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RESIMLER DiZiNi

Resim 1: Deney grubundan bir sicanin kornea goriintiisii
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1. GIRIS VE AMAC

Kornea goziin en 6nemli refraktif komponentini olusturan ayni zamanda mekanik
bariyer gorevi goren avaskiiler saydam bir dokudur. Korneal neovaskiilarizasyon;
inflamatuar, enfeksiy6z, travmatik ya da dejeneratif hastaliklar sonucunda
olusabilmektedir. Korneal neovaskiilarizasyon stromal 6dem, lipid birikimi ve skar
olusumu ile goérme keskinliginde ciddi azalmalara yol acabilmektedir. Bu nedenle etkili bir

sekilde onleyici ve tedavi edici yontemlerin kullanilmas1 gerekmektedir.

Korneada anjiogenik ve anti anjiogenik faktorler arasinda bir denge soz
konusudur. Korneal neovaskiilarizasyon olusumu siirecinde bir¢ok molekiiler faktor rol
almaktadir. Bu faktorlerden en Onemlisi daha Onceki ¢alismalarda da gosterildigi gibi

Vaskiiler Endotelyal Faktor (VEGF) “diir.

Son yillarda mikro-RNA(mMIRNA)’larin organizmalar ve biyolojik siirecler i¢in
onemli bir gen ekspresyon diizenleyicisi oldugu gosterilmistir. MiIRNA’lar yaklagik 22(17-
24 baz ¢ifti) niikleotid uzunlugunda tek iplikli Riboniikleik asit (RNA) molekiileridir.
miRNA’lar gelisim, farklilasma, apoptoz, embriyogenez, organogenez, anjiogenez, ve
diger fizyolojik olaylarda onemli rol aldig1 gosterilmesine ragmen diizensiz ekspresyonu

durumunda farkli patolojik olaylarla iliskilendirilmistir.

Korneal neovaskiilarizasyon tedavisinde c¢ok sayida ajanin deneysel ve klinik
kullanim1 bildirmis ancak ideal tedavi konusunda fikir birligi saglanamamistir. VEGF’lin
patolojik neovaskiilarizasyonda major rol aldig1 bilinmektedir. Bu nedenle son zamanlarda
patolojik neovaskiilarizasyonun Onlenmesi amaciyla anti-VEGF tedavi rejimlerine
odaklanilmistir. Son olarak ortaya ¢ikan deliller anti anjiogenetik tedavide, anjiogenetik
yollarin birden fazla bilesenle hedef alindigi tedavi yaklagimlarinin gerekliligi

gosterilmistir.

Calismamizda korneal neovaskiilarizasyon olusum siirecinde VEGF iligkili
miRNA diizeyindeki degisikler incelenecektir. Literatiirde bdyle bir c¢alisma
bulunmamakla birlikte; calisma sonrasinda korneal neovaskiilarizyon olusum siirecinin
aydinlatilmasi, sonraki yapilacak klinik, deneysel ¢alismalara ve ilag tedavilerine zemin

olusturmasi hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kornea Anatomisi

Insan gdziiniin en distaki lifli tunik kism1 kornea ve skleradir (Sekil 1.1A, B). Her
ikisi de globun yapisal biitiinliiginii saglamak ve goziin i¢ bilesenlerini fiziksel
yaralanmaya karsi korumak igin tasarlanmig yumusak bag dokularidir (1-5). Seffaf,
saydam kornea (Sekil 1.1A, C) globun toplam yiizey alaninin 1 / 6’smin 6niinii kaplarken
beyaz, opak sklera (Sekil 1.1A) geri kalan 5 / 6’y1 kaplar. Kornea ve lens goziin primer
refraktif yapilaridir ve her ikisi de bu amagla iki temel optik 6zellige sahiptir - refraktif giic
(1s1k kirilmasi) ve seffaflik (1sik iletimi). Saglikli bir kornea varligi, temelde goziin
penceresi oldugu igin, iyi goriis i¢in gereklidir. Kornea, bilesik bir lens kamerasinin dig
lensine en ¢ok benzemektedir. Buna kiyasla, sklera agirlikli olarak daha fazla biyomekanik

bir isleve sahiptir ve kamera ve objektif muhafazasina benzemektedir.

Kornea 540 ila 700 um arasinda kalinliktadir ve epitel, bowman tabakasi, stroma,
descemet membrani ve endotel gibi bes temel tabakada diizenlenmistir (Sekil 1D); her biri
belirgin olarak farkli yapisal ve islevsel o6zelliklere sahiptir (6). Ayn1 zamanda, epitelial,
stromal keratosit ve endotel hiicreler olmak iizere ii¢ ana hiicre tipinden olusur. Bunlardan

ikisi, epitelyum ve endotel, stroma hiicresel bariyer katmanlarini olugturmaktadir.

Kornea dikey ¢ap1 ortalama 10.5 mm, yatay ¢ap1 ise ortalama 11.5 mm kadardir.
On yiizeyi konveks ve asiferik yapidadir. Ortalama 6n egrilik yarigapr ortalama 7.8 mm,
arka egrilik yaricap1 ise ortalama 6.8 mm kadardir. Korneal kalinlik, santralden perifere
gittikce artig gosterir. Santral korneal kalinlik ortalama 520 um iken periferde 650 um’a
kadar yiikselebilir.(7) Kendine 6zgii saat cam1 benzeri egimi ve yaklasik +43 diyoptri (D)

kirma giicii ile goz igerisinde 15181 en fazla kiran boliimdiir (8,9).
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2.1.1. Epitel

Kornea epiteli, korneanin en dis yilizeyinde bulunan, ¢ok katli non keratinize
yapida, yaklasik bes ile yedi tabakadan olusabilen yass1 epitel yapisidir. Kalinlig1 ortalama
80 mikrometre olup sirasiyla; Yiizeysel hiicre, Poligonal kanatsi hiicre, Kolumnar bazal
hiicre tabakalarindan olugmaktadir ( Sekil 2) (10). Santral korneal epitelyum bes ile yedi
hiicre tabakalarindan olusur ve siiphesiz insan viiciidundaki en diizenli yass1 epitelyumdur.
Hiicreler interselliiler bosluk olmayacak sekilde siki bir sekilde diizenlenmislerdir. Bu
hiicre tabakas1 apekste gdzyas1 matriksi ile iliskide olacak ve tabanda yiizeyel bir iki tabaka
hiicresi yassilagsmis, ve yiizeyde mikroplika olarak anlandirilan katlantilar yapan hiireler
icerir. Bu mikroplikalar1 kaplayan glikokaliks yap1 goOzyasinin miikoz tabakasi ile
iliskidedir. Komsu yiizeyel epitelyal hiicreler goreceli olarak su gecirgenliine bariyer
olusturan zonula okludenslerle birbirine baglidir. Basal epitelyal hiicrelerin stirekli
proliferasyonu diger tabakalarin giderek stipersfisial hiicrelere differansiyasyonunu saglar.
Bu hiicrelerin matiirasyonu ile dis yilizeyleri mikrovilluslarla kaplanir ki bu elektron
mikroskopide koyu, 151k mkroskopide parlak goriintii verir. Daha sonra goz yasi iginde
deskuame olur (11,12) Bazal hiicreler, epitel bazal membranina hemidesmozomlarla
baglanmis, mitotik aktivitesi olan tek kath kiiboidal hiicrelerdir. Bazal epitel hiicreleri
stirekli olarak prolifere, differransiye olarak kornea epitelinin yenilenmesini saglar. Bazal
hiicreler kendileri tarafindan sentezlenmis ve yaklasik 30 nm kalinligindaki bir bazal
membranin {izerine oturmuslardir. On kismi lamina lusida denen gevsek tabakadan
olusurken arka siki kismu lamina densa olarak adlandirilir. Bazal membranin temel
yapitaglarindan tip IV kollajen lamina densa’da, fibronektin ve laminin ise her iki tabakada
bulunur. Bazal memran, rejenerasyon yetenigi olmayip, tamamen yapisal destek saglar,
bdylece epitel hiicrelerinin stromaya invaze olmasini engellenir (13). Saglikli bir korneal
ylizeyin korunmasi i¢in vazge¢ilmez olan epitel kok hiicreleri esas olarak iist ve alt
limbusta bulunur. Ayrica, konjunktiva dokusunun korneada biiyiimesini dnleyen, birlesmis
bariyer gibi davranirlar. Limbal kok hiicrelerinin fonksiyon bozuklugu veya eksikligi,
kronik epitel defekti, konjonktival epitelin korneanin iizerine asir1 biiyiimesi ve

vaskiilarizasyona neden olabilir (14).



2.1.2. Bowman Tabakasi

Bowman zari, kollajen liflerinden olusan stromanin aselliiler ylizeysel tabakasidir.
yapisinda tip I, VI ve V kollajen filamanlar1 ve proteoglikanlar bulunur. Rejenerasyon

yetenegi olmadigi igin travmatize oldugunda skar dokusu ile iyilesir (15).
2.1.3. Stroma

Stroma kornea kalinliginin % 90’1 veya korneanin 450 mikronluk kismini
olusturur. Araliklar, serpistirilmis modifiye fibroblastlar (keratosit) ile birlikte
proteoglikan maddesi (kondroitin siilfat ve keratan siilfat) tarafindan korunan diizenli
siralanmis  kollajen lif tabakalarindan diizenlenmistir. Diizenli aranjman ve Kkollajen

araliginin korunmasi optik berraklik igin kritik dneme sahiptir (14).

