapilan analizler jeller tizerinde ortalama 350 adet protein spotunun
bulundugunu gosterdi (Sekil 11). Jeller arasi en diisiik eslesme oraninin %90 ve en
yuksek eslesme oraninin ise %99 oldugu goriildii. Tiim gruplar arasinda yapilan
analizde varyasyon co-efficiency’nin 75,42 oldugu bulundu. Bu rakam jellerin protein

profillerinin genel manada birbirine ¢cok benzer olduguna isaret etmektedir.

pH 3

Sekil 9. 2D jel goriintiisii: pH3-10 araliginda protein dagilimini ve sayisini belirlemek

amaciyla yapilmig 7cm’lik 2D jel goriintiisii.
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Sekil 10. 17 cm’lik genis jellerde ve pHS5-8 araliginda calisilmis jellerin PDQuest Advance yazilimi ile analizi
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Kontrol Dispaz+Salin Dispaz+Aflibercept

pH 5.0 es—— PH 8.0

116 kDa

66 kDa

45 kDa

35 kDa

25 kDa

18 kDa

Sekil 11. Her bir grup i¢in elde edilen 2D jel goriintiileri ve regiilasyon goriilen ve kesilip tanimlanan proteinlerin jel tizerindeki pozisyonlari.
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Jellerin gorsel analizi 6rneklerin protein araliginin hem ytiiksek hem de diisiik
molekiiler agirlikta proteinler igerdigini gosterdi. Bazi protein spotlart diger spotlara
gore baskin bir goriintii verdi ve bu spotlarin daha diisiik molekiiler agirlikl
proteinlerden olustugu goriildii. Ancak bu protein spotlarinin jel iizerindeki dagilimlar
homojen olmadigi i¢in bu spotlar arasindaki karsilastirma saglikli sonuglar vermedi ve
bu nedenle bu spotlar tanirmlanmadi. Yapilan analizde jel iizerindeki diger spotlarin
regiilasyon oranlarinin saglikli bir sekilde hesaplanabilecegi goriildii ve karsilastirmali
analizler bu spotlar ile yapildi. Toplamda 22 protein spotunda kontrole gore en az 2kat
regiilasyon oldugu goriildii. Bu spotlar, tanimlanmak amaci ile jellerden otomatik spot
cutter cihazi ile kesildi ve jel-i¢i tripsin ile kesilerek peptidlerine ayrildi. Ayrilan
peptidlerin kiitle/yiik (m/z) oranlart MALDI-TOF/TOF cihazi ile belirlendi (Sekil 12).
Belirlenen m/z oranlar1t MASCOT yazilimi araciligl ile protein tanimlamada kullanildi.
Tanimlanan protein listesi tablo 5°te verilmistir. Tablodaki protein skorlar1
incelendiginde SSP 0301 ve SSP 1406 numarali spotlar hari¢ tiim spotlarin yiiksek
giivenilirlikle tanimlandig goriildii. Bir proteinin istatistiksel olarak dogru
tanimlanabilmesi i¢in protein skorunun 100’iin lizerinde olmas1 gerekmektedir. Ancak
protein skoru diisiik olan protein tanimlamalarinda eger bir iyon skoru elde edilmisse
bu tanimlamanin da biiyiik thtimalle dogru oldugunu gosterir. Ciinkii iyon skoru olan
peptidler kiitle spektrometresinde dizilenmis ve amino asit i¢erikleri belirlenmis
demektir. Tablo 5’te verilen diisiik skorlu iki protein i¢in de dizi bilgisi elde edilmis ve

bu proteinlerin dogru tanimlandig1 gosterilmistir.

TOFTOF™ Reflecior Spec 1 MC[BF = 5275, 30409]

e

15806

[IL)

Ity

=

Sekil 12. MALDI-TOF/TOF spektrum goriintiisii
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Tablo 5. MADLDI-TOF/TOF analizi sonrasinda tanimlanan protein spotlarina ait veriler