Tip I kollajen yiiksek oranda olmak iizere ve az miktarda Tip III, IV, V
kollajenden olusur. Ara madde mukoprotein ve glikoproteinlerden olusur. Fibriller ve
hiicreler tarafindan doldurulmayan tiim bosluklar1 doldurur. Keratositler korneal lameller
arasind uzanir. Insan korneasinin ¢ok az elastisitesi vardir ve normal intraokiiler basincta
yalnizca %0,25 gerilir. Keratan siilfat, proteoglikan kornea seffafliginda 6énemli rol oynar
ve opak kornealarda azaldigr veya yok oldugu goriilmiistiir. Decorin kollajen fibril
formasyonunu diizenler ve transforming growth faktoriin(TGF) dogal regiilatoriidiir.
Kollajen fibrillerin lattice seklinde diizenlenmesi korneanin transparan olmasindan kismen
sorumludur. Kornea seffaftir, ¢linkii lattice elemanlar1 goriilebilen 151k dalga boyundan
daha kiigiiktiir. Transparanlik ayn1 zamanda korneal su igeriginin %78’de tutulmasina da
baglhdir. Korneal hidrasyon biiylik oranda intakt epitel ve endotel bariyerleri ve 1s1 bagimli
Na,K ATPase gibi enzim sistemleri ile kontrol edilebilen iyon transport sistemine bagl

endotelyal pompa fonksiyonu ile saglanir (12).
2.1.3. Dua Tabakasi

Ik kez 2013 yilinda Harminder Singh Dua tarafindan tanimlanan dua tabakasinin;

stroma ve descemet membrami arasinda ve yaklasik 15 pm kalinliginda oldugu tespit

edilmistir (16).



2.1.4. Descemet Membrani

Descemet membran, kornea endotel hiicreleri tarafindan senezlenen gergek bir
basal membran yapisidir. Stromanin kollajeninden farkli, kafes seklinde ince kollajen
fibrillerinden olusan ayri bir tabakadir. Dogumda {i¢-dort mikrometre kalinliktadir ve
eriskinde 10-12 mikrometre kalmlifa ulasir. Intrauterin gelisen anterior cizgili zon ve
yasam boyu endotel tarafindan desteklenen posterior ¢izgisiz zon olmak iizere iki kisimdir.
Endotel i¢in modifiye bir bazal membran olarak gérev yapar ve rejeneratif potansiyeline
sahiptir (12).

2.1.5. Endotel

Kornea endoteli, yaklasik dort-alti mikrometre kalinliginda, tek sira hegzagonal
hiicrelerden olusmaktadir. Endotel hiicrelerinin arasinda desmozom disinda; zonula
okludens, makula okludens, makula adherens gibi baglanti komplekslerine de rastlanir.
Endotel hiicreleri asir1 siviyr stroma disina pompalayarak yasam boyunca korneanin
transparan kalmasini saglar. Yetiskin bir bireyde hiicre yogunlugu yaklasik 2500 hiicre /
mm2°dir. Hiicrelerin sayis1 yilda yaklasik % 0.6 azalir ve komsu hiicreler alan1 doldurmak
icin bilyiir; hiicreler yenilenemez. Yaklasik 500 hiicre / mm2’lik bir hiicre yogunlugu ve

altinda korneal 6dem gelisir ve saydamlik azalir (14).
2.2. Embriyoloji, Biiyiime, Gelisme ve Yaslanma

(Cagdas kornea embriyolojisinin ve gelisiminin temelleri, embriyonik civciv
calismalarinin dnciilerinden kaynaklanmaktadir. Primatlarda veya diger memelilerde bu tiir
detayli caligmalar yapilmadigindan, tiirden kaynakli farkliliklar olabilecegi i¢in asagidaki
bilgilerde bilgi bosluklar1 vardir. Dért ila bes haftalik gebeliklerde (27-36 giin) lens vezikiil
olusumunu takiben, yiizey ektodermal hiicreler, lens vezikiil invajinasyonunun biraktigi
defekti kaplar ve basta iki hiicre katmanindan olusan primitif undiferansiye korneal epitel
haline gelir. Avian’a benzer sekilde kornea, primatlarin ve yiiksek memelilerin primitif
kornea epiteli hemen primer aselliiler korneal stroma veya post-epitelyal tabakay: liretir
(17,18). Primatlarda bu, ¢apraz ve daha sonra rastgele yonlendirilmis fibriler elementlerin
kademeli subepitelyal ilavesi olarak goriiliir ve bunlar daha sonra kollajen fibriller haline

kalinlasir ve ¢aplari stromal kollajen fibrillerden biraz daha kiigiiktiir(18). Bowman tabaka,



embriyolojik tabakanin belirgin, en yogun ve en 6n kalintis1 olarak diisiiniiliir ve ilk kez 20
haftalik gebelik civarnda 1sitk mikroskopisi ile saptanabilir (18-20). Insanlara kiyasla,
tavsanlar gibi daha diisiik memeliler ve kemirgenler, gelismemis primer aselliiler korneal
stroma sahiptir ve kalintis1 olan Bowman tabakasi belirgin degildir ve oldukg¢a incedir (21).
Gestasyonun sekizinci haftasinda goéz kapagi fiizyonu ve gebeligin 26. haftasinda goz
kapag1 acilmasi arasindaki 12 haftalik gebelik haftasinda epitel, epitelial bazal membran
tireten tabakalagmis, skuamoz bir epitel haline gelmek tizere dort hiicre tabakasi kalinligina
ayrilir. Dogumdan yaklagik alt1 ay sonrasina kadar dort hiicre tabakasi kalinliginda kalir ve
yetigkin diizeylerde dort-alt1 hiicre tabakasi kalinligina ulasir. Gebeligin baslarinda, epitelin
bazal yiizeyi iizerindeki epitel bazal membran ve siki baglantt kompleksleri yoktur.
Rudimanter epitel bazal membran ve siki baglanti kompleksleri yalmizca gebeligin 17.
haftasinda saptanabilir hale gelir. Uterusta daha fazla gelisme ile bu yapilarin kalinlig1 ve

sayis1 kademeli olarak artar.

Noral krest tiirevi mezenkimal hiicrelerin ilk dalgasi, limbustan korrea epitel
hiicreleri altinda yaklasik besinci gebelik haftasinda(33 giin) uzanmaya baglar; Bu hiicreler
ilkel endotel olustururlar. ilkel endotel, baslangicta iki hiicreli tabakadan olusur. Sekiz
haftalik gebelikle, lig-dort aylik gebeliklerde 151k mikroskopisinde taninabilen Descemet
membranini liretmeye baslayan tek tabaka haline gelir. Stromanin arka iicte ikisinde kornea
stromasi esasen ortogonal tabakadan olusur. Ug aylik gebelikle korneal sinirler stromaya
girer ve nihayetinde epitelde sinir uglar1 gelismesi i¢in Bowman’in katmani boyunca niifuz
eder. Calismalar ayn1 zamanda gebeligin besinci ayinda, tiim korneal endotel hiicrelerinin
etrafinda siki kavsaklar olusturdugunu ve ise yarayan endotel Na+/K+ -ATPaz metabolik
pompa yerlerinin yogunlugunun artmasiyla uterus korneasinin seffaf hale geldigini

gostermektedir (gebelik 5-7. ay) yetiskin seviyelere kadar (22,23).

Yedi aylik gebelikle, kornea boyut disindaki ¢cogu yapisal 6zellikte yetiskinlere
benzer. Tam dogmus bebekte dogumda yatay kornea ¢api yaklasik 9.8 mm ve kornea
ylizey alam 102 mm? civarindadir. Yenidoganin kornea yetigkin insan korneasinin
boyutunun yaklasik ylizde 75-80’idir, ancak arka segment yetigskin boyutunun ylizde
50’sinden asagidir. Dogumda, dort hiicreli katmanli epitelin kesit kalinlig1 ortalama 50 um,

Bowman katmani ortalama 10 pm, orta stroma uygun ortalama 500 pm, Descemet



membran ortalamasi dért um ve endotelin ortalamalar1 altt um’dir (toplam orta kornea
kalinligi ~ 570 um) (24-27).

2.3. Kornea Fizyolojisi

Kornea histolojik olarak epitel, bowman tabakasi, stroma, descemet zari1 ve
endotel katlarindan olusur. Kornea ortalama +43 dioptrilik kirma giicii ile goziin en 6nemli
kirict ortamidir. Kornea’da bulunan hiicrelerin ana gorevi kornea seffafligini ve kiricilik

ortaminin devamini saglamaktadir.
2.3.1. Kornea Hiicrelerinde Metabolizma

Korneanin epitel hiicreleri, keratositler ve endotel hiicreleri i¢in ana enerji kaynagi
glukozdur. Epitel hiicreleri glukozu %90 oraninda ak6z hiimordan alir, kalan %10 ise
limbal damarlardan ve goézyasindan saglanir. Kornea’da glukoz ii¢ metabolik yolla
kullanilir. Bunlar; trikarboksilik asit(TCA) silklusu, anaerobik glikoliz ve hekzoz
monofosfat(HMF) santidir. Epitel hiicreleri glukozu glukoz-6-fofata ¢evirir ve bunun
%85’1 anaerobik glikoliz ile piirivata gevirilir. Piirivatin ¢ogu laktata gevirilirken, bir kismi
da TCA siklusunda kullanilir ve daha fazla oranda ATP elde edilir. Laktat epitelden
gecemez ancak stroma ve endotelden diffiizyonla gegerek akoze ulasir. Hipoksik ortamda
fazla miktarda laktoz olusur. Bu durum bolgesel asidozai epitel ve stroma 6demine neden
olur. HMF sant1 ile de glukozdan NADPH elde edilir ve serbest radikallerin ortamdan
uzaklastirilmasi igin kullanilir. Endotel hiicreleri epitel hiicrelerinden metabolik olarak bes
kat daha aktiftir. Enerji temel olarak anaerobik glikolizden ve TCA siklusundan saglanir
(12).
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Sekil 3: Korneada glukoz metabolizmasi
2.3.2. Oksijen Metabolizmasi

Epitel oksijenini gdzyasi1 tabakasindan, stroma ve endotel ise akdzden saglar.
Gozler acik oldugunda korneadaki oksijen kismi basinct 155 mmHg’ya ulasirken gozler
kapal1 oldugunda bu oran 55 mmHg’ya diiser. Akdzdeki oksijen basinct ise 30-40 mmHg
arasindadir. Oksijen, glukoz TCA siklusunda metabolize olurken kullanilir ve her glukoz

molekiilii igin 36-38 mol ATP elde edilir (12).
2.3.3. Stromal Hidrasyon ve Kornea Seffaflig

Korneanin agirliginin % 78’ini su olusturur. Korneanin seffafligini koruyabilmesi
icin suyun siirekli olarak stromadan epitel veya endotel yoluyla disanya pompalanmasi
gerekmektedir. Endotel ve epiteli islev gormeyen bir kornea {i¢ katina kadar genisleyebilir,
ve opak bir goriiniim kazanir. Korneanin hidrasyonunun kontrol edilmesinde baglica bes
faktor rol oynar. Bunlar sirasiyla; epitel ve endotelin bariyer fonksiyonu, stromanin sisme
basinci, epitel ve endoteldeki iyon transferleri, gdzi¢i basinci ve kornea yiizeyinden suyun

buharlagsmasidir. Korneanin epitel hiicreleri birbirlerine siki baglar (zonula okliidens) ile

10



baglanmistir. Hiicre zarlar1 birbirlerine adeta kaynasmistir. Epitel hiicrelerinin lipid yapisi
ve hiicreler arasi siki baglantilar bu katmandan iyon ve su gecisini engeller. Endotelde
zonula okludens yerine makula okliidens tarzi siki baglar vardir. Bunlar hiicreleri
epiteldeki gibi ¢epecevre sarmazlar. Normal sartlar altinda epitel stroma ve endotelin
elektrolit diffiizyonuna relatif direncgleri sirasiyla 2000:1:10°dur. Endotelin sivilara daha
gecirgen olmasi avaskiiler olan korneanin glukoz ve aminoasit gibi gerekli maddeleri
korneanin i¢ katlaria tasiyabilmesi i¢in gereklidir. Epitel ve endotel kaldirildiginda kornea
stromasi su emer ve siger. Normal kornealarda korneanin sisme basinci 55 mmHg’dir.
Sisme basinci kornea kalinligr ile ters orantildir. Kornea su tutup kalinlastik¢a, sisme
basinct diiser. Korneanin su tutmasinin nedeni negatif elektrik yiikii tasiyan
glikozaminoglikanlarin (keratan siilfat, kondriotin, kondroitin siilfat) birbirini itme
giiciidiir. Stromanin sismesini engellemek i¢in su emme basincinin, suyu stromadan

¢ikaran bir giigle dengelenmesi gerekmektedir (12).

Kornea gozi¢i basinct 50 mmHg’ya ulasincaya kadar normal kornea kalinligini
korur. Bu yaklasik stromanin sisme basinci kadardir. G6zigi basinci 50 mmHg nin iizerine
¢iktig1 zaman veya endotel fonksiyonu bozuk oldugunda, endotel pompasi yetersiz kalir.
Epitel ve stroma 6demi olur. Go6zigi basinci ve stromal sisme basinci arasindaki iliski
asagidaki gibidir: Su emme basinci = GIB - stromanin sisme basinci. Kornea kalligi
arttik¢a korneanin sisme basinci diiser. Ornegin hafif kornea ddemi varhiginda yani endotel
pompa fonksiyonu korneayi dehidrate etmeye yetmiyorsa, 50 mmHg’den daha diisiik
g0zi¢i basindan stromada ve epitelde 6dem yaratir. Clinkii stromal sisme basinci azalmistir.
Endotel fonksiyon yetmezligine bagli kornea kalinligi 0.60 nm’ye ulasti ise, 30 mmHQg’lik

bir g6zigi basinci epitel 6demi yaratmak i¢in yeterli olmaktadir (12).

Endotelde bulunan sivi pompasi endotelin aktif dehidratasyonundan sorumludur.
Stromadan akéze dogru aktif iyon pompalanmasi s6z konusudur. Su da pasif olarak
iyonlar1 takip eder. Iyon transportu 2-3 mOsm’liik osmotik fark yaratir ve bu fark
stromanin sisme basincint dengeler. Endotel hiicrelerindeki pompa sisteminin ana amaci
sodyumu akoze aktif olarak pompalamak ve buna bagli olarak su gecisini saglamaktir. Bu
sistemin caligmasi1 i¢in gereken diger molekiil bikarbonattir. Bikarbonatin endotelden

akoze aktif olarak pompalanmasi, endotel ve akdz arasinda -500 pvoltluk (akdz negatif) bir
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elektrik potansiyel farki yaratir. Bu durum sodyum iyonunun akdze gecisi icin

gerekmektedir (12).
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Sekil 4: Kornea endotelindeki iyon ve su gecisi

Akozdeki sodyum konsantrasyonu 143 mEq/I’dir ve hepsi ozmotik olarak aktiftir.
Kornea stromasindaki sodyum konsantrasyonu 160mEqg/1’dir ve bu durumun stromaya
dogru bir su hareketine neden olmasi beklenir. Ancak, sodyumun g¢ogu stromanin
matriksine baglidir, ve ancak 134mEq/l sodyum miktar1 ozmotik olarak aktiftir. Ayrica
1sinin diismesi, anaerobik glikolizin engellenmesi, korneanin oksijensiz veya glukozsuz
kalmasi da kornea ddemine neden olur. Korneanin hidrasyonunun saglanmasinda yer alan
diger bir iyon transportu da epiteldedir. Epitelde bulunan klor pompasi epitelden gbzyasina
su gecini saglar. Epitelde adrenerjik ve seratonerjik reseptorler mevcuttur. Klor pompasi
korneadaki sempatik sinirlerden salgilanan katekolaminlere yanit verir. Gozyasindaki
hipertonisiteyi saglayan bir baska faktdr de gozyasinin buharlagmasidir. Gozyasinin
buharlagsmasi, gozyasinda hipertonisiteye ve stromal dehidratasyona yol agar. Bu etken
normal kornealar i¢in ¢ok belirgin degildir, ¢ilinkii her goz kirpma ile gdzyasi tekrar
izotonik olur. Ancak gozyasi miktarinin azaldig1 kuru géz durumlarinda korneada incelme
gortlebilir (12).

2.3.4. Korneanin Seffaflig:

Korneanin seffalig1 korneanin avaskiiler olmasina, hidrasyonunun siki bir sekilde

kontroliine, 6zel yap1 ve dizilimindeki kollajen liflerine baglidir. Kornea dalgaboyu 300 ve
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2500 nm arasindaki elektromanyetik radyasyonu gegirir. Gegirgenlik 400 nm’de % 80,
500-1200 nin arasinda 100 %’diir. Dalgaboyu 1000’nin iizerinde olan i1gmlar retinayi
uyarmaz ve 1s1 olarak ortaya c¢ikarlar. Stromnada bulunan tip 1 kollajenin (stromadaki
kollajenin % 50-55’1) diizgiin mazgal seklindeki yerlesimi seffaflik agisindan 6nemlidir.
Her bir fibrilden yansiyan 151k, komsu fibrillerden yansiyan 1sik tarafindan ‘yikici
interferans’ (destructive interference) sayesinde yok edilir. Kornea 6demlendiginde
fibriller arasmdaki mesafe artacagindan, yikici interferans olugmamakta ve kornea
seffafligin1 kaybetmektedir. Ancak bu goriisili, kolajen fibrillerinin diizglin yerlesmedigi
Bowman tabakasina uygulamak miimkiin degildir. Bu durum fibrillerin biiyiikliiglintin
yerlesim tarzindan daha onemli oldugunu gostermektedir. Kornea seffafligi konusundaki
diger goriise gore, korneada 151k sagiliminin fazla olmamasinin nedeni fibril ¢aplarinin 30
nm’yi gegmemesi ve interfibriller araligin 55 nm’den fazla olmamasidir. Degisik refraktif
endekse sahip iki bolge aras1 uzaklik 200 nm’den fazla olursa 151k yansimasi olmakta ve

kornea daha opak goriilmektedir (12).
2.3.5. Epitel Fizyolojisi

Cok katli epitel, hiicreler arasi siki baglantilar1 ve ¢ok diisiik iyon gecirgenligi
nedeniyle kuvvetli bir bariyer olusturmaktadir. Epitelin olusturdugu diren¢ endotelden 200,
stromadan 10 kat fazladir. Kornea saydamligmin korunmasinda, sivinin stromadan
gbzyasina atilimmi saglayarak endotelin stromal hidrasyonunun diizenlemesine katkida

bulunur (12).