SSP | Ace. No. Best Best Best Expect | Ma | Calc. | Seq. | Best Prot. Description Ion Score | Me (calc) | Io | Peptide
No Prot. Prot. Prot. tch pl Cov. observed ns
Acc. Mass | Score es (%)
0301 | Q4FZU2 | K2C6A 59213 54 0.033 10 8.06 13 Keratin, type II cytoskeletal 6A 1179.6091 | 1178.5931 | 35 | KYEELQITAGR.H
RAT
1404 | Q00981 UCHLI1 24822 311 6.00E-28 | 23 5.14 54 Ubiquitin carboxyl-terminal 886.4842 885.4821 | 48 | KLGVAGQWR.F
RAT hydrolase isozyme L1 895.4575 894.4633 | 47 | RFSAVALCK.A
1379.6517 | 1378.6477 | 12 | REFTEREQGEVR.F
1678.8245 | 1677.8210 | 51 | K.QFLSETEKLSPEDR.A
1983.8980 | 1982.8864 | 30 | KNEAIQAAHDSVAQEGQCR.V
2548.1382 | 2547.1230 | 9 | K.CFEKNEAIQAAHDSVAQEGQ
CR.V
1406 | P24135 PLCG2 147641 | 27 16 19 6.4 12 1-phosphatidylinositol-4,5- 970.4264 969.4226 | 4 | R.SDELTFCR.G
RAT bisphosphate phosphodiesterase
gamma-2
1508 Q68FY0 QCR1_R 52815 395 2.4e-036 28 5.57 37 Cytochrome b-c1 complex 809.4440 808.4443 37 R.SLLTYGR.R
AT subunit 1, mitochondrial 974.5189 973.5233 | 37 | R.EHTAYLIK.A
1083.5319 1082.5244 56 | R.TDLTDYLSR.H
1189.5873 1188.5809 | 24 R.IEEVDAQMVR.E
2068.025 2067.0055 | 41 | R.NALISHLDGTTPVCEDIGR.S
2726.2466 2725.2119 | 56 | K.YFYDQCPAVAGYGPIEQLSDYNR.I
1511 Q6AYH5 DCTN2 RA | 44121 298 1.20E-26 25 5.14 47 Dynactin subunit 2 809.3800 808.3715 | 17 K.GLDFSDR.I
T 975.5268 974.5185 | 56 | K.YADLPGIAR.N
1031.5763 1030.5659 6 R.LTELEATVR.C
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1625.8964 1624.8784 | 37 | K.VNALDLAVLDQVEAR.L
1706.8469 1705.8271 | 50 | R.ENLATVEGNFASIDAR.M
1513 P07323 ENOG RAT | 47111 530 7.5e-050 35 5.03 50 Gamma-enolase 824.3994 823.4010 41 K.YNQLMR.I
848.4103 847.4089 41 R.FAGHNFR.N
1174.5559 1173.5513 69 R.IEEELGEEAR.F
1303.6957 1302.6932 66 K.AGAAEKDLPLYR.H
1604.7396 1603.7374 3 K.MVIGMDVAASEFYR.D
1617.7970 1616.8192 55 K.VNQIGSVTEAIQACK.L
1804.9510 1803.9366 56 R.AAVPSGASTGIYEALELR.D
1855.9060 1854.8934 48 R.CITGDQLGALYQDFVR.N
1517 P59215 GNAO RAT | 40043 165 2.4e-013 14 5.34 47 Guanine nucleotide- 891.4629 890.4610 48 R.LFDVGGQR.S
binding protein G(o) 1044.4936 1043.4924 53 K.YYLDSLDR.I
subunit alpha 1310.6279 1309.6262 68 R.SREYQLNDSAK.Y
1380.7030 1379.7085 32 K.TTGIVETHFTFK.N
1445.6824 1444.6834 54 K.IIHEDGFSGEDVK.Q
1583.7351 1582.7297 42 R.AMDTLGVEYGDKER.K
3 1689.8494 1688.8369 | 41 R.IGAADYQPTEQDILR.T
1519 Q794E4 HNRPF_RA 45701 165 6.4e-013 14 5.31 21 Heterogeneous nuclear 1092.5758 1091.5724 53 R.VHIEIGPDGR.V
T ribonucleoprotein F 1630.7285 1629.7132 67 K.HSGPNSADSANDGFVR.L
2202 P31044 PEBP1_RA 20078 265 2.40E-23 16 5.48 40 Phosphatidylethanolamine- 912.4885 911.4865 43 K.FKVESFR.K
T binding protein 1 1351.6574 1350.6667 62 R.VDYGGVTVDELGK.V
1560.8232 1559.8195 17 K.LYTLVLTDPDAPSR.K
1963.9402 1962.9535 48 K.GNDISSGTVLSEYVGSGPPK.D
2643.3005 2642.2936 30 K.GNDISSGTVLSEYVGSGPPKDTGLHR.Y
2403 P49432 ODPB_RAT | 38957 323 3.8e-029 27 6.2 40 Pyruvate dehydrogenase 1231.5977 1230.5881 55 K.VVSPWNSEDAK.G
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E1 component subunit 1248.6312 1247.6220 49 R.VTGADVPMPYAK.I
beta, mitochondrial 1264.6217 1263.6169 35 R.VTGADVPMPYAK.I
1331.6775 1330.6551 47 K.EGIECEVINLR.T
1747.9094 1746.8763 50 R.IMEGPAFNFLDAPAVR.V
1763.8916 1762.8712 21 R.IMEGPAFNFLDAPAVR.V
1905.8679 1904.8421 28 R.EAINQGMDEELERDEK.V
2606 P47819 GFAP_RAT | 49927 193 3.8e-016 37 5.35 51 Glial fibrillary acidic protein 1060.4738 1059.4846 1 K.HEANDYRR.Q
1130.4993 1129.5074 1 R.SYASSETMVR.G
1177.6041 1176.6139 21 K.LADVYQAELR.E
1224.5671 1223.5782 3 R.ESASYQEALAR.L
1309.6539 1308.6674 4 R.SKFADLTDVASR.N
2607 P47819 GFAP_RAT 49927 433 3.8e-040 39 5.35 61 Glial fibrillary acidic protein 1060.4755 1059.4846 40 K.HEANDYRR.Q
1177.6074 1176.6139 40 K.LADVYQAELR.E
1224.5681 1223.5782 39 R.ESASYQEALAR.L
1309.6567 1308.6674 24 R.SKFADLTDVASR.N
1387.7419 1386.7579 11 R.LRLDQLTTNSAR.L
3503 Q99NAS5 IDH3A_RA 39588 342 4.7e-031 27 6.47 34 Isocitrate dehydrogenase 1028.5051 1027.5087 43 K.APIQWEER.N
T [NAD] subunit alpha, 1216.5919 1215.5924 62 R.IAEFAFEYAR.N
Mitochondrial 1316.5159 1315.5173 49 K.CSDFTEEICR.R
1391.7344 1390.7456 66 K.TPYTDVNIVTIR.E
1472.6074 1471.6184 29 K.CSDFTEEICRR.V
3504 P62882 GBB5_RAT 38707 151 6e-012 12 5.67 35 Guanine nucleotide- 908.4914 907.4916 31 K.VENLYPR.K
binding protein subunit 1015.5458 1014.5458 60 K.SAAEVIAQAR.K
beta-5 1140.5927 1139.6015 62 R.KPFPDFVYK.R
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1294.6923 1293.6864 28 R.MVIPGGIDVHTR.F
1310.6775 1309.6813 (9) R.MVIPGGIDVHTR.F
1620.7749 1619.7865 57 R.GLYDGPVCEVSVTPK.T
1682.8693 1681.8635 34 K.IVLEDGTLHVTEGSGR.Y
1822.9128 1821.9295 41 R.SITIANQTNCPLYVTK.V
3605 P47942 DPYL2_RAT | 62239 437 1.5e-040 26 5.95 40 Dihydropyrimidinase- 908.4914 907.4916 31 K.VFNLYPR.K
related protein 2 1140.5927 1139.6015 62 R.KPFPDFVYK.R
1294.6923 1293.6864 28 R.MVIPGGIDVHTR.F
1310.6775 1309.6813 (9) R.MVIPGGIDVHTR.F
1620.7749 1619.7865 57 R.GLYDGPVCEVSVTPK.T
1682.8693 1681.8635 34 K.IVLEDGTLHVTEGSGR.Y
4402 P42123 LDHB_RAT | 36589 494 3e-046 29 5.7 42 L-lactate dehydrogenase B chain 913.5847 912.5757 51 K.IVVVTAGVR.Q
957.6072 956.6059 18 K.FIIPQIVK.Y
1176.5868 1175.5822 56 K.SADTLWDIQK.D
1186.6494 1185.6353 96 K.LKDDEVAQLR.K
1248.6100 1247.5928 61 R.VIGSGCNLDSAR.F
1314.7448 1313.7303 46 K.LKDDEVAQLRK.S
4606 P04764 ENOA_RAT 47098 498 1.2e-046 34 6.16 52 Alpha-enolase 806.4460 805.4446 36 K.YNQILR.I
932.5311 931.5239 35 R.SFRNPLAK.-
1143.6090 1142.6084 51 R.IGAEVYHNLK.N
1406.7042 1405.7089 70 R.GNPTVEVDLYTAK.G
1439.7291 1438.7344 51 R.YITPDQLADLYK.S
1784.8566 1783.8377 87 R.AGKYDLDFKSPDDASR.Y
1804.9520 1803.9366 66 R.AAVPSGASTGIYEALELR.D
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4611 P04764 ENOA_RAT | 47098 230 2.00E-19 23 6.16 55 Alpha-enolase 806.4420 805.4446 | 24 K.YNQILR.I
932.5267 931.5239 | 33 R.SFRNPLAK.-
1143.6043 1142.6084 | 45 R.IGAEVYHNLK.N
1406.7019 1405.7089 | 67 R.GNPTVEVDLYTAK.G
1439.7253 1438.7344 | 48 R.YITPDQLADLYK.S
1784.8516 1783.8377 | 67 R.AGKYDLDFKSPDDASR.Y
5402 088989 MDHC_RA 36460 406 1.90E-37 25 6.16 47 Malate dehydrogenase, 811.4369 810.4348 | 39 K.AISDHIR.D
T Cytoplasmic 1026.47001 | 1025.4600 | 43 K.ENFSCLTR.L
178.622113 | 1177.6091 54 K.GEFITTVQQR.G
93.7256 170 | 1392.7038 | 61 K.FVEGLPINDFSR.E
6.8746 1757 | 1705.8457 | 37 K.SAPSIPKENFSCLTR.L
9168 2280. | 1756.9142 36 K.VIVWVGNPANTNCLTASK.S
1377 2279.1083 | 47 K.NVIIWGNHSSTQYPDVNHAK.V
5608 P04764 ENOA R 626 1.9¢-059 34 6.16 51 Alpha-enolase 806.4628 805.4446 26 | K'YNQILR.I
AT 47098 1143.6242 1 1142.6084 | 64 RIGAEVYHNLK.N
439.7444 15 | 1438.7344 | 63 R.YITPDQLADLYK.S
28.7162 163 1527.6841 74 K.YDLDFKSPDDASR.Y
3.8235 1632.8141 64 K.VNQIGSVTESLQACK.L
1784.8790 1 1783.8377 79 R.AGKYDLDFKSPDDASR.Y
626 1.9e-p59 34 6.16 51 804.988kphalenb3E9366 75 | R.AAVPSGASTGIYEALELR.D
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7505 P09606 GLNA_RAT | 42240 478 1.2e-044 32 6.64 46 Glutamine synthetase 853.4354 852.4355 39 R.HQYHIR.A
914.4322 913.4294 | 49 K.KGYFEDR.R
928.5082 927.5137 54 R.KPAETNLR.H
1002.4979 1001.4930 64 R.DIVEAHYR.A
1084.52981 | 1083.5284 (35 | RRIMGDHLWVAR.F
100.5189 19 | 1099.5233 ) R.MGDHLWVAR.F
18.9503 192 | 1917.9367 | 48 R.RPSANCDPYAVTEAIVR.T
8.8607 2150 | 1927.8622 18 R.TCLLNETGDEPFQYKN.-
.0393 2149.0188 30 R.LTGFHETSNINDFSAGVANR.S
27
7506 P09606 GLNA_RAT | 42240 364 3e-033 35 6.64 47 Glutamine synthetase 853.4374 852.4355 11 R.HQYHIR.A
899.5386 898.5348 2 R.SASIRIPR.I
914.4330 913.4294 9 K.KGYFEDR.R
928.5124 927.5137 19 R.KPAETNLR.H
1002.5012 1001.4930 51 R.DIVEAHYR.A
1918.9497 1917.9367 14 R.RPSANCDPYAVTEAIVR.T
1928.8673 1927.8622 36 R.TCLLNETGDEPFQYKN.-
2150.0393 2149.0188 28 R.LTGFHETSNINDFSAGVANR.S
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Tanimlanan 22 proteinin gruplar arasinda nasil bir regiilasyona ugradigini daha net
belirleyebilmek i¢in, spotlarin yogunluklari 6l¢iiliip oranlamalar yapilmistir (Tablo 6).
GFAP haricinde tanimlanan diger tiim proteinlerin G1 grubuna gore G2 ve G3
gruplarinda down-regiile oldugu goriildii. G2 ve G3 gruplarimi karsilastirdigimizda ise
2-kat regiilasyon kriterine gore heterogenenous nuclear ribonucleoprotein F (hnRNP
F) ve Alpha-enolase’in dispaz+salin grubunda up-regiile oldugu, GFAP ve L-lactate
dehydrogenase B chain (LDH-B) proteinlerinin ise down-regiile oldugu goriildii.
Diger proteinlerdeki regiilasyon oranlar1 2-kat regiilasyon kriterinin altinda kaldig1 i¢in
degerlendirmeye alinmadi. Jeller lizerinde kesilen bazi spotlar tanimlandiginda bu
spotlarin ayni proteinlere ait oldugu goriilmiistiir. Alfa enolazi li¢ farkli spotun,
GFAP’1 iki farkli spotun ve glutamin sentetazi ise iki farkli spotun temsil ettigi
goriilmiistiir. Bu bir deneysel sorun olmay1p proteinler iizerindeki postranslasyonel
degisimlerin proteinin odaklama noktasini degistirmesinde kaynaklanmaktadir. Hatta
ayni1 proteine ait iki farkli spottan biri up-regiile iken digeri down-regiile
olabilmektedir. Bu proteinlerden hangisinin posttranslasyonel degisime ugradigi ileri

analizler sonucunda belirlenebilecektir.

Elde edilen regiilasyon oranlarinin gorsel olarak da gergekligini gosterebilmek i¢in
ilgili spotlar, jeller lizerinde bulunarak yakin-¢cekim resimleri alind1 (Sekil 13,14 ve
15). Yapilan gorsel analiz sonucunda spotlarin yogunluk 6l¢iimlerinin dogru tayin

edildigi ve elde edilen regiilasyon oranlarinin dogru ifade edildigi kanaatine varildi.
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Tablo 6. Miktarlarinda regiilasyon goriilen ve MALDI-TOF/TOF ile tanimlanan proteinlerin gruplara gére hesaplanmis regiilasyon
oranlar1. Tabloda verilen yogunluk degerleri G1, G2 ve G3 siitunlar1 altinda listelenmistir. Yesil renk down-regiilasyonu, kirmizi renk ise

up-regiilasyonu temsil etmektedir. (G1, Kontrol; G2, Dispaz+Salin; G3, Dispaz+Aflibercept).

SSP
Number
SSP 0301
SSP 1404
SSP 1406
SSP 1508
SSP 1511
SSP 1513
SSP 1517
SSP 1519
SSP 2202
SSP 2403
SSP 2606
SSP 2607
SSP 3503
SSP 3504
SSP 3605
SSP 4402
SSP 4606
SSP 4611
SSP 5402
SSP 5608
SSP 7505
SSP 7506

Best Protein Description
Keratin, type II cytoskeletal 6A
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L1

1-phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate phosphodiesterase gamma-2

Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mitochondrial
Dynactin subunit 2

Gamma-enolase

Guanine nucleotide-binding protein G(o0) subunit alpha
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F
Phosphatidylethanolamine-binding protein 1

Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mitochondrial

Glial fibrillary acidic protein
Glial fibrillary acidic protein

Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha, mitochondrial

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5
Dihydropyrimidinase-related protein 2

L-lactate dehydrogenase B chain

Alpha-enolase

Alpha-enolase

Malate dehydrogenase, cytoplasmic
Alpha-enolase

Glutamine synthetase

Glutamine synthetase
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G1
979590.9
752740.9
127235
233356
61999.6
1920626
312788.7
90303.6
1440745
103567
10180
19326.5
65771.9
60999.4
132616.8
715395.7
183402
244338.1
1579575
1629418
2639099
163429.3

G2
62022.8
212275.6
16404.2
77565.7
13648.4
485374.2
69047.2
26733.5
170955.9
21159.2
240460.3
1008269
9140.4
9841.6
67050.7
102176
46176.5
62385.3
444462.2
600720.8
539455.2
16800.1

G3
37871.9
277747.8
15319.3
76333.8
9210
919214.9
70487.1
12139.8
325495.6
16569.8
262074.3
1381877
13522.2
9073.1
47374.1
204822.1
18842.7
95139
448781.9
620511.6
942358.1
22447.6

G2’nin
G1’e gore
regiilasyon
orani
15.8
3.55
7.76
3.01
4.54
3.96
4.53
3.38
8.43
4.89
23.6
52.2
7.2

6.2
1.98

7

3.97
3.92
3.55
2.71
4.89
9.73

G3’nin
G1’e gore
regiilasyon
orani
25.87
2.71
8.306
3.057
6.732
2.089
4.438
7.439
4.426
6.25
25,74
71.5
4.864
6.723
2.799
3.493
9.733
2.568
3.52
2.626
2.801
7.28

G2’nin
G3’e gore
regiilasyon
orani
1.64
0.75
1.07
1.02
1.48
0.53
0.98
2.2
0.53
1.28
0.92
0.73
0.68
1.08
1.42
0.5
2.45
0.66
0.99
0.97
0.57
0.75



Kontrol Dispaz+Salin  Dispaz+Aflibercept

orm
wwwwww

ssp 0301

ssp 1404

ssp 1406

ssp 1508
ssp 1511

ssp 1513

ssp 1517

Sekil 13. SSP 0301, SSP 1404, SSP 1406, SSP 1508, SSP 1511, SSP 1513 ve SSP 1517

numarali protein spotlarinin yakin-¢ekim resimleri
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Kontrol Dispaz+Salin  Dispaz+Aflibercept

ssp 1519 :

ssp 2202
ssp 2403

ssp 2606

ssp 2607

ssp 3503

ssp 3504

Sekil 14. SSP 1519, SSP 2202, SSP 2403, SSP 2606, SSP 2607, SSP 3503 ve SSP 3504

numarali protein spotlarinin yakin-¢ekim resimleri
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Kontrol Dispaz+Salin Dispaz+Aflibercept

ssp 3605

ssp 4402

ssp 4606

ssp 4611

ssp 5402

1743828
INorm ?
nTarea

ssp 5608

ssp 7505

ssp 7506

2171
INorm
T ares

sSSP 7806

Sekil 15. SSP 3605, SSP 4402, SSP 4606, SSP 4611, SSP 5402, SSP 5608, SSP 7505
ve SSP 7506 numarali protein spotlarinin yakin-¢ekim resimleri

65



Yapilan karsilagtirmali proteom analizinde 22 protein spotunda regiilasyon varlig
tespit edildi. Dispaz ile olusturulan model hayvanlarda kontrol grubuna gore 20
protein spotunun diizeyinde azalma oldugu goriildii. Bu proteinlerin fonksiyonel
analizlerini yapabilmek i¢in proteinler ile ilgili bilgiler PANTHER veri bankasindan
arastirildi. Tanimlanan proteinlerin ¢ogunlugunu katalitik aktivite gdsteren proteinler
olustururken bir kismin1 da birbiri ile iliskisi oldugu bilinen sinyal iletim aktivitesi
gOsteren proteinler ile sinyal iletim mekanizmalarini uyaran proteinlerin olusturdugu
belirlendi (Sekil 16). Aym proteinler gorev aldiklar1 biyolojik proseslere gore
kategorize edildiginde iki temel proses agirlikli olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
proseslerden ilki metabolizma ile iligkili prosesler olup hem katabolik hem de anabolik
reaksiyonlar1 icermektedir. Ikinci proses ise hiicresel prosesleri icermekte ve birbirleri

ile etkilesen ve sinyal yolaklarini tetikleyen proteinleri ihtiva etmektedir (Sekil 17).

PANTHER GO-Slim Molecular Function
Total # Genes: 16 Total # function hits: 16

Click to get gene list for a category:
M binding (GO:0005488) 4]
catalytic activity (GO:0003824) @&
M signal transducer activity (GO:0004871) +]
= Web

= Colars by
Color picker powered by “= VisiBane

Sekil 16. Proteinlerin molekiiler fonksiyon 6zellikleri baz alinarak yapilan PANTHER

analiz sonucu
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PANTHER GO-Slim Biological Process
Total # Genes: 16 Total # process hits: 22

Click to get gene list for a category:
M biclogical regulation (GO:0065007) 4]

cellular component organization or biogenesis (GO:0071840) @
M cellular process (GO:0009987) &
M |ocalization (GD:0051179) @
B metabolic process (GO:0008152) &

response to stimulus (GO:0050896) @

= Web

Color picker powered by "= 5\ VasiBone

Sekil 17. Proteinlerin katildig1 biyolojik prosesler baz alinarak yapilan PANTHER

analiz sonucu

Proteinlerin hangi metabolik yolaklarda gorev aldiklarini gorebilmek i¢in yaptigimiz
analizde kargimiza ¢ikan liste bizi iki protein lizerinde durmaya zorlamistir. Bu
proteinlerden ilki guanine nucleotide-binding protein, ikinicisi ise /-phosphatidylinositol
4,5-bisphosphate phosphodiesterase protein (PLCD1) 'dir (Sekil 18 ve Tablo 7). Yapilan
BioGrid analizinde her iki proteinin de hiicrede merkezi bir yer tuttugu birden fazla
metabolik yolag etkiledigi ve 6zellikle sinyal iletim mekanizmalari ile iligkili oldugu
gorillmiistiir. guanine nucleotide-binding protein igin 116 etkilesim, 77 etkilestigi protein
bulunmustur. PLCDI1 igin 24 etkilesim, 17 etkilestigi protein bulunmustur. BioGrid
tarafindan olusturulan metabolik network analizinde her iki protein i¢in de karmasik bir
interaktom paterni {iretilmis olup, bu paternlerden hangisinin olusturulan hastalik modeli
ile iliskili oldugu ve hangisinin verilen tedaviye yanitta kullanildig bilinmemektedir (Sekil
19 ve Sekil 20). Ancak yapilacak ileri analizlerle (Nano-HPLC LC-MS/MS) bu durum
acikliga kavusturulabilir. Ayrica yapilan ¢alismalar bu proteinin dogrudan VEGF yolaginin
bir pargasi oldugunu gosterir niteliktedir (Sekil 21).
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PANTHER Pathway
Total # Genes: 16 Total # pathway hits; 55

Click to get gene list for a category:
SHT1 type receptor mediated signaling pathway (P04373) @

M S5HT2 type receptor mediated signaling pathway (P04374) @

5HT4 type receptor mediated signaling pathway (P04376) @
M Angiogenesis (PO00OS) @
M Angiotensin II-stimulated signaling through G proteins and beta-arrestin (P05911) &
M Axen guidance mediated by netrin (PO000S) &
M Axon guidance mediated by semaphorins (PO0007) &
M B cell activation (PO0O010) &
Betal adrenergic receptor signaling pathway (P04377 ]

Beta2 adrenergic receptor signaling pathway (P04378 o

M Beta3 adrenergic receptor signaling pathway (P04379 o
Cortocotropin releasing factor receptor signaling pathway (P04380 o
EGF receptor signaling pathway {P0O0018 ]

M Endogenous cannabinoid signaling (PO5730 n

M Enkephalin release (P05913) @
FGF signaling pathway (P00021 ]

M GABA-B receptor II signaling (PO5731) @

M Glutamine glutamate conversion (P02745) &

B Glycolysis (P0O0024) ]

**Chart tooltips are read as: Category name (Accession): # genes; Percent of Gonadotropin-releasing hormone receptor pathway (PO6664) @
gene hit against total # genes; Percent of gene hit against total # Pathway

M Heterntrimeric G-nrotein sionalinag nathwav-Ga alnha and Go alnha mediated nathwav (POONZ7

Sekil 18. Biyolojik prosesler baz alinarak yapilan PANTHER analiz sonucu
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Tablo 7. Biyolojik proses analizi sonucunda elde edilen verilerin ilgili proteinler ile iliskilendirilmesi

|

(] |

|
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(LT

|

(]

(ICH|

SHT]1 type receptor mediated signaling pathway (P04373)

Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5

SHT?2 type receptor mediated signaling pathway (P04374)

1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase gamma-2

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5

SHT4 type receptor mediated signaling pathway (P04376)

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5

Angiogenesis (P00005)

1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase gamma-2

Angiotensin II-stimulated signaling through G proteins and beta-arrestin (P05911)

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5

Axon guidance mediated by netrin (P00009)

1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase gamma-2

Axon guidance mediated by semaphorins (P00007)

Dihydropyrimidinase-related protein 2

B cell activation (P00010)

1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase gamma-2

Betal adrenergic receptor signaling pathway (P04377)

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5

Beta2 adrenergic receptor signaling pathway (P04378)

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5

Beta3 adrenergic receptor signaling pathway (P04379)

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5

Cortocotropin releasing factor receptor signaling pathway (P04380)

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5

EGF receptor signaling pathway (P00018)

1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase gamma-2
Phosphatidylethanolamine-binding protein 1

Endogenous cannabinoid signaling (P05730)

Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha

Enkephalin release (P05913)

Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5

|

FGF signaling pathway (P00021)

1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase gamma-2
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Phosphatidylethanolamine-binding protein 1

GABA-B receptor II signaling (P05731)

Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha

Glutamine glutamate conversion (P02745)

Glutamine synthetase

Glycolysis (P00024)

Gamma-enolase

Alpha-enolase

Gonadotropin-releasing hormone receptor pathway (P06664)

Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5

Heterotrimeric G-protein signaling pathway-Gq alpha and Go alpha mediated pathway

(P00027)

Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha

Heterotrimeric G-protein signaling pathway-rod outer segment phototransduction (P00028)

Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha

Histamine H1 receptor mediated signaling pathway (P04385)

1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase gamma-2

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5

Histamine H2 receptor mediated signaling pathway (P04386)

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5

Inflammation mediated by chemokine and cytokine signaling pathway (P00031)

1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase gamma-2

Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha

Metabotropic glutamate receptor group Il pathway (P00040)

Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5

Metabotropic glutamate receptor group III pathway (P00039)

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5

Muscarinic acetylcholine receptor 1 and 3 signaling pathway (P00042)

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5

|

Muscarinic acetylcholine receptor 2 and 4 signaling pathway (P00043)

Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5
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Opioid prodynorphin pathway (P05916)

Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5

Opioid proenkephalin pathway (P05915)

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5

Opioid proopiomelanocortin pathway (P05917)

Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5

Oxytocin receptor mediated signaling pathway (P04391)

1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase gamma-2

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5

PDGF signaling pathway (P00047)

1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase gamma-2

PI3 kinase pathway (P00048)

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5

Parkinson disease (P00049)

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L1

Pyrimidine Metabolism (P02771)

Dihydropyrimidinase-related protein 2

TCA cycle (P00051)

Malate dehydrogenase, cytoplasmic

Thyrotropin-releasing hormone receptor signaling pathway (P04394)

1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase gamma-2

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5

|

VEGTF signaling pathway (P00056)

1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase gamma-2
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Sekil 19. BioGrid analizi sonucu Guanine nucleotide-binding protein i¢in olusturulan

interaktom verisi
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Sekil 20. BioGrid analizi sonucu PLCD1 i¢in olusturulan interaktom verisi

[ cr7 | | SDF1/CXCL12 |

MAPK14
| IGFIR I
A

I IGF1, HGF, VEGFC |

Sekil 21. MinePath analizi ile VEGF yolaginin gosterilmesi
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PANTHER analizi tanimlanan proteinlerin birbirleri ile olan baglantilarin literatiirdeki
deneysel bilgileri ¢ekerek olusturamamaktadir. Bu nedenle elde ettigimiz datalar1t STRING
analizine de tabi tuttuk. Tanimladigimiz proteinler arasinda nerdeyse tamaminin birbirleri ile

iligkili oldugu ve ilintili yolaklarda goérev aldiklar goriildii (Sekil 22).