Apikal ve bazal membrandaki iyon gecisleri asimetriktir ve transendotelyal 25-
35mV diizeylerinde bir elektrik potansiyeli olugsmasina neden olur. Bu potansiyelin
olugsmasindaki temel iyonlardan biri sodyum (Na+) dur. Apikal membrandan pasif olarak
hiicre i¢ine giren Na+ bazolateralde bulunan Ouabain duyarli Na+-K+-ATPaz sistemiyle
stromaya gecger. Tekrar stromadan epitele giris ise Na+-K+-2Cl- tasiyic1 sistemiyle
elektrokimyasal gradiente uygun olarak gerceklesir. Ancak bu sistemde Klor (CI-)
elektrokimyasal gradiente ters olarak girer ve hizla apikal membrana dogru itilerek
gbzyasina atilir. Sonugda Cl- ile aktive olan osmotik tasima sisteminin, sivy1 kornea digina
tasimasiyla dehidratasyon saglanir. Cl- epitelin pompa fonksiyonunda en Onemli
iyonlardandir ve stromadan gdzyasina atilan iyonlarin %50’sini olusturur. Epinefrin,

teofilin gibi maddeler bu gegisi %75’lere kadar ¢ikarabilmektedirler, Ouabain ile Na+
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kanallar1 bloke edildiginde ise Cl- sekresyonu da bloke olmaktadir. Potasyum (K+) Na+-
K+ pompasi ile hiicre disina atilir. Cok gecirgen olan K+ kanallarinin siklik guanosin
monofosfat-karbakol ile stimiile olmas1 parasempatik sistem kontroliiniin hakim oldugunu
gostermektedir. Potasyum kanallar1 epitel foriksiyonlarinin regiilasyonunda oldukga
onemlidir. Ornegin epitel iyilesmesi sirasinda bu kanallarda azalma olur ve bu
sekresyonunun azalmasina, hiicrenin sivi igeriginin artmasi ile yiizey alaninin

genislemesine ve sonug olarak da defekt alaninin kiigiilmesine katkida bulunur (12).
2.3.6. Stroma Fizyolojisi

Stromada bulunan negatif yiiklii glikozaminoglikanlar (keratan siilfat, kondroitin
ve kondroitin siilfat) korneanin sisme basincim1 55 mmHg’da tutarlar. Stromal 6dem
sirasinda ara madde (ground substance) siv1 tutar ve kollajen fibriller birbirinden uzaklasir,
kornea kalinligi artar. Kornea kalmligmin artmasi ile sisme basinci ters orantilidir ve
kalinlik arttikca sisme basinci azalarak ddeme karsi olan direng azalir. Stromada Na+-K+
konsantrasyonu 160mEq/It dir. Ak6éz humdrde ise 143mEq/lt oldugu diisiiniiliirse
stromanin su ¢gekmesi beklenir. Ancak akozdeki Na+’un tamamen serbest olmasina karsin
stromada bulunan Na+ glukozaminoglikanlarin anyonik bolgelerine bagli bulundugundan
aktif Na+ sadece 134mEq/It dir. Bu fark 163.8 mmHg osmotik basingla suyun akoze
atilmasini saglar. Endotel aracilig1 ile stromadan akdze suyun gecisinin glukoz kanallari ile
oldugu diisliniilmektedir. Kornea 6demine bagli kornea kalinlagsmasini takiben stromal
glukozaminoglikanlar azalabilir ve keratan siilfat ile diisikk agirlikli glukozaminoglikan

pargalar1 6dem sirasinda korneaya sizabilir (12).
2.3.7. Endotel Fizyolojisi

Kornea endoteli hiicre saydamliginin ve hidrasyonun korunmasinda kritik bir rol
alir. Endotelin hidrasyon kontroliinde iki temel fonksiyonu bariyer ve iyon pompasidir.
Endotel tabakasi kaldirildiginda korneea 127um/sa hizinda siser, sadece metabolik pompa
inhibe edildiginde ise 33 um/sa hizinda sisme ortaya ¢ikar. Bu agik¢a endotel bariyer
fonksiyonunun énemini géstermektedir. Endotel bazolateral membraninda Ouabain duyarl
Na+-K+ pompasi ile Na+ hiicre digina ¢ikarken K+ hiicre i¢ine girmektedir. Diger yandan
ameliorid duyarli Na-H degistiricileri ile Na+ hiicre i¢ine girerken H+ hiicre disina

cikmaktadir. Bu agsamada Na-K-ATPaz pompasi hidrasyonun saglanmasinda hayati 6nem
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tasimaktadir. Ouabain ile inhibe oldugu durumlarda korneal 6dem olusur, 1s1 geri doniim
etkisi ve transendotelyal potansiyel farki kaybolur. Bariyerin zayiflayarak sizintinin arttigi
kornea guttata benzeri durumlarda normalde 1.5x 106 olan pompa sayis1 artarak dengeleme
saglanmaya caligilir . Ancak inflamasyona sekonder gelisen permeabilite artisinda, pompa
sayisinin artmiyor olmasi, temel mekanizmanin arasidonik asit kaskadindaki siklooksijenaz

(COX) araciligiyla oldugunu gostermektedir (12).

Bikarbonat iyonu kornea kalinlig1 kontroliinde temel taglardan bir digeridir. Hiicre
icine diflizyonla giren Karbondioksit (CO2) su ile karbonik anhidraz enziminin
katalizledigi reaksiyona girer ve karbonik asit olugur. Bu ise hemen hidrojen ve bikarbonat
iyonlarina pargalanir. Olusan HCO3™ muhtemel bir Na-HCO3 tasima sistemiyle 2/1
oraninda geger. Boylece akoz humdr stromadan negatif olacak sekilde endotel boyunca -
500mVluk bir potansiyel olusur. Sodyum, bikarbonat iyon gegcisi ile elde edilen elektro-
osmotik etki, suyun disari akimma neden olmaktadir. In vitro olarak karbonik anhidraz
inhibitorleri bu reaksiyonu durdurarak sivi akisimi azaltmasiyla kornea ddemine neden

olabilir. Ancak sistemik kullanimda klinik olarak bu etkiye rastlanmamustir (12).
2.4. Kornea Yara lyilesmesi
2.4.1. Epitel Yara Iyilesmesi

Bir epitelyal hiicrenin herhangi bir kismi bozuldugunda, epitelyal tabakada bir
defekt birakarak, tiim hiicre genellikle kaybolur. Epitelin yaralanmasinin en yaygin bi¢imi
mekaniktir, ancak termal ve kimyasal yaralanmalar da miimkiindiir. Mekanik bir kuvvet,
epitel bariyerinde bir kopukluk olusturdugunda, asinmanin kenarindaki hiicreler birkag
dakika icinde defektin hiicre gdcili ve hiicre yayilimi kombinasyonu ile ortiilmeye bagslar.
Bu islemin hemen 6ncesinde, hiicre zarinin uzantilarinin olusturulmasi, bazal hiicrelerden
hemidozom adezyonlarinin kaybolmasi ve mitokondriyal enerji tiretimindeki artis da dahil
olmak iizere; anatomik, fizyolojik ve biyokimyasal nitelikteki hazir hiicre degisiklikleri

basta gelir (28).

Yapilan hayvan g¢aligmalarinda, epitel yara iyilesmesinin; latent, migrasyon ve
proliferasyon olmak iizere ii¢ asamasinin oldugu gosterilmis (29). Ekstraselliiler matriks

proteinleri (ECM) ve fibronektinin, hiicre-substrat yapismasi ve hiicre gdociiniin
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mediasyonunda onemli bir element oldugu diisiiniilmektedir. Yaralanmadan 24 ila 30 saat
sonra, rejenerasyon i¢in epitel hiicrelerinde mitoz baslar. Bu yeniden yapilandirict mitoza

sadece; bazal hiicreler, gecici yiikseltici hiicreler ve limbal kok hiicreler katilir (30).
2.4.2. Stromal Yara lyilesmesi

Stromal yara iyilesmesi; onarim, rejenerasyon ve remodeling olmak tiizere ii¢
asamadan olusur. Stromal yara iyilsmesi ve sitokin, biiyiime faktorleri ve kemokinler
arasinda karmasik bir etkilenme vardir. Iyilesme siireci deri yaralarmnin iyilesme siirecine
benzemekle birlikte buradaki temel fark, iyilesmenin yara komponentinin olmamasidir
(31). Stromal keratositlerin aktivasyonu ve migrasyonu stromal hasarin ilk cevabidir ve
birkag¢ saat icinde ortaya ¢ikabilir. Yaralanma bolgesindeki keratositler apoptoz gegirir ve
ilk hakaretten dort saat sonra zirveye ¢ikar. Apoptoz, bitisik keratositlerin aktivasyonunu
etkileyerek yara liyilestirici cevabi modiile ettigi goriilmektedir. Bir iki hafta sonra
kontraktil 6zellikleri olan miyofibroblastlar yara bolgesine gider ve stromal remodeling
baslar. Bu hiicreler ekstraselliler matriks(ECM) remodeling’den sorumlu MMPs
salmimini, hiicre-matriks etkilesimini, inflamatuar hiicre toplanmasini ve sitokin

aktivasyonunu arttirir (32).

Bir skar protein olan Tip IlIl kollojen, yara kontraksiyonundan sorumlu
ekstraselliiler matriks tarafindan iretilmekte ve yeterli seviyede kollajen sentezledikten
sonra enflamatuar hiicreler tarafindan iiretilen kollajenaz enzimleri ile dengede tutulur. Tip
[T kollajen, stromanin normal yapisinda bulunan tip I kollajen ile yer degistirir. Ayrica
kondrotin siilfat, dermatan siilfat, GAG, konsantrasyonlarinda artig olur. MMP, jelatinazlar
ve kollejenazlar gibi proteolitik enzimler ile stromal iyilesme kontrollii bir sekilde
gerceklestirilir. Aktive keratositler yine Tip I kollajen liretir; ancak ¢ap1 degisken olan yeni
kollajen lifleri 15181 iyi geciremez ve korneanin saydamligt bozulur. Yeni iiretilen
proteoglikanlar da degisken karakter ve miktardadir ve daha fazla su tutup doku
hidrasyonuna ve degisken kollajen dizilisine neden olabilir, bu da doku opasifikasyonunu
arttirir. Yara iyilesmesinin ge¢ doneminde stromal keratositler karakter degistirip kas
hiicresi karakteri alir, intrasitoplazinik aktin-myosin kontraktil elemanlar1 olusturup,
miyofibroblast veya fibromyoblastlara degisir. Bu degisim yara kontraksiyonunun

nedenidir. Skar dokusunun hiperseliilaritesi kalicidir. Bu doku asla normal gerilim
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kuvvetini kazanamaz, en fazla normalin %70’ine kadar gerilim kuvveti geri elde edilebilir
(12).