L-lactate dehydrogenase

Isocitrate dehydrogenase
[NAD] subunit alpha

Ubiguitin carboxyl-terminal
hydrolase isozyme L1

NS
Glial fibrillary
acidic protein

Phosphatidylethanolamine-
binding protein 1

P
-

Dynactin subunit 2

Guanine nucleotide-binding
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase protein subunit beta-5

e

by
“ Guanine nucleotide-binding

Heterogeneous nuclear protein G(o} subunit alpha
ribonucleoprotein F

Sekil 22. STRING Analiz sonucu.
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4. TARTISMA

PVR vitreoretinal cerrahideki tiim gelismelere ragmen basta dekolman cerrahisi olmak
izere vitreoretinal cerrahideki en biiyiik basarisizik nedenlerinden biridir. Ameliyatsonrast
anatomik basar1 elde edilse bile ayni1 oranda fonksiyonel basarinin elde edilememesi PVR
daki tedavi arayislarimprofilaktik tedavi yontemi lizerinde yogunlastirmaktadir. PVR ile
ilgili yapilmis ¢alismalarin biiyiik bir ¢gogunlugu in vitro hiicre kiiltiirii veya in vivo hayvan

deneyleri seklinde olup klinik ¢calismalarin sayist azdir.

Hayvanlarda deneysel PVR modeli olusturmak igin ilki Ophir ve Blumenkarz'*®
tarafindan tanimlanmis kiiltiire edilmis dermal fibroblastlarin vitreus i¢ine enjeksiyonunu
iceren, digeri Iverson'’ tarafindan tanimlanan deneklere lensektomi ve kor vitrektomi
yapip endodiatermi uygulanan deneysel PVR modeli olmakiizere iki temel protokol
mevcuttur. Bir¢ok arastirmaci bu iki temel modeli modifiye ederek farkli deneysel PVR

103 ..
Blumenkranz’in modelini

modelleri olusturmustur. Ornegin De Souza ve ark.
vitrektomize gdzlerde uygulamustir. Hui ve ark. '*° ise PVR modeli olusturmak i¢in
fibroblast yerine aktive edilmis homolog makrofajlar1 goz igine injekte etmistir. Stern ve
ark. ! lensektomi ve vitrektomiden iki hafta sonra eger traksiyonel retina dekolmani
gelismemisse hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltilmis RPE hiicresini goz icine enjekte ederek
traksiyonel retina dekolmani olusturmustur. Van Bocksmeerveark.'* 6n kamara
parasentezinden sonra vitreus i¢ine kiiltiire edilmis homolog koroidal fibroblast injekte
ederken, Cleary ve Ryan'’ pars planadan bir mikrovitreoretinal (MVR) bigakla girip, lens
ve periferik retinay1 koruyarak vitreusun prolabe olmasini saglamislar ve penetran goz
travmasi olusturarak travmatik PVR modeli gelistirmislerdir. Yara yerini aralikli olarak
siitiire ettikten sonra goz i¢ine otolog serum enjekte etmislerdir. Chandler ve ark.® ise
intraokiiler basing en az 20 mmHg olacak sekilde perfloropropan gazini goz igine vererek
vitreusun tamamen ayrigmasini saglayip kiiltiire fibroblast hiicre enjeksiyonu ile PVR
olusturmustur. Nakagawa ve ark.'** bu modeli modifiye ederek gaz kompresyonundan
sonra tavsan konjonktival fibroblastlar1 ve trombositten zengin plazmay1 intravitreal olarak

uygulamislardir.

Tiim bu deneysel PVR modellerinin ortak noktasi fibroblastlarin hiicre kiiltiirlerinde
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cogaltilarak RPE hiicrelerinin vitreus bosluguna dokiildiigiinde yaptig1 etkiyi elde etmektir.
Ancak bu modellerin en biiylik dezavantaj1 yiiksek teknolojide laboratuar sartlar1 gerektiren

maliyeti yiiksek yontemler olmalaridir.

ilk olarak Frenzel ve ark.''71998 yilinda PVR modeli i¢in tavsan gdzlerine intravitreal
olarak dispaz uygulamislardir. Dispaz; bacillus polymyxa’dan elde edilen, deneysel
calismalarda hiicre toplama ve doku ayristirilmasinda kullanilan proteolitik bir enzimdir
(notral proteaz). Retinadaki bazal membranin yapisinda bulunan tip dort kollajen ve
fibronektini selektif olarak yikmaktadir."*®> Devamliligi bozulan RPE hiicreleri vitreus
bosluguna dokiilmekte; boylece vitreusta kontraktil membranlar ve RD olusturarak PVR
benzeri tabloya yol agmaktadir. Bu yontem minimal travmatize edici olmasi, hiicre kiiltiirti
gerektimememesi, uygulamasinin kolay ve maliyetinin ucuz olmasi nedeniyle daha

avantajhdir.

Ancak PVR modelinin dezavantaji Kralinger ve ark.’nmn'*’ ¢calismalarinda da
gosterildigi gibi katarakt ve lens subluksasyonu olusmasi nedeniyle deney siiresince
fundus goriintiilemesine izin vermemesidir. Ancak diger deneysel PVR modellerinde de
katarakt gelisimi s6z konusu oldugundan, bu durumun sadece dispazin neden oldugu
toksik reaksiyonla degil ayn1 zamanda PVR’nin patogenezi ile iliskili olabilecegi
distinilmektedir. Calismamizda da dispaz uygulamasindan yaklasik iki hafta sonra tiim
deneklerde katarakt olusumu gézlemlenmistir. Dispaz ile olusturulan deneysel PVR model
calismalarinin ¢ogunda 6rnekler patolojik kesitler, immunohistokimyasal caligmalarla

degerlendirilmistir. Ancak ¢ok fazla proteomiks calisma bulunmamaktadirtadir.

Calismamizda kontrol grubu, intravitreal dispaz uygulama enjeksiyonuna es zamanl
olarak intravitreal salin uygulanan grup ve intravitreal dispaz uygulama enjeksiyonuna es
zamanh olarak intravitreal aflibercept uygulanan grup olmak iizere {li¢ gruba ayrilan
ratlarin 6. hafta sonunda alinan retina ve vitreus 6rnekleriyle proteomik analiz yapilmistir.

Analiz sonucu ¢esitli protein seviyelerinde degisikikler olmustur.
Analiz sonucunda her bir sonucu ayr1 ayr1 degerlendirdik;

Keratin, type II cytoskeletal 64 (CK-6A) tim memeli epitelyal hiicrelerinde bulunan
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intrasitoplazmik sitoskeletonun Tip II ara filamentlerini olusturmakta, retina
hemostasisinde rol oynarnaktadlr.136 RPE hiicreleri hekzokonal yapida, normal sartlarda
mitojenik aktivite gdstermeyen, retinal hasar durumunda ya da hiicre kiiltiirlerinde
proliferasyon gosteren hiicrelerdir. PVR’de baslangi¢c basamaginda RPE hiicrelerinin
farklilasmas1 meydana gelebilir. Ozellikle, mitotik olarak inaktif, altigen bir sekilden,
epitelyal dzelliklerini kaybettigi goc eden yassi bir morfolojiye donebilir. Ikinci adimda,
RPE hiicreleri diger hiicrelerle birlikte subretinal bosluktan vitreus bosluguna gé¢ eder ve
yogun sekilde ¢ogalirlar. Prolifere olan RPE hiicreleri miyofibroblastlara veya
mezenkimal benzeri hiicrelere transdifferasyon gosterebilir ve epiretinal zarlar1
olusturabilir.”' Son olarak, membranlar retinaya kontraksiyon uygulayip retinanin
ayrilmasina neden olabilir.*”"'** Akira Ando ve ark'*" yaptig1 calismada in vitro olarak
PDGF uygulanan RPE hiicrelerinin hekzokonal yapidan epiteyal 6zelliklerini kaybederek
yass1 bir morfolojiye doniistiiklerini, bu doniisiim esnasinda RPE hiicrelerindeki sitokeratin
ekpresyonunun azaldigini, buna es zamanli SMA’nin da arttigini, PDGF’nin myoid
differansiyonu arttirdigini gostermislerdir. interlokin 1a, IGF-1 ve FGF nin bu siirece
PDGF kadar etkisi olmadigi goriilmiistiir. Ayni ¢alismada PDGF’nin RPE ile kollajen

kasilmasini indiikledigi de goriilmiistiir.'*°

Ayrica Yu Jve ark '*' PVR vitreus drneklerinde hiicre iskeleti proteinlerinin azaldigim

gostermislerdir.'*!