2.4.3. Endotelyal Tyilesme

Tam kat penetran yaralanmalarin yaninda, endotel hasari, hiicresel tabakanin hizli
fokal distorsiyonuna bagli olusabilir. Endotel hiicrelerindeki bu hasar, ekstrakapsiiler
katarakt cerrahisi gibi biiyiik kesili ameliyatlarda asir1 kornea biikiilmesine bagli ve/veya

yiiksek sivi tirbiilansinin neden oldugu katarakt cerrahisi sonrasi ortaya ¢ikabilir (28).

Endotel cevab sitolojik olarak ¢ok daha az dramatiktir. Insan endotel hiicrelerinin
ancak uygun mitojenik ve baglanma faktorlerinin varliginda mitozla ¢ogalabildigi
gosterilmistir.  Genellikle, endotel defektleri komsu saglikli endotel hiicrelerinin incelip
fibronektin matriks iizerinde yayilmasi ile kapatilir. Hasarli endotel tabaksinn kapatilmasi
lic asamada gerceklesir. Birinci asamada, komsu endotel hiicrelerin hizli gogiiyle,
hasarli alndaki defektin kaplanmasiyla baslar. Ikinci asamada bariyer ve pompa alanlarinin
say1 ve kalitesi normal seviyeye doner. Kornea sonrasinda normal kalinlifa doner ve
seffaflig1 diizelir. Ugiincii asama, birkac ay boyunca devam edebilen daha diizenli altigen
olusturmak tiizere endotel hiicrelerinin yeniden big¢imlendirilmesini igerir. Defekt

kapandiktan sonra Descemet memrani tekrardan salgilanir (33).
2.5. Korneal Neovaskiilarizasyon

Diinya capinda, korneanin neovaskiilarizasyonu (KNV), milyonlarca insani
etkileyen, ciddi bir durumdur. Kor edici KNV, ¢esitli kosullara ikincil gelisir. Klamidyal
enfeksiyonlarin 146 milyon aktif hastalik vakasi ile alti milyon kisiyi (diinya korliigiiniin%
15’i) kor ettigi tahmin edilmektedir. Onkoserkoz enfeksiyonlarmin diinya g¢apinda
120.000.000 kisinin risk altinda oldugu, 270.000 kisiyi kor ettigi tahmin edilmektedir.
Herpetik enfeksiyonlarin ABD’de 500.000 kisiyi etkiledigi bildirilmis. KNV, kontakt
lenslerin asimmmasi, ozellikle de yumusak hidrojel lenslerin uzun siireli kullanimi ile
iligkilidir ve kontakt lens kullanan 120 milyon kiside dokuz milyon(% 1,3) oraninda insan
KNV’ye sahip oldugu tahmin edilmektedir. Bildirilen KNV prevalans1 Amerika Birlesik
Devletleri’ndeki genel oftalmik goz hizmetinin % 4.14°1 ve yilda 1.4 milyon Amerikali
olarak tahmin edilmektedir (34-37).
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Anjiyogenez, mevcut vaskiiler yapilardan yeni kan damar1 biiylimesi siirecidir.
Kornea anjiyogenezi, g¢esitli patolojik kosullarda ortaya c¢ikar ve istenmeyen sonuglarin
ortaya ¢ikmasina neden olur. Perikorneal pleksusun kilcal damarlarindan ve veniillerinden
filizlenen yeni damarlar, 15181 bloke edebilir, gorme keskinligini tehlikeye atabilir, penetran
keratoplasti prognozunu kétiilestirebilir ve inflamasyona, korneal skarlasmaya ve 6deme

neden olabilir (38).

Normal olarak avaskiiler kornea, anjiyojenik ve anti-anjiyojenik uyaranlar
arasinda bir dengedir. Cesitli patolojik siireclerden sonra bu uyaranlarin anti-anjiyojenik
faktorlerden (¢6ziinebilir VEGF Reseptor-2 [SVEGFR-2 veya sflt-1], pigment epitelinden
tiiretilmis faktor, anjiyostatin ve endostatin gibi) stimulustan anjiyojenik faktorlerin(VEGF,

bazik fibroblast biitylime faktorii [bFGF] ve MMPS) Iehine artmasiyla gerceklesir (39).
2.5.1. Korneal Neovaskiilarizasyon Nedenleri

KNV, nedenleri Tablo | de belirtildigi gibi gesitli patalojik siireglerden sonra
ortaya ¢ikabilmektedir (40).

Tablo I: Korneal Neovaskiilarizasyon Nedenleri

inflamatuar Bozukluklar Okiiler pemfigoid

Atopik konjonktivit

Rosacea

Greft reddi

Lyell sendromu

Stevens-Johnson sendromu

Graft versus host hastaligi
Enfeksiyoz Keratit Viral

Herpes simpleks

Herpes zoster

Bakteri

Pseudomonas

Klamidya enfeksiyonlari

Sifiliz

Mantar

Candida

Fusarium

Aspergillus

Parazit

Onkoserkoz
Dejeneratif-Konjenital Hastahiklar Pterjiyum

Terrien marjinal dejenerasyonu

Aniridi
Travmatik-iatrojenik Bozukluklar ve Digerleri Kontakt Lens

Alkali yaniklar

Ulserlesme

fatrojenik

Kok hiicre eksikligi
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2.5.2. Korneal Neovaskiilarizasyonun Molekiiler Temeli

Anjiyojenez, anjiyojenik ve anti-anjiyojenik faktorler arasindaki denge
anjiyojenik  molekiillerin ~ dogru  kaydiginda  dokuda  olusur. Buna  gore,
neovaskiilarizasyon(NV) sadece anjiyojenik faktdrlerin up regiilasyonuyla degil ayni
zamanda anti-anjiyojenik faktorlerin down regiilasyonunu da gerektirir. Kornea, tablo Il
‘de de 6zetlendigi gibi anjiyojenik ve anti-anjiyojenik molekiilleri in vivo ¢aligmak i¢in bir

model olarak kullanilmigtir (40).

Tablo 11: Korneada Tespit Edilen Anjiyojenik ve Anti-Anjiyojenik Faktédrlerin Ozeti

Korneal
mikro- Kprneal
. ifade

cep testi
Anjiyogenik Faktorler
Fibroblast biiyiime faktorii (FGF) EVET +
Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) EVET +
Plasenta biiytime faktorii (PGF) EVET +
Transforme Edici Biiyiime Faktorii-o EVET +
Transforme Edici Biiyiime Faktori-f3 EVET +
Insiilin benzeri bilyiime faktorii (IGF) EVET HAYIR
Leptin EVET ?
Integrinler (VV3) EVET +
Trombosit kokenli biiyiime faktorleri (PDGF) EVET +
Matris metalloproteinazlar (MMP’ler) ? +
Anjiyojenin EVET +
Hepatosit biliytime faktorii-dagilim faktoric (HGF-SF) ? +
Tiimor nekroz faktorii o (TNF- ) EVET +
Bag dokusu biiyiime faktorii (CTGF) ? +
Interl6kin-8 (1L-8) ? +
Monosit kemoatraktan protein -1 (MCP-1) EVET +
Anti-Anjiyogenik Faktorler
Endostatin EVET +
Anjiyostatin EVET +
Prolaktin EVET
Matris metalloproteinazlar (MMP’ler) ? RESEPTOR
Matris metaloproteinaz doku inhibitérii (TIMP’ler) ? +
thrombospondin EVET +
Arresten ? o 1 TIP- IV
Canstatin ? o 2 TIP- IV
Tumstatin ? o 3 TIP- IV
Pigment epiteline tiiretilmis faktdr (PEDF) EVET +
Tiimor nekroz faktorii o EVET +
Interlokin-4 (1L-4) ? +
Interlokin-13 (1L-13) ? +

HAYIR, ifade bildirilmedi. ?, belirlenmedi.
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2.5.2.1. Kornea Neovaskiilarizasyonunda Rol Alan Anjiyogenik Molekiiller
2.5.2.1.1. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii

VEGF baglangicta, tiimor hiicreleri tarafindan salgilanan ve vaskiiler sizintiy1
arttiran vaskiiler gecirgenlik faktorii (VPF) olarak tanimlanmistir (41). 1989°da bagimsiz
olarak iki grup, sirasiyla VEGF ve vaskiilotropin olarak adlandirilan endotel hiicreleri igin
karakteristik bir mitogeni arindirdi (42). Daha sonraki VPF ve VEGF molekiiler klonlama

ve ekspresyon caligmalari iki proteinin ayni oldugunu gostermistir (42,43).