Calismamizda kontrol grubuna gore dispaz verilen gruplarda keratin seviyesinde azalma
goriilmiis olup aflibercept uygunan grupta anlamli bir degisiklik goriilmemistir. Keratin
yapisal bir hiicre iskeleti proteini olup, miktarinda meydana gelen degisimler hiicre
iskeletinde meydana gelen re-organizasyonlara isaret etmektedir. Ozellikle keratin
miktarindaki diisiisler hiicre iskeletindeki degisimin habercisi olabilir. Ornegin yukarida
bahsetmis oldugumuz gézlemlerde oldugu gibi deneylerimizde gézlemledigimiz keratin
miktarindaki azalisi, dispaz tarafindan olusturulan PVR sonucu RPE’deki degisimin

yansimasi olarak degerlendirmek miimkiindiir.
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Ubiquitin karboksi-terminal hidrolaz izoenzimi L1 (UCH-L1), retinada horizontal,
bipolar, amakrin, gangliyon hiicrelerinde ve gangliyon hiicrelerin olusturdugu sinir
tabakasinda lokalize bir enzimdir. Kemirgenlerde, koni veya ¢ubuk fotoreseptorlerinde
hi¢bir UCH-L1 immiinreaktivitesi bulunmamakla birlikte, bu protein tiim diger
memelilerde konilerin tiim uzunlugu boyunca mevcut oldugu gériilmiistiir.'** Dispaz
uygulanan gruplarda UCHL-1 seviyesinde anlaml1 bir diisiis tespit edilmisken,
afliberceptin bu diisiisli belirgin olarak degistirdigi goriilmemistir Calismamizda dispaz ile
olusturulan dekolman ve kontraksiyon ile fotoreseptor tabakadaki hasarin bir géstergesi
oldugu diisiiniilmistiir. UCHL-1 enziminin fizyolojik islevine bakildiginda bu enzimin
protein yikiminda gorev alan E3-ubikitin ligazlarin aksine ubikitine olmus proteinleri,
deubikitine ettigi goriilmektedir. Ozellikle monoubikitine olmus proteinlerin
deubikitinasyonundan sorumlu bir proteindir. Monoubikitinasyon bir post translasyonel
degisim olup hiicre i¢erisinde uygulandigi proteinler iizerinde derin fonksiyonel etkiler
yapabilir. Ornegin monoubikitine olmus bir proteinin hiicre i¢i lokalizasyonu
degisebilmekte ve sitoplazmadan hiicre ¢ekirdegine transfer edilebilmektedir. Hiicre
igerisinde monoubikitine oldugu bilinen ¢ok sayida protein vardir. Deneylerimizde
UCHL-1 miktarinda bir azalma oldugunu gordiik. Bu gozlem bize monoubikitine olan
proteinlerin hiicre i¢erisindeki miktarindaki artigsa ve kalis siirelerindeki uzamaya isaret
etmektedir. UCHL-1 klinik agidan 6nem arz eden bir protein olup 6zellikle norodejeneratif
hastaliklar olan iligkisi gdsterilmistir. Bu protein {izerinde goriilen baz1 mutasyonlarin
korliikle seyreden ndrodejeneratif bir hastalik olan spastik paraplejiye neden oldugu
gésterilmis‘[ir.143 Bu mutasyonlar enzim aktivitesinin azalmasina ve dolayis1 ile mono-
ubikitine protein miktarinda artisa neden olmaktadir. Deneylerimizde gozlemlemis
oldugumuz UCHL-1 miktarindaki azalisin bu duruma benzer bir fizyolojik etkisinin
oldugunu; dispazin, 6zellikle fotoreseptor tabaka olmak iizere, retinadaki hasarini
yansittigimi diistinmekteyiz. UCHL-11n ayrica Parkinson hastaligi ile olan iligkisi de
gosterilmistir. Bu protein tizerindeki mutasyonlarin alfa-synuclein ad1 verilen sinaptik
proteinin orta beyinde birkime neden oldugu ve Lewy cisimciklerinin olusumunu
tetikledigi gosterilmistir. Bu bilgiden yola ¢ikarak deneylerimizde gozlemledigimiz

UCHL-1 seviyesindeki diisiisii hastalik modelimizle iliskilendirmemiz kolay
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olmamaktadir. Ancak yaptigimiz literatiir arastirmasinda UCHL-1"in ayrica ikincil bir
aktivite olarak ubikitin ligaz aktivitesi de gosterdigi goriilmiis ve bu diisiik seviyedeki ligaz
aktivitesindeki bozulmanin hastalik olusumunda etkili olabilecegi ileri siiriilmiistiir.'**
Gozlemledigimiz degisimin UCHL-1"1n ligaz aktivitesi ile iligkili olma yoniinii de g6z ardi

edilmemelidir.

1-phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate phosphodiesterase gamma-2 (PLCG?2),
memelilerde, 13 PLC izoenzimi tanimlanmis ve amino asit sekanslarina dayali olarak
PLCG2’nin de aralarinda buundugu -8, -y, -8, -¢, -C ve -n olmak iizere alt1 gruba
ayrilmistir. Bu izozimler, ikinci haberci DAG ve IP3 aracili yollarla birlikte, esasen
protein kinaz aracili fosforilasyon ve hiicre ici Ca™ seviyelerindeki yiikselme yoluyla
cesitli hiicresel islevlerde ve transmembran sinyalizasyonunda 6nemli rol oynar.'*’
Dikkatimizi ¢eken bir diger nokta /-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate
phosphodiesterase’in VEGF ve EGF sinyal yolaklari ile iligkili bir protein oldugudur. Bu
proteinin seviyesi kontrole gére hem dispaz+salin grubunda hem de dispaz+aflibercept
grubunda 7-8 kat diisiis gostermistir. Elde edilen bu sonug, dispazin bu proteinin seviyesini
etkiledigi ancak aflibercept tedavisinin bu protein seviyesi lizerinde herhangi bir etkisi
olmadigim gdstermistir. Ancak yapilan ¢aligmalar bu proteinin dogrudan VEGF yolaginin
bir parcasi oldugunu gosterir niteliktedir (Sekil 15). Eksikliginde B lenfositlerin,
trombositlerin ve dendritik hiicrelerin etkilendigi, aktive edici mutasyonunda soguk
iirtiker, immiin yetmezlik ve otoimmiin hastaliklarin meydana geldigi goriilmiistiir.'**'*®
Bu hastaliklardan en iyi bilineni autoinflammation and PLCG2-associated antibody
deficiency and immune dysregulation (APLAID) dir. Ozellikle 707. pozisyondaki serin
amino asidinin tirozine degisimi EGF sinyal yolagini asir1 aktif hale getirmekte ve hiicre
ici kalsiyum miktarini patolojik seviyede degistirmektedir. Hastaligin goriilen semptomlari
arasinda cilt hasari, eklemlerde meydana gelen bozuklarin yani sira gozde meydana gelen
hasarda sayilmaktadir.'*® Dispaz uygulanan drneklerdeki bu enzim seviyesindeki degisikik

PVR’deki inflamasyon ve EGF sinyal yolagindaki artisa isaret etmektedir.
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Cytochrome b-cl complex subunit 1, mitochondrial (Complex I1I subunit 1),
mitokondri i¢ zarinda bulunan aerobik solunumda gorevli bir proteindir. Renu A. Kowluru
ve ark.'*” diyabetik retinopati (DRP) gelisiminde mitokondriyal disfonksiyonun énemli bir
rol oynadiginin ve son yillardaki kanitlarin diyabetik retinopati ile diisiik dereceli kronik
inflamatuar hastalik arasinda pek ¢ok benzerlik oldugunun diisiiniilmesinden yola ¢ikarak;
proinflamatuar mediator IL-1f3 ve mitokondriyal disfonksiyon arasindaki iliskiyi
arastirmislardir. Diyabetik farelerde IL-1p’nin, mitokondriyal disfonksiyon ve mtDNA
hasarina ugrayarak retinadaki sitokrom b seviyelerini diisiirdiigiinii géstermiserdir.'*
Ayrica diyabetik retinopatisi olan hastalarin periferik kaninda da sitokrom b seviyelerini

diisiirdiigiinii gosteren ¢alismalar mevcuttur.'*

Yaptigimiz deneylerde dispazin bu proteinin seviyesini etkiledigi ancak aflibercept
tedavisinin bu protein seviyesi iizerinde herhangi bir etkisi olmadigin1 gostermistir. Dispaz
verilen 6rneklerde sitokrom b-c1 seviyesinde diislis gézlemledik. Varsayimimiz bu
disiisiin bize elektron transport sistemi (ETS) dongiisiinii besleyen TCA dongiisiinde bir
aksaklik oldugunu ve dongiliniin ETS yi gerektigi gibi besleyemedigini géstermektedir.
Ayrica deneylerimizde gozlemledigimiz ve asagida bahsettigimiz LDH seviyesinde
meydana gelen diisiisiin de bu metabolik degisimi destekler nitelikte olduguna igaret
etmektedir. TCA dongiisii ve laktat liretimi arasinda anahtar noktay1 tutan asetil-KoA’ ’nin
her iki yolagi beslememesi durumunda anabolik reaksiyonlara yonelerek serbest yag
asitlerinin ve sterollerin sentezinde kullanilabilecegine isaret etmektedir. Bu sentez
yolaginda 6zellikle arasidonik asit inflamasyonla iligkili bir molekiil olup prostaglandin
sentezinde baslangi¢ noktasinda bulunmaktadir. Deneylerimizde gézlemledigimiz asetil-
KoA’nin serbest yag asidi sentezine yonelisi, indirekt olarak artan inflamasyon ile iligkili
olabilir. Bu kompleksteki diisiis retinal hasar, mitokondriyal hasar, hipoksik kosullar ve

inflamasyon ile iliskili olabilecegi diisliniilmiistiir.

Gama enolaz (Noron spesifik enolaz, NSE), homodimer yapida glikolizden sorumlu
olan bu izoenzim, olgun néronlarda ve néronal kdkenli hiicrelerde bulunanan matur ndron
sitoplazmik markerdir.'° Yapilan ¢caligmalarda insan retina néronlarindaki varligi

gosterilmistir.'>!
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Ducournau Y ve ark '*? yaptiklari ¢alismada RD ve PVR’1 olan ganglion hiicresinde, dis
niikleer ve i¢ niikleer tabakalardaki mimarinin kayboldugu retina 6rneklerinde NSE
siddetli bir sekilde azaldigi; gangliyon hiicresinde ve niikleer tabakalarda orta derecede
noronal bir kayibin oldugu retinal mimarinin nispeten korundugu érneklerde NSE
ekspresyonu nispeten muhafaza edildigi, kontrol grubunda ise NSE giiclii bir sekilde
pozitif oldugu goriilmiistiir.'>* Hao Wang ve ark."”® yaptigi DRP hastlarimin vitreus
proteom analizlerinde, gamma enolaz seviyelerinde kontrol grubuna gore anlamli bir diisiis
goriilmiistiir.">® Ayrica yapilan baska bir calismada diyabeti olan olan hastalarda
retinopatinin eslik ettigi grupta serumdaki NSE seviyelerinin daha diisiik oldugu

gorilmiistiir. 154

Dunker S ve ark. °® yaptig1 ¢alismada ise retina dekolmani olan hastalarin subretinal
s1v1, akoz ve kandaki NSE seviyelerinde artis goriilmiistiir. Ratlarda santral sinir
sistemindeki hasara bagli NSE artisindan yola ¢ikarak RD’nin iskemik hasara sebep olarak

retinadan NSE salinim artisina bagi oldugu hipotezini sunmuslardir.'*

Calismamizda dispazin bu proteinin seviyesini etkiledigi ancak aflibercept tedavisinin
bu protein seviyesi ilizerinde herhangi bir etkisi olmadiginmi1 gostermistir. NSE’deki anlami

diislisiin PVR olusumuna bagli yogun retinal hasari isaret ettigini diisiinmekteyiz.

Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha (Gnaol) , asil olarak hiicre
membraninda lokalize olan Gnaol, dendrit yapisinda da goriilmiistiir. Horizontal
hiicrelerin rodlarla olan sinaptik etkilesiminde etkili oldugu ve saglikli néron yayilimda rol

136 Mutasyonunda epileptik ensefalopati goriilmektedir.'”’

oynadigini diisliindiirmektedir.
Guanin niikleotid baglayan proteinler pek ¢ok transmembran sinyalinde transducer veya
modiilator olarak gorev yapmaktadirlar. Bu ailenin bir liyesi olan G(0)’1n ise fonksiyonu
tam olarak ortaya konulamamaistir. Yaptigimiz ¢alismaya benzer bir arastirmada Markus ve
ark'®® yapmus olduklar dispaz temelli PVR fare modelinde guanine niikleotid baglayan
proteinin beta alt linitesine rastlamiglardir. Bu proteininde miktarinda bizim gézledigimiz
gibi diisiis tespit etmislerdir. Ancak fonksiyonu tam olarak bilinmeyen bu proteinin

miktarindaki diisiisii herhangi bir metabolik yolak ile iliskilendirememislerdir.

Calismamizda dispazin bu proteinin seviyesini etkiledigi ancak aflibercept tedavisinin bu
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protein seviyesi iizerinde herhangi bir etkisi olmadigin1 gostermistir.

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F (hnRNP F) hiicre proiferasyonun gorevli
bir nucleus proteinidir.”” hnRNP F, heterojen riboniikloprotein kompleksinin bir iinitesi
olup RNA’y1 baglayabilir. Bu proteinin ¢oklu fonksiyonlarinin oldugu bilinmektedir.
Ozellikle gen ekspresyonu siirecinde dnciil mRNA ’larin islenmesi, ¢ekirdek disina
tasinmasi, RNA splicing, mRNA stabilitesi ve translasyonda gérev almaktadir. Stress
altinda hnRNP F hiicrenin kaderi hakkinda karar verebilme yetenegine sahip protein olup,
Ozellikle transkripsiyonel regiilasyonda yaptigi etki ile birgok metabolik yolagin

yonlendirilmesinde rol almaktadir. %161

Bu tip ¢ok fonksiyonlu proteinlerdeki degisimleri
yorumlamanin zor oldugu gercegini hatirda tutarak hnRNP F’in diistisiindeki gozlemin bir
sebep mi yoksa bir sonu¢ mu oldugunu sdylemek ¢ok giictiir. Markus ve ark. '*®
¢alismalarinda hnRNP benzer bigimde diisiis géstermistir, ancak bu diisiisiin nedeni ile
ilgili makalede herhangi bir yorum yapilmamistir. Calismamizda dispazin bu proteinin

seviyesini etkiledigi ancak aflibercept tedavisinin bu protein seviyesi iizerinde herhangi bir

etkisi olmadigin1 géstermistir.

Phosphatidylethanolamine- binding protein 1 (PEBP-1), hiicre membraninda,
sitoplazmada bulunan bir proteaz inhibitoriidiir. Sinir sisteminde noronda, akson

terminalinde sinaptik vezikiilde varligi gésterilmistir.136

Hao Wang ve ark. 133 yaptig1 DRP hastlarinin proteom analizlerinde PEBP-1
seviyelerinde anlamli bir diiglis goriilmiustiir. Ekstraseliiler sinyal regiile protein kinaz
(ERK) yolaginin bilesenleri olan Raf-1 ve mitojen-aktiflestirilmis protein kinaza (MAPK)
baglandig1 gosterilmistir ERK yolag1 aracilifiyla yapilan aberran sinyali, telomeraz
indiiksiyonu, biiylime faktoériinden bagimsiz proliferasyon ve proanjiyojenik faktorlerin
upregiilasyonu ile anjiogenez gibi mekanizmalar yoluyla hiicre immortalizasyonunu tesvik
edebilir. Bu nedenle, proliferatif DRP hastalarinda saptanan diisiik PEBP seviyeleri belki
de neovaskiilarizasyon ve hiicre dongiisii ilerlemesi ile iligkili oldugunu diisiinmiislerdir.'>
Calismamizda dispazin bu proteinin seviyesini etkiledigi ancak aflibercept tedavisinin bu
protein seviyesi lizerinde herhangi bir etkisi olmadigini gostermistir. Calismamizda

dispazin bu proteinin seviyesini etkiledigi ancak aflibercept tedavisinin bu protein seviyesi
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tizerinde herhangi bir etkisi olmadigin1 gostermistir. Deneyimizdeki dispaz verilen grupta

enzim seviyesindeki diisilisiin hiicre dongiisii ile ilgili olabilecegi diisliniilmiistiir.

Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mitochondrial, (PDH, PDHB,
PDHE-B) kompleksinde yer alan PDHB immiinreaktivitesi RPE, fotoreseptor (i¢
segment) ve gangliyon hiicrelerinde belirgin olarak tespit edilmistir.'®* PDH’1in metabolik
gorevi NADH iiretimini saglayarak piirvattan asetil-KoA sentezi ger¢eklestirmektir.
Sentezlenen asetil-KoA sonrasinda TCA dongiisiine girerek ETS’yi beslemek amagli
indirgenmis elektron kaynag: iiretir.

Bu kompleksteki mutasyonlarin, primer laktik asidoza sebep olarak merkezi sinir

sisteminde dejeneratif degisikliklere yol actig1 gorimiistiir.'*>'%*

PDHB mutant zebrafishlerde, enerji yetersizligine bagli retinal dejenerasyona sonucu
hareket gérme azalmas1 ve ardindan 151k hissi kaybi ile karakterize edilen retina spesifik

fenotipi gosterilmistir.'®

PDH miktarindaki azalma {i¢ sekilde yorumlanabilir; bunlardan ilki hiicrelerin asetil-
KoA'’ya ihtiyag duymamasi veya sentezlenen asetil-KoA’y1 TCA dongiisiine
sokamamasidir. Calismamizda dispazin bu proteinin seviyesini etkiledigi ancak aflibercept
tedavisinin bu protein seviyesi lizerinde herhangi bir etkisi olmadigini géstermistir. Bizim
yorumumuz yukarida da bahsettigimiz gibi (LDH bdéliimiinde) asetil-KoA’nin TCA’ya
girmemesi ve yeterli miktarda lipid sentezi yapilamadigindan dolay1 asetil-KoA’ya ihtiyag
duyulmamasidir. Ikinci ihtimal ise piirivatin glikoneogenez yolag1 ile fosfoinol piiriivata
geri ¢evrilmesinden dolay1 asetil-KoA’ya doniisecek yeterince piiriivat molekiiliiniin ortada
bulunmamasidir. Bu ihtimal aslinda TCA dongiisiiniin verimli calismamasi dolayis1 ile
artakalan okzola asetatinda ortamdan uzaklastirilarak kullanilmasina yol agabilir.
Glukoneogenezin son iirlinii olan glukozun metabolizma i¢in degerli bir substrat oldugu
diisiiniilecek olursa bu karmasik regiilasyon sekli daha agiklanabilir. Son olarak da

mitokondrial ve retina hasara bagli olarak seviyelerinde azalma oldugu diisiiniilebilir.
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Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5 (Gbeta5, Gf5,GNB5)’in RGS (G
protein sinyal regulator) protein kararliligini ve membran baglanmasini farkl: sekilde
kontrol ettigi gosterilmistir. Bu nedenle kompleks néronal G protein sinyal yolaklarinin
kontroliinde rol oynar. Asil olarak hiicre membraninda olmasina karsin i¢ ve dis
fotoreseptor segmentinde aydinlik ve karalik adaptasyonunda rolu oldugu gosterilmistir.'*®
Ou J ve ark. '*” yaptig1 deneysel X’e bagli retinoskizis modelinde retinoschisin (RS1)
eksikigi olan farelerde GB5 proteinin postsinaptik bipolar hiicrelerde azaldigi

goriilmiistiir.'®’

LRIT3 gen defekti konjenital gece korliigiine sebep olmaktadir. Neuillé M ve ark. '®®

farelerde yaptig1 bir caligmada LRIT3 gen defekti olan farelerde kon on-bipolar hiicrelerde

GpB5 immunfloresansinin olmadig1 goriilmiistiir. '*®

Calismamizda dispaz verilen
gruplardaki seviyesindeki Ancak aflibercept tedavisinin bu protein seviyesi iizerinde

herhangi bir etkisi olmadigini géstermistir.

Glial fibrillary acidic protein (GFAP): Sinif 111 ara filament olan GFAP, astrositler ve
aktiflestirilmis Miiller hiicreleri i¢in bir protein biyomarklrldlr.169 Muiiller hiicreleri, noral
retinadaki glial hiicrelerdir. Retinal néronlarin homeostasis ve metabolizmasina katilirlar
ve tiim retinaya niifuz ederler.”>'”® Astrositler sadece retinal sinir lifi katmani ve 6zellikle
de optik sinir basi iginde bulunur. Normal kosullar altinda, GFAP Miiller hiicrelerinde
eksprese edilmez. Miiller hiicrelerinin normal ¢aligmasi icin GFAP gerekmemekte, sadece
gliozisi i¢in gerekmektedir. Artmis GFAP ekspresyonu da dahil olmak iizere Miiller
hiicrelerinin aktivasyonu, insan retina hasarina énemli bir yanit zelligidir.'”' Bu yanit
Miiller hiicrelerinde morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik degisiklikleri igerir. Bu siiregte
Miiller hiicreleri ndrorejenerasyona katkida bulunabilecegi gibi doku onariminda engel
olusturarak nérodejenerasyona da neden olabilir.*> Miiller hiicreleri, retina dekolman
sonrasinda skar olusumuna ve sonug olarak kotii gorsel fonksiyona sebep olabilir.

Miiller hiicrelerinde GFAP'in upregiilasyonu, retinal hastalik ve yaralanmaya karsi non-

spesifik en duyarli, belirgin bir yanittir.'”>

Miiller hiicrelerinin parcalanmasi hiicresel
proteolizi tetikler. GFAP polimerinin proteolitik par¢alanmasi ile GFAP ¢6ziiniir pargalari

hiicre disina ¢ikmaktadir.'®'” Bu islem kalsiyum bagimli ve kalpain aracili
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olmaktadir.'®’

Bu nedenle, GFAP retina hasari, Miiller hiicresi aktivasyonu, proteaz aktivasyonu ve
nihayet retinadaki sekonder dejeneratif siirec¢ler i¢in dolayli bir belirte¢ olarak
kullanilabilir.'”*'"* Ozellikle, RD ve proliferatif vitreoretinopatideki retinal Miiller
hiicrelerinde artmis GFAP ekspresyonu i¢in deneysel ve klinik bulgular vardir.*®'7#%
Dabhasi, intraretinal glial yanit epiretinal glioz (EG) olusumunda merkezi olarak rol
oynamaktadir.'”

171

1k Anselm Gerhard Maria Jiinemann ve ark. ', RD ve EG'li hastalarin vitreuslarinda

artmis GFAP diizeyleri bulmuslardir.'”!

Dejeneratif vitroz siirecleri potansiyel olarak vitreoretinal arayiizde patolojiye neden

181,182

olur. Miiller hiicrelerinin RD’da hipertrofi ve hiperplaziye ugrayarak subretinal

bosluga ve vitreusa yayildigi, GFAP iiretimi ile iliskili oldugu gériilmistiir, 3> 7*!83-185

Miiller hiicrelerinin bu spesifik olmayan cevaplari, retinal ayrilmanin 1. giiniinde

178,186-188
baslar.” ™

Miiller hiicrelerinde, erken ve uzun donem RD'de yiiksek GFAP
ekspresyonu bulunmustur. Miiller hiicrelerindeki artmis GFAP iceren ara filamentler 30 ve
60 giinliik miistakil retinalarda protein jelleri, immiinoblot analizi ve elektron mikroskobik
immiinositokimyasal olarak tespit edilerek varlig1 gosterilmistir.'’*'® Dahasi, doku
otoradyografi ¢alismalari, RNA lekelenme analizi ve in situ hibridizasyon ile GFAP
mRNA'sinda bes kat artisa paralel olarak, Miiller hiicrelerinde RD'den 2-3 giin sonra RNA

184,190,191

sentezinde bir artisa isaret etmektedir. Miiller hiicrelerinin epiretinal, intraretinal ve

subretinal reaktif gliozise sebep olmasi, dekolmanin yatistirilmasina ragmen, sonrasinda

38,39,192

gorme iyilesmesinde klinik olarak 6nemli bir sinirlayici faktordiir. Miiller hiicre

gliozunu azaltmaya yonelik girisimlerin, sonraki retinal dejenerasyonu inhibe ettigi ve
dekolmanin yatistrilmasindan sonra nérorejenerasyonu destekledigi 6ne siiriilmiistiir.*®>”
Anselm Gerhard Maria Jiinemann ve ark.'” calismasinda, aksiyel uzunluklari yiiksek miyop
gozlerde yiiksek GFAP diizeyleri gosterilmistir. Calismadaki rakamlarin az olmasina ragmen
miyopik gozlerde, daha sik ve siddetli retinal dejenerasyon, daha sik RD goriilmesi ve
vitreoretinal cerrahiden ¢ikan sonuclarinin daha kotii olmasi nedeniyle GFAP yiiksekligi ve

vitreoretinal dejenerasyon arasindaki baglantinin literature ile uyumlu oldugunu
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diistinmiislerdir.'”>'** GFAP retinal glial aktivasyon igin bir biyobelirte¢ gérevi gorebilir.'”
PVR’l1 gozlerden alinan membranlarda yapilan immiinohistokimyasal analizlerde GFAP
varlig goriilmiistiir '°. Tavsanlarda yapilan deneysel PVR modelinde GFAP’ta anlaml artis
oldugu goriilmiistiir.””® Feist, R.M ve ark. "7 PVR da immiinohistokimyasal olarak GFAP
pozitif hiicrelerde GFAP’a ek olarak SMA ’ninda eksprese oldugunu gostermislerdir.'’
Szczesniak A.M. ve ark. '** farelerde dispaz ile yaptigi deneysel PVR modelinde de
immiinohistokimyasal analizde dokularda GFAP artis1 gt')rl'ilml'is‘[ﬁlr.198 Calismamizda dispazin
bu proteinin seviyesini etkiledigi ancak aflibercept tedavisinin bu protein seviyesi iizerinde
herhangi bir etkisi olmadigini géstermistir. Dispaz uygulayarak PVR olusturdugumuz 6rnek
gruplarinda GFAP 1n belirgin yiikselisi PVR siirecindeki Miiller hiicrelerinin proliferasyonu,

hipertofisini olusturdugu gliozisin siddetini ve retinal hasar1 kanitlamaktadir.

Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha, mitochondrial(IDH3A) mitokondride yer
alan katalitik bir enzimdir."*® Dispaz uygulanan 6rneklerdeki diisiik seviyesi mitokondri hasari

ile igili olabilecegi diisiintilmiistir.

Dihydropyrimidinase-related protein 2 (Collapsin response mediator protein 2, CRMP-2,
DRP-2) hiicre iskeletinin yapisinda noron govde, dendrit ve aksonunda da bulunabilen noronal
gelisim ve polaritede, aksonal gelisiminde ve hiicre go¢iinde rol oynayan bir proteindir.'*®

Yu Wang ve ark.'”’ ¢alismasinda iskemi / hipoksi (IH) hasar ile olusturduklar1 deneysel
okiiler iskemik sendrom modelinde retinanin inceldigi ve collapsin yanit mediator protein-2'nin
(CRMP2) azaldig1 gosterilmistir.'””

Jian-Nan Zhang ve ark.”* in vivo ve in vitro yaptiklari akut aksonal dejenerasyon (AAD)
calismasinda erken dénemde calpain artisinin CRMP2 seviyesinde diisiikliige ve aksonal
parcalanmaya sebep oldugu goriilmiistiir. Calpainin inhibitorii calpeptin ile hem CRMP2
seviyesinin diismemesi hem de bozulmamig CRMP2'nin agir1 ekspresyonu AAD'ye karsi
koruyucudir. Ustelik in vitro veriler CRMP2'nin aksonal mitokondri tasmnmasini siirdiirerek
koruyucu islevini yerine getirdigini gostermektedir.

Calpain inhibitorii olan calpeptin ile tedavide aksonlarin proksimalinde 6 saat boyunca

tamamen stabilizasyon goiirliirken, etkinin distal tarafta daha az oldugu goriilmiistiir.”*

86


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szczesniak%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27569993
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28524835
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20JN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27845394

Calismamizda dispazin bu proteinin seviyesini etkiledigi ancak aflibercept tedavisinin bu
protein seviyesi tizerinde herhangi bir etkisi olmadigini gostermistir. Dispaz verilen

orneklerde bu protein seviyesindeki diisiis retina hasarin bir kanit1 olabilecegi diisiintilmiistiir.

L-lactate dehydrogenase B chain (LDH-B) sitoplazmada bulunan, piruvat laktat
doniisiimiinde yer alan katalitik ve glikolitik bir enzimdir. LDH B’nin hem Bernadett
Markus ve ark.””® yaptig1 deneysel PVR modelinde hem de bizim ¢aismamizda seviyesinde
azalma oldugu gorillmiistiir."”® Deneyimiz dispazin bu proteinin seviyesini etkiledigi ancak
aflibercept tedavisinin bu protein seviyesi lizerinde herhangi bir etkisi olmadigini
gostermistir. Enzimdeki diisiis ile laktata doniiste azalma hiicre hasarindan ya da mitokondrial

hasara bagl tiikketim fazlaligina bagl olabilir.

Alpha-enolaz (Enol), fotoreseptor hiicrelerin dis segmentinde ve Miiller hiicreleri dahil
olmak {izere retina boyunca mevcut olan glikolitik bir enzimdir. Buna ek olarak, a-enolaz
endotel hiicreleri, hematopoetik hiicreler (monosit, T hiicreleri ve B hiicreleri) ve ndronal
hiicreler ylizeyinde tespit edilmistir. 201203 Anti-enolaz antikorun, enolazin katalitik aktivitesini
onemli Ol¢iide azalttig1; bunun da, glikolitik ATP'nin tiikkenmesine ve hiicre i¢1 kalsiyumun bir
artisina neden olarak hiicre apoptozuna yol actig1 goriilmiistiir.”* ileri gorme kaybiyla
sonuclanabilen kanser iligkili retinopati (KAR) ve otoimmun retinopatide alpha enolaza kars1
olusan anti-enolaz antikorlar1 gériimiistiir. KAR hastalarinda anti-enolaz antikorlarinin, retina
hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liimiinii indiikleyebildigini ve insanlarda retinal dejenerasyon
icin potansiyel bir mekanizma sagladigi gostermistir.”****> Kumagai A ve ark.**® insan
kadavra vitreus drneklerinde yaptiklari proteom analiziyle Enol bulundugunu gostermislerdir.
Enol RPE de yiiksek konsantrasyonda bulunur. Zheng F ve ark. **” RPE hiicreleri ve koroid
patolojik hipoksi veya iskemiye maruz kaldiginda, RPE hiicrelerince Enol'in ekspresyonun
arttig1 géstermislerdir. Deneyimizde dispazin bu proteinin seviyesini etkiledigi ancak
aflibercept tedavisinin bu protein seviyesi lizerinde herhangi bir etkisi olmadigini
gostermistir. Dispaz verilen 6rneklerde Eno 1°deki diisiisiin PVR’deki inflamasyon, doku

hasar1 ve apoptozisin bir kanit1 olabiecegi diisliniilm{iistiir.
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Malaet dehydrogenase(MDH), ratlarda en ¢ok i¢ fotoreseptor tabakada olmak iizere gesitli
retina katlarinda goriilen sitoplazmik, katalitik bir enzimdir.2*®

Sindhu Saraswathy ve ark.””’ deneysel iiveit modelinde mitokondri proteomiks ¢alismasinda
malaet dehidrogenaz enzim seviyesinde kontrol grubuna gére diisiis goriilmiistiir. Inflamatuar
bir durum olan tiveitte bu degisimin mitokondri fonksiyonun degisimine ve doku hasarinin
erken bir kaniti oldugu diisiiniilmiistiir.””” Calismamizda dispazin bu proteinin seviyesini
etkiledigi ancak aflibercept tedavisinin bu protein seviyesi lizerinde herhangi bir etkisi
olmadigin1 gostermistir. Dispaz verilen gruplarda bu enzimin diismesi retina doku hasar1 ve

inflamasyon ile ilgili olabilecegi diistinilmistiir.