Insanlarda VEGF ailesi bes tiyeden olusur: VEGF-A, -B, -C, -D ve plasenta
bliylime faktorii (PIGF). Alternatif ekleme ve proteolitik isleme, kan ve lenf damari
olusumu ve homeostazda spesifik fonksiyonlara sahip farkli VEGF varyantlarina yol acar
(44). VEGF-A geni, bu ailenin en 6nemli iiyesi ve prototipidir. VEGF-A genininde
alternatif boliinmeleri sonrasi aminoasit sayisina gore izoformlar olusmaktadir. VEGF-A’
nin VEGFI121, VEGFI145, VEGF165, VEGF183, VEGF189 ve VEGF206 olarak
isimlendirilmis alt1 adet izoformu vardir. VEGF165 dokularin ¢ogunda bulunan, en sik
rastlanan molekiiler tiiriidiir (45). VEGF etkisini ¢ogunlukla endotel hiiclerinden daha az
oranda monosit ve makrofajlardan eksprese edilen, tirozin kinaz reseptorlerine(RTK)
baglanarak gosterir. Memeli VEGF’leri VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (KDR, Flk-1) ve
VEGFR-3 (FIt-4) olmak {izere {i¢c RTK grubuna baglanir. (46) VEGF-A VEGFR1 ve
VEGFR2’ye baglanir. VEGF’in bilinen etkilerini olusturan esas reseptor VEGFR2’dir.
VEGFR1 az bilinen ve VEGFR2 sinyalini regiile ettigi diisiiniilen reseptordiir. VEGF-B ve
PGF VEGFR1’e baglanmaktadir. VEGF-E VEGFR2’ye baglanmaktadir. VEGF-C ve
VEGF-D, VEGFR3 e baglanir ve lenfanjiyogenezden sorumludur (46). Vaskiiler
endotelyal growth faktor -R1 ve -R2 biiyiik 6l¢iide damar endotel hiicrelerinden salinir ve

anjiogenez ile damar gecirgenliginde gorev alir.
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Sekil 5: Farkli hiicre tiplerinde VEGF reseptorlerinin etkileri

VEGF diizeyi basta Ras ve human epidermal growth faktor reseptor-2 onkogenleri
olmak iizere, p53 gen mutasyonu, TNF-a ve nitrik oksit (NO), iL-1, IL-6, IL-10, 1L-13,
FGF, PDGF, TGF-p VE IGF-1 gibi bircok endojen ajan ile diizenlenmektedir (47).
Vaskiiler endotelyal growth faktoriin salinnminda en oOnemli iki faktor hipoksi ve

enflamasyondur (48).
2.5.2.1.2. Fibroblast Biiyiime Faktorii

Bir bagka anjiyojenik faktor olan bazik fibroblast biiyiime faktorii (bFGF), kornea
anjiyogenezis modellerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. bFGF fibroblast biiyiime
faktorii ailesine aittir. Bu aile, hiicresel farklilasma, anjiogenezis, mitogenezis ve yara
onarimi sirasinda gelismekte olan ve erigskin dokularda genis oranda ifade edilen, yapisal
olarak iligkili 23 heparin baglayict peptidi kapsar. FGF fonksiyonu, ayni kokenli
reseptorleri (FGFR-1, -2, -3 ve -4) baglayarak aracilik edilir. FGF-1 normal elastik epitelde

eksprese edilir ve FGF-2, hasardan sonra ve bir Kkeratosit-vaskiiler endotel hiicresi
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kokiiltiiriiniin tarafindan diizenlenir. Ilginctir, bFGF, neovaskiiler kornealardaki normal
kornea ve vaskiiler bazal membranlarda Bowman ve Descemet zarlarini baglar. Yeni
damarlarin olgunlagma derecesine gore normal limbal ve yeni olusan kornea damarlarinda
farkli baglanma yogunluklari tespit edildi. Bu muhtemelen heparan siilfat proteoglikanlara
baglanma, korneanin anjiogenezisinin diizenlenmesinde hiicre dis1 matrisin (ECM) roliinii

vurgular (49,50).
2.5.2.1.3. Matris Metalloproteinazlar

Yara iyilesmesi ile iliskili ekstraseliiler matriks turnovera genellikle graniilasyon
dokusunda anjiogenez eslik eder. Korneal yara iyilesmesinin bir 6zelligi bu vaskiiler
reaksiyonun olmamasidir. Matris metalloproteinazlar (MMP’ler), ECM yeniden
modelleme ve anjiyogenezide yer alan ¢inko baglayici proteolitik enzimlerin bir grubudur.
Pro-enzimler olarak iiretilirler ve ECM’de MMP’ler ve serin proteazlar dahil olmak tizere
cesitli proteinazlar tarafindan aktive edilirler. Daha 6nce tarif edilen 24 MMP arasinda,
kolajenaz | ve Ill (MMP-1 ve -13), jelatinaz A ve B (MMP-2 ve -9), stromelisin (MMP-3) ,
matrilysin (MMP-7) ve membran tipi MMP (MMP-14). Korneal anjiyogenez sirasinda up
regiilasyon diizenlenmeleri gosterilmis olsa da, aynit molekiil doniisiimlii olarak bir anti-
anjiogenik faktor olarak goérev yapabileceginden, anjiyogenezin diizenlenmesindeki rolleri
belirsiz goriinebilir. Buna gére, MMP-2nin (jelatinaz A) aktivasyonu, anti-anjiyogenik
parcalar1 salabilir, giiclii anjiyostatik faktorlerin {iretilmesine izin verebilir veya
anjiyojenezi kolaylastirabilir. Anjiyogenez sirasinda MMP’lerin ikili fonksiyonu, ECM’yi
bozma, MMP’ye sahip endotel hiicrelerinin doku istilasina izin vermeleri ve anjiyogenik
Ozelliklere sahip olmayan Onciillerinden anti-anjiyojenik fragmanlar iiretme veya serbest

birakma yetenekleri ile agiklanabilir (51-53).
2.5.2.1.4. Hipoksiyle Indiiklenen Faktor-1o

Hipoksiyle Indiiklenen Faktor-1o(HiF-10), hipoksik ortamda salman,
heterodimerik yapida, eritropoetin (EPO) transkripsiyonunu arttiran bir proteindir. HIF-1a,

hipoksik hiicrelerden VEGF salinimini arttirarak neovaskiilarizasyonu uyarabilmektedir
(54).
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2.5.2.1.5. Epidermal Biiyiime Faktorii

Insan Epidermal Biiyiime Faktorii(EGF) 53 amino asitten olusan, 6045 Da
agirhginda, Uglii disiilfid bagi iceren protein yapida bir molekiildiir. EGF, epidermal
bliylime faktorii reseptorii (EGFR)’ne baglanarak hiicre biiyiimesi, proliferasyonu ve
diferansiyasyonunda goérev alir. EGFR’nin uyarilmas: sonrasi anjiogenik faktorlerin

salinimu artar (55,56).
2.5.2.1.6. Tiimor Nekrozu Faktoru-o

Tiimor Nekrozu Faktorii-a( TNF-a), T hiicreleri, aktive dogal 6ldiiriicii hiicreler ve
mast hiicreleri gibi bir¢ok hiicre tarafindan salgilanir. TNF-a mononiikler fagositer
hiicreleri ve diger hiicre tiplerini uyararak, IL-1, IL-6 gibi sitokinlerin ve kemokinlerin
sentezini arttirabilir. TNF-0, adezyon molekiillerinin sentezinin arttirilmasi, nétrofil
aktivasyonu, kemokin sekresyonunun indiiksiyonu ve niikleer faktor kappa B (NF-«B)
sinyal iletim yolunun aktivasyonu gibi bir¢ok proinflamatuar siireglerde gorevlidir (57).
TNF-a iyilesmekte olan kornea epiteli ve inflamatuar hiicrelerde tesbit edilmistir. TNF-a
ayrica makrofaj migrasyon inhibe edici faktor (MIF) salimmini regiile ederken VEGF,

FGF ve TGF iiretimini arttirarak neovaskiilarizasyonu hizlandirir (58).
2.5.2.2. Kornea Neovaskiilarizasyonunda Rol Alan Anti-Anjiyogenik Molekiiller
2.5.2.2.1. Anjiyostatin

Otuzsekiz kDa’lik plazminogen proteolitik bir pargast olan anjiyostatin, gii¢lii bir
anti-anjiyojenik faktordiir. ilk olarak Lewis akciger karsinom hiicre dizisinden izole edildi
ve vaskiiler endotel hiicre proliferasyonunu ve migrasyonunu inhibe ettigi bulundu. Gézde,
anjiostatin ve anjiyostatin benzeri fragmanlarin implante edilmesi, bFGF veya anjiyogenin

neden oldugu kornea NV’yi inhibe eder (59,60).
2.5.2.2.2. Endostatin

Baska bir anti-anjiyogenik faktér olan endostatin, XVIII kolajeninin 20 kDa’lik
proteolitik bir fragmanidir. Endotelin, faregiller hemangioendotelioma hiicre ¢izgisinin
kivamlandirilmis ortamindan izole edilmistir ve in vitro FGF-2 ve VEGF ile indiiklenen

vaskiiler endotel hiicre gocilinlii ve proliferasyonunu inhibe ettigi ve farelerde tiimor
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ilerlemesini azalttig1 gosterilmistir. XVIII tipi kollajen esasen vaskiiler ve epiteliyal bazal
membrana lokalize olan fibriler olmayan bir kollajendir. Gézde, X VIII kolajen retinaya (i¢
smirlayict membran ve pigment epiteli), lens kapsiiliine ve korneaya yerlesmistir. XVIII
kolajen tiplerinin proteazlar (MMPler, kathepsin L ve elastaz dahil) tarafindan bdliinmesi,
anti-anjiyogenik ozellikler gosterebilen endostatin benzeri fragmanlar iiretir. Korneaya
implante edilen endostatin, bFGF ile indiiklenen neovaskiilarizasyonun bir inhibisyonu
gosterilmistir. Buna ek olarak, bolme enzimleri ve substrat (kollajen XVIII) bu siireg
boyunca bazal membran alaninda mevcut oldugu i¢in endostatin’in kornea yara iyilesmesi
sirasinda ortaya cikabilir. Restin, arresten, canstatin ve tumstatin dahil olmak iizere
kolajenlerden tiiretilen birka¢ anti-anjiyojenik faktor de tarif edilmistir, ancak kornea

anjiyogenezindeki rolleri tam olarak karakterize edilmemistir (59-64).
2.5.2.2.3. Pigment Epiteli Derived Faktor

Pigment epitelyum derived factor (PEDF), retinoblastoma hiicrelerinde ilk kez
tanimlanan ve daha sonra retinanin, irisin ve kornea pigmentli epitelinde karakterize edilen
giiclii bir anti-anjiyojenik ve norotrofik faktordiir. PEDF, serin proteaz inhibitorii (serpin)
ailesine ait olmakla birlikte, bilinen herhangi bir substrata sahip degildir. Son zamanlarda
gelin anjiogenezisindeki rolii gdsterilmistir. PEDF’ye kars1 antikorlar1 bloke etmek, sigan
korneal stroma implante edildiginde korneal vaskiilarizasyona neden olur. Ek olarak, insan
stromal ekstraktlarindan PEDF’nin c¢ikarilmasi, bu ekstraktlarin neden oldugu vaskiiler
endotel hiicresi migrasyonunun inhibisyonunu baskilamaktadir. Dahasi, rekombinant

PEDF, bFGF peletlerinin implantasyonu ile indiiklenen korneal NV’yi inhibe eder (65,66).
2.5.2.2.4. Trombospondin-1

Trombospondin(Tsp)-1 gézde kornea, iris, sklera ve retinada iiretilir. Korneada
Tsp-1 esas olarak kornea epitelinin bazal tabakasinda tiretilmektedir. Trombospondin-1
geninin deneysel olarak hasara ugratildig1 farelerde, korneada enflamasyonun indiikledigi

anjiogenezin olustugu gozlenmistir (67-69).
2.6. miRNA

Genomun % 80’inden fazlasinin Oncelikle protein kodlayan genlerin

sentezlenmesinin diizenlenmesi ile iliskili spesifik bir biyolojik fonksiyona sahip
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oldugunun bilinmesi, Deoksiriboniikleik asit(DNA) Elementleri Ansiklopedisi(ENCODE)
projesinin en 6nemli sonuglarindan biri olmustur. En yaygin olarak tanimlanan fonksiyonel
elemanlar, transkripsiyon sonrasi seviyedeki ¢esitli biyolojik islemlerin kilit diizenleyicileri
olan miRNA’lar1 (kisa, 19 ila 24 niikleotit, tek iplikli RNA molekiilleri) igeren cesitli
diizenleyici RNA’lart kodlayan genlerdi.(70) Ilk miRNA (lin-4) 1993 yilinda
Caenorhabditis elegans nematodunda tanimlanmustir, ancak 2000°de C. elegans’taki ikinci
MIRNA’nin(let-7) tanimlanmasi omurgalilarda miRNA’larin aktif olarak arastirilmasi i¢in

ivme saglamugtir (71).

Bugiine kadar hayvanlar, bitkiler, protistler ve viriislerde miRNA’lar bulunmustur
(72). miRNA verileri miRBase, microRNA dahil olmak tizere bir dizi veritabaninda
saklanir. org, MicroRNAdb, miR2Disease, HMDD ve Phe-nomiR. En son miRBaz
versiyonuna (v21) gore 223 tiir icinde toplam 35.828 olgun miRNA tanimlanmistir,
insanlarda 2,588 olgun miRNA tamimlanmistir. MiRNAlar yiiksek oranda korunmus
molekiillerdir. Evrimsel iliskili miRNA iiyeleri olduk¢a homolog sekanslara ve bazi ortak
hedeflere sahip olan 239 farkli aileye birlestirilmistir (73). Son ¢aligmalar, miRNA’larin,
organizmalardaki cesitli fizyolojik sistemlerin normal geligimi i¢in ve hiicre homeostazinin
korunmasinda esas oldugunu gosterirken, ekspresyon ve / veya fonksiyonlarindaki bir
degisiklik, insanlarda onkolojik, enfeksiydz nérodejeneratif ve otoimmiin hastaliklar dahil

birgok patolojik durumun gelisimi ile iligkilidir (74).
2.6.1. miRNA’larin biyogenez ve etki mekanizmasi

Cogu miRNA, protein kodlayan genlerin intronlarinda bulunan genler tarafindan
kodlanir; miRNA genleri ekzonlar, 5’- ve 3’-¢evrilmemis gen bolgelerinde veya intergenik
bolgelerde de lokalize olabilir (75). miRNA genleri, esas olarak RNA polimeraz 11 ile,
birincil bir miRNA (pri-miRNA) olarak, uzun bir transkript olan (birkag yiiz ila on binlerce
niikleotidden) (Sekil 6) niikleusta transkribe edilir. Birincil miRNA daha sonra Drosha-
DGCR8 mi-iiriin islemcisi kompleksi (kanonik yol) tarafindan bir miRNA onciiliine (pre-
miRNA) doniistiiriiliir (75). Pre-miRNA {iiretiminin bagka kanonik olmayan diger yollar1 da
vardir, bunlardan biri, kisa hairpin intronlarinin (mirtronlar) birlestirilmesi sirasinda bir
pre-miRNA’nin  olusmasi, ardindan Ldbr proteini tarafindan pre-miRNA’nin
parcalanmasidir.(76) Daha sonra, miRNA biyogenezi yollar1 birlesir ve pre-miRNA, bir

miRNA dupleksini olusturmak i¢in Dicer enzimi (RNaz III) tarafindan sitoplazmada
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islenir, dubleks zincirlerden biri, RNA kaynakli susturucu kompleksin(RISC) olusumunda

rol oynar (Sekil 6).
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Sekil 6: miRNA biyogenezi. A. Kanonik pre-miRNA yolu, Drosha-DGCR8 mikroislemci
kompleksi tarafindan pri-miRNA transkriptlerinin parcalanmasi yoluyla pre-
mMIRNA’lar iiretir. B. Kanonik olmayan yol. Mirtronlar Ldbr enzimi tarafindan
eklenir ve ayrilir, daha sonra pre-miRNA hairpins i¢ine katlanirlar. Sonra, yollar
birlesir. Yesil kutu bir miRNA genini belirtir; ekzonlar 1 ve 2, intronik miRNA’y1

kodlayan konakg1 genin ekzonlaridir.



Bir kiiciik alti-sekiz niikleotit miRNA fragmani, tohum bdlgesi, RISC kompleksi
icindeki hedef mRNA’ya miRNA baglanmasi i¢in kritiktir. Bu miRNA fragmani ve hedef
mRNA arasindaki tamamlayicilik  derecesi, gen ekspresyon regiilasyonunun
mekanizmasin1 biiyiik Olgiide belirler. miRNA ve mRNA arasindaki baglanma tam
tamamlayic1 bir mRNA’ya yarilmasi ve bozulmasina yol agar. miRNA ve bir hedef mMRNA
arasindaki eksik tamamlayicilik durumunda, mRNA translasyonu, baslatma veya uzama
asamasinda inhibe edilir ve mRNA, bir poliA dizisinin par¢alanmasi nedeniyle destabilize
edilir ve isleme govdelerine aktarilir. miRNA kromatin yeniden diizenlenmesi araciligiyla
transkripsiyonel seviyede hareket edebilir (77). Cogu durumda, miRNA’lar bir hedef
MRNA’nin ekspresyon seviyesini yeniden diizenler; fakat bazi durumlarda miRNA’larin
belirli protein komplekslerine baglanmasi, dogrudan veya dolayli mekanizmalarla hedef

genlerin ekspresyonunu artirabilir (78).

Gilinlimiizde miRNA’larin sadece hiicrelerin i¢inde degil, aym1 zamanda kan
dolagimina salgilanmak ve diger hayvan hiicrelerini etkilemek icin de etkili oldugu
bilinmektedir. Kanda, hiicre disi olgun miRNA (% 90-99) oncelikle AGO ailesinin
proteinleri ile iliskilidir (79). Ek olarak, pre-miRNA eksozom ve / veya multivezikiiler
organlar i¢inde kan igine salgilanabilir. Eksozomlar, sirayla alict hiicreler (diger hiicre
tipleri dahil) tarafindan yakalanabilir ve alic1 hiicrelerin sitoplazmasinda pre-miRNA olgun

bir miRNA’ya islenir. miRNA, apoptoz sirasinda da hiicrelerden salinabilir (80).