Glutamine synthetase (GS), hem Aretz S ve ark.”!” tarafindan insan vitreus proteom
analizinde hem de Harada T ve ark.?'' tarafindan Miiller hiicrelerinde spesifik olarak varligi
gosterilerilen katalitik bir enzimdir.*'**!" Onceki calismalar retinanin dekole olmasiyla beraber,
GFAP protein ve vimentinin artigini, buna karsin glutamin sentetaz, karbonik anhidraz C ve
hiicresel retinaldehit baglayic diistiigiinii ortaya koymustur.'®’

Miiller hiicrelerinin, glutamati ekstraseliiler bosluktan siipiirdiigii diisiiniilmektedir. Zehirli
bir molekiil olan glutamat, glutamin sentetaz enzimi tarafindan hemen glutamine donustiirtiliir.
Glutamin sentetazdaki bir azalma, Miiller hiicrelerindeki bu fonksiyonu bozabilir ve retinal
noronlar1 glutamatin etkilerine duyarli birakabilir. Glutamin sentetaz diizeylerindeki benzer
diisiisler santral sinir sistemi hasarindan sonra si¢can beyin astrositlerinde; kalitsal retinal
dejenerasyonlu farelerde distrofik retinada gézlemlenmistir ve glial hiicrelerin hasara kars1
karakteristik bir yanitin1 temsil edebilmektedir.'®” Bernadett Markus ve ark."® farelerdeki
deneysel PVR modelinde kontrol grubuna gére seviyesinde azalma oldugu goriilmiistiir.'>®

ERM’de GS pozitif ve negatif olan olgulardan bahsedilmistir. Pozitif olanlarin Miiller
hiiclerinden kaynaklandig1 negatif olanlarin ise ERM'in kiigiik bir kisminin, muhtemelen
fibrositler, retinal pigment epitel hiicreleri veya miyofibrositler oldugu, GS immiinreaktivitesi
olmayan glial olmayan hiicrelerden olustugu aciktir.”'* Calismamizda dispaz verilen gruplarda

bu enzim seviyesindeki diislis meydana gelen PVR modelinde hem Miiller hasarinit hem de

glutamatin yikilamamasina sekonder retinal hasar1 arttirdigini diisiindiirmektedir.
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5. SONUC

Kontrol, Dispaz+salin ve Dispaz+aflibercept olarak {i¢ grup yaratilarak, ratlarda dispaz
ile olusturulan deneysel PVR modelinde dipazin etkisi ve afliberceptin etkinligi
arastirilmistir. Rat retina ve vitreus orneklerinin yapilan karsilastirmali proteom analizinde
22 protein spotunda regiilasyon varligi tespit edilmistir. Dispaz ile olusturulan model
hayvanlarda kontrol grubuna gore keratin, type II cytoskeletal, UCHL-1, PLCG2,
Cytochrome b-cl complex subunit 1, dynactin subunit 2, Gamma-enolase, Gnaol, hnRNP
F, phosphatidylethanolamine-binding protein 1, pyruvate dehydrogenase EI1 component
subunit beta, isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha, mitochondrial, Guanine
nucleotide-binding protein subunit beta-5, Dihydropyrimidinase-related protein 2, L-
lactate dehydrogenase B chain, Malate dehydrogenase, cytoplasmic, Alpha-enolase,

Glutamine synthetase diizeylerinde azalma; GFAP diizeyinde de artis oldugu goriilmiistiir.

Elde edilen veriler, yapilan biyoinformatik analizler ile birlestirildiginde dispaz ile
olusturulan hastalik modelinde (PVR) 6zellikle sinyal yolaklarinin bozuldugu ve sinyal
iletimi iligkili proteinlerin seviyelerinde degisiklikler oldugu goriilmiistiir. Uygulanan
aflibercept tedavisinin bu durumu tam olarak diizeltmedigi ve protein seviyelerinde
belirgin bir normale doniise sebep olmadig1 kanaatine varilmistir. Ancak etki mekanizmasi

bilinen afliberceptin doz miktar1 degistirilerek ileri ¢alismalar yapilabilir.

PVR 1n giiniimiizdeki tedavisi ve dispaz ile olusturulan PVR modellerinin proteomiks
calismalarinin literatiirdeki sayilar1 kisithidir. Hatta ratlarda ilk defa yapilan bu preteomiks
analizinde, dipsaz ile olusturdugumuz PVR gruplarinda ki UCH-L1, PLCG2, Cytochrome
b-c1 complex subunit 1, mitochondrial, PEBP-1, PDHE1-B,Gbeta5, IDH3, Malate
dehydrogenase, cytoplasmic, CRMP2 varliklar1 ve degisiklikleri daha 6nceki PVR
calismalarinda gosterilmemistir. Bu yapisal proteinlerin segici regiilasyonunun, retinada
olusan glial yaralarin olusum mekanizmasina 151k tutacagi ve gelecekte gelistirilecek

tedavilere yardimci olacagi 6n goriilebilir.
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6.0ZETLER

DENEYSEL PROLIFERATIF VITREORETINOPATI MODELINDE
INTRAVITREAL AFLIBERCEPT ENJEKSiYONUNUN
INFLAMASYON, PROLIFERASYON VE PROGRESYON MEKANIZMALARI
UZERINE OLAN ETKILERININ PROTEOMIK YOLLA iNCELENMESI

Amac ve Kapsam: Dispaz ile olusturulan deneysel proliferatif vitreoretinopati modelinde
intravitreal aflibercept enjeksiyonunun inflamasyon, proliferasyon ve progresyon

mekanizmalar1 lizerine olan etkilerinin proteomik yolla incelenmesi amaglanmistir.

Gerec¢ ve Yontem: 35 adet Long Evans pigmente erkek rat; kontrol grubu, dispaz+salin ve
dispaz-+aflibercept olmak iizere ii¢ gruba ayrildi. Ilk giin dispaz+salin grubuna 2ul dipaz ve 2pl
salin, dispaz+aflibercept gurbuna 2ul dispaz ve 2ul aflibercept uygulandi. Alti haftalik takip
sonrasinda evisserasyon islemi gerceklestirilerek retina ve vitreus ornekleri proteomiks analizi

yapilmas1 amaciyla proteomiks laboratuvarina verildi.

Bulgular: Proteomiks analizi sonucunda hem dispaz+salin hem de dispaz+aflibercept
grubunda CK-6A, UCH-L1, PLCG2, Complex III subunit 1, NSE, Gnaol, hnRNPF, PEBP-1,
GB5, PDHB, IDH3A, CRMP-2, LDH-B, Enol, MDH, GS seviyelerinde belirgin diisiis, GFAP

seviyesinde ise belirgin bir artig goriilmiistiir.

Sonug: Proteomiks analizi sonucunda dispaz ile olusturulan PVR modelinde, 6zellikle
sinyal yolaklarinin bozuldugu ve sinyal iletimi iliskili proteinlerin seviyelerinde degisiklikler
oldugu goriilmiistiir. Uygulanan aflibercept tedavisinin, protein seviyelerinde belirgin bir
normale doniise sebep olmadigina dayanarak bu durumu tamamen diizeltmedigi kanaatine
vartlmistir. Ancak etki mekanizmasi bilinen afliberceptin doz miktar1 degistirilerek ileri
calismalar yapilabilir. PVR’1n gilinlimiizdeki tedavisi ve dispaz ile olusturulan PVR
modellerinin proteomiks analiz ¢aligsmalariin literatiirdeki sayilar1 kisithidir. Hatta ratlarda ilk

defa yapilan bu proteom analizinde, dispaz ile olusturdugumuz PVR gruplarinda ki UCH-L1,
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PLCG2, Complex III subunit 1, PEBP-1, PDHB, G5, IDH3A, MDH,CRMP?2 varliklar1 ve
degisiklikleri daha dnceki PVR ¢alismalarinda gosterilmemistir. Bu yapisal proteinlerin segici
regiilasyonunun, retinada olusan glial yaralarin olusum mekanizmasina 11k tutacagi ve

gelecekte gelistirilecek tedavilere yardimei olacagi 6n goriilebilir.

Anahtar kelimeler: Proliferatif vitreoretinopati, aflibercept, dispaz, proteomiks
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MONITORING INFLAMMATORY, PROLIFERATIVE AND PROGRESSION
EFFECTS OF INTRAVITREAL AFLIBERCEPT INJECTION
AT THE PROTEOM LEVEL
IN A RAT PROLIFERATIVE VITREORETINOPATHY MODEL

Purpose and Scope: The aim of this study is monitoring inflammatory, proliferative
and progression effects of intravitreal aflibercept injection in a dispase induced rat

proliferative vitreoretinopathy model by proteomic analysis.

Material and Methods: A total of 35 male Long Evans pigmented rats were divided
into three groups as control, dispase + saline and dispase + aflibercept. Dispase + saline
group received 2ul dispase and 2l salin, dispase + aflibercept group received 2ul dispase
and 2pl aflibercept as treatment in the first day of experiment. At the end of the 6th week
all survived rat’s retina and vitreous specimens collected by evisceration and given to the

proteomics analysis laboratory.

Findings: Proteomics analysis revealed that both dispase + saline and dispase +
aflibercept group have significantly increased levels of CK-6A, UCH-L1, PLCG2,
Complex III subunit 1,NSE, Gnaol, hnRNPF, PEBP-1, GB5, PDHB, IDH3A, CRMP-2,
LDH-B, Enol, MDH, GS and significantly decreased levels of GFAP.

Conclusion: Results of proteomic analysis showed impairment of signal pathways and
changed levels of signal transmission proteins in dispase induced proliferative
vitreoretinopathy rat model. Depending on insignificant improvement of protein levels in
intravitreal dispase + aflibercept group, complete cure by aflibercept treatment is thought
to be questionable. However, further work can be done by changing the therapeutic dose of
aflibercept previously known to be effective in PVR. There is limited literature
on proteomic analysis up-to-date treatment of PVR and dispase induced PVR models. This
is known to be the first study on proteomic analysis of dispase induced proliferative

vitreoretinopathy rat model, furthermore there is no available study indicating the
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presence and changes of UCH-L1, PLCG2, Complex III subunit 1, PEBP-1, PDHB, Gf5,
IDH3A, MDH levels in proliferative vitreoretinopathy. The selective regulation of these

structural proteins can enlighten the mechanism of glial wound formation in retina and

guide future treatment modalities.

Key words: Proliferative vitreoretinopathy, aflibercept, dispase, proteomic
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