MIRNA’y1, onun Onciisiinii ve olgun bir miRNA molekiiliinii kodlayan geni
belirtmek i¢in 6zel bir isimlendirme vardir, ancak heniiz geleneksel hale gelmemistir.
Ornegin miRNA’y1 kodlayan gen, iki kisaltma ile gosterilir: mir veya MIR, drnegin mir142
veya MIR142. "Mir" kisaltmasi, ayni zamanda, bir miRNA ve pre-miRNA’y1 belirtmek
icin kullanilirken, olgun bir miRNA’ya "miR" denir. Belirli bir miR menseli tiir, ii¢ harfli
bir onekle yok edilir: "hsa", bir insan (Homo sapiens) miR anlamina gelir ve "rno", bir
sigcan (Rattus norvegicus) miR anlamina gelir; 6rnegin, hsa-miR-367 veya rno-miR-1’dir.
Benzer bir diziye sahip olan yakindan iliskili miRNA’larin gruplari, sayilarla (6rn., MiR-
33) belirlenmis ailelere birlestirilir. Ayni aile i¢inde, miinferit miRNA’lar ek bir tek harfli
ek ile ek aciklamalidir; 6r., hsa-miR-451a ve hsa-miR-451b. Ozdes olgun miRNA’lara yol
acan, ancak farkli genom bolgelerinde kodlanan 6n-miRNA’lar, ek bir ¢izgi sayisi son

ekiyle gosterilir; drnegin hsa-mir-121-1 ve hsa-mir-121-2 onciileri ayni1 olgun miRNA hsa-
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miR-121"1 verir. Tercihen hedef mMRNA’ya (kilavuz telini de denir) baglanan miRNA
dubleks seridi, 6rnegin miR-56 olarak adlandirilir ve tamamlayici dengesiz (yolcu) zinciri
bir yildiz isareti (6rn., MiR-56t) ile gosterilir. MiRNA dupleks iplik¢iklerinin fonksiyonel
aktivitesi ile ilgili verilerin eksik olmasi durumunda, islemden kaynaklanan miRNA
dupleks dizisine bagl olan pre-miRNA ucu, mesela, miR-142-5p (pre-miRNA’nin 5’-ucu)
ve miR- 142-3p (pre-miRNA’nin 3’-sonu).

Sitokin eylemi gibi miRNA fonksiyonu dejenerasyon (artiklik) ve pleiotropi ile
karakterizedir; yani bir mMRNA’nin ifade seviyesi, birgok miRNA tarafindan diizenlenebilir
ve bir miRNA, karmasik bir diizenleyici agin olusumuyla sonuglanan bir¢cok hedef
MRNA’ya baglanir. Dolayisiyla, bir miRNA’nin ekspresyonundaki bir degisiklik, bir¢ok
hedef MRNA’nin ekspresyon profilinde degisikliklere yol acabilir. Bununla birlikte, her
mRNA icin bu etki, diger miRNA’larin etkisine de bagl olacaktir. miIRNA sisteminin
fazlaligi, toplamda, organizmadaki genlerin yaklasik% 60’11 ifade edebilir (81). miRNA
genlerinin ekspresyon diizeyinin, protein kodlayan genlerinki gibi oldugu gibi,
transkripsiyon, isleme ve niikleer ecport sirasinda ve ayni zamanda miRNA bozunma
seviyesi tarafindan kontrol edilen epigenetik seviyede diizenlenebilecegine dikkat
edilmelidir (82). Organizma miRNA’larinin spektrumu dogrudan organizma yapisinin
karmagikligina baghdir. Ek olarak, miRNA ifadesi, dokuya 6zgiidiir ve ontolojik olarak
yonlendirilir. Bu nedenle, anlayisimiz biiylidikce, miRNA agmin gen ekspresyon
regiilasyon sisteminin temel ve evrimsel olarak eski bir bileseni oldugunu giderek daha net

bir sekilde ortaya koyuyor.
2.7. Es Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu(qRT-PCR)

DNA veya RNA’n sayisal degerlerini belirlemek i¢in kullanilan bir yontemdir.
“Real-Time PCR” ile “Reverse transkriptaz PCR” genelde ayni sekilde “RT-PCR” olarak
kisaltilir. Bu nedenle genelde birbirine karistirilir. “Real-Time PCR” yonteminde her bir
DNA veya RNA kopyasi olustugunda, bunu sistem ekraninda es zamanl olarak izlemek
olast oldugu icin gergek zamanli terimi kullanilir. Oysa “Reverse transkriptaz PCR”
yonteminde ise; hiicreden izole edilen RNA molekiilleri daha dayanikli olan DNA
(cDNA)’ya doniistiiriiliirken reverse transkriptaz enzimi kullanildigi i¢in PCR y6ntemine
bu isim verilmistir. Ancak bazen yukarida bildirilen her iki yontemde ayn1 PCR reaksiyonu

icinde gerceklestirilebilir. “Real-Time PCR”da olusan amplikon miktar1 reaksiyon boyunca
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olusan amplikon miktariyla orantili olarak artan florokrom maddelerle isaretli problarin
verdigi sinyalin monitérde izlenmesiyle belirlenir ve amplifikasyonun siklus sayis1 belirli
miktardaki DNA veya RNA molekiillerinin elde edilmesi agisindan da gereklidir.
SYBRGreen | floresan boya DNA’ya baglanabilme kapasitesine sahiptir ve oldukga iyi
calisan bir yontemdir. Fakat PCR reaksiyon ortaminda herhangi bir ¢ift zincirli DNA
bulundugunda floresan 1s1ma yapabilir. Bu yanlis pozitif sonu¢ olusumuna neden olan
primer-dimer olusumuna neden olabilir. SYBR-Green 1 yerine giivenilir bir sekilde
kullanilan floresan 1s1ma yapabilen baska isaretli problar da vardir. “TagMan ® probe”
veya hidroliz prob, molekiiler boncuk yontemi ve hibridizasyon problaridir. “Real-Time
PCR”1n kullaniminda bir¢ok avantajlar vardir. “Real-Time PCR”n tipik kullanim alanlar
mikrobiyolojik ajanlarin belirlenmesi, gen ekspresyon analizi, aberan kromozom
anomalileri ve son zamanlarda “Real-Time immiino PCR” ile proteomik caligmalardir.
Cok farkli “Real-Time PCR” cihazlart vardir. Aralarindaki en belirgin farkliliklar
“eksitasyon” ve “emisyon” dalga boylari, hiz1 ve ayn1 anda paralel gidebilen reaksiyon
kapasiteleridir. “Real-Time PCR” teknolojisinin gen ekspresyonunda daha duyarli, verimli,

daha spesifik, hizli ve daha iiretken olmasi daha fazla tercih edilmesine neden olur.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calisma, Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Goz Hastaliklar1, Tibbi
Genetik, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dallari’’nin katkilar1 ve Adnan Menderes
Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 64583101/2016/192
karar numaral izni ile gerceklestirilmis olup, Adnan Menderes Universitesi Bilimsel
Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi’nin 20/01/2017 tarihli TPF-17049 nolu karari ile

desteklenmistir.
3.1. Hayvan Deneyi

Agirliklan yaklasik 250-300 gram olan 12 adet Wistar-Albino cinsi erkek si¢an
calismaya alinmistir. Calismada otuz sican randomize olarak altisarli iki gruba ayrildi ve
calisma siiresince denekler Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tip
Aragtirma ve Uygulama Birimi’nde ayr1 gruplar halinde, ayr1 kafesler icerisinde, optimum
nem ve sicaklikta, uygun sartlarda ve standart kosullar altinda (12 saatlik aydinlik/karanlik
dongiisii olan, iyi havalandirilmig, 22+0.5 °C ortam sicakligina sahip odalarda) tutulmustur
ve standart besin ve suyla beslenmistir. Hi¢bir grupta calismayi tamamlayamayan sican
olmamistir. Deneysel KNV olusturmak i¢in siganlarin korneasinda giimiis nitrath ¢ubuklar
ile korneal yanik olusturulmustur. Ilk kez 1985 yilinda Mahoney ve arkadaslarinin
tanimladig1 glimiis nitratl aplikator cubuklar ile korneada neovaskiilarizasyon olusturmak
giiniimiizde deneysel hayvan modellerinde en ¢ok uygulanan yontemdir.(83) Giimiis nitrat
uygulamasi, ayni kisi tarafindan korlemesine yapilmistir. Anestezi sonrasi giimiis nitrat
cubuklar birkez ve on saniye siiresince korneaya uygulanmistir ve sonrasinda hemen salin
ile yikanmistir. Calisma sonunda siganlarin kornealar1 makro ¢ekim kalitesi yiiksek bir
cihazla (Leica S8APO) fotograflandiktan sonra siganlar anestezi altinda servikal
dislokasyonla sakrifiye edilmistir ve kornealar1 c¢ikarilmistir. Kornealar kantitatif es
zamanli PCR yontemi ile gen ekspresyon diizeylerine bakilmak iizere kuru buz esliginde

laboratuvara gonderilmistir.
Ratlar iki gruba ayrilacak olup her bir grup alt1 rattan olusacaktir.

1.grup (deney): Sag géze giimiis nitrat uygulandiktan sonra hi¢bir ilag uygulamasi

yapilmayacaktir.

30



2.grup (kontrol): Herhangi bir uygulama yapilmayacak.
3.2. VEGF ve miRNA Ekspresyonu
3.2.1. Dokudan Total RNA ve miRNA izolasyonu

miRNA izolasyonu i¢in miRNeasy Kiti (Qiagen) kullanildi. Kit fenol/ guanidinin
tiyosiyanat’dan olusan monofazik bir soliisyon(QIAzol Lysis Reagent) ile hiicrelerin
parcalanmasina ve total RNA’nin silikamembran kolonla saflastirilmasi temeline

dayanmaktadir.

e Rat korneal doku 6rnekleri 700 pul QIAzol Lizis Reaktifi igine yerlestirilerek bistiiri

yardimiyla kiigiik pargalara ayrilidi ve pipetajla homojenize edildi..

e Mikrosantrifiij tiip igersine alinan homojenatlar 5 dk. oda sicakliginda (15-25°C)
inkiibe edildi. Ustlerine 140 pl kloroform eklenerek bir sonraki asamadaki faz

ayrimi icin 15 sn. kuvvetlice ¢alkalandi.

e Homojenatlarin bulundugu tiipler tekrar oda sicakliginda (15-25°C) tezgah tistiinde
2-3 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 4°C’de 15 dakika 12,000 x g hizda santrifiij
edilerek Orneklerin 3 faza ayrismasi saglandi: iistte RNA iceren renksiz sulu faz
(hacmi yaklasik 350 pl); ortada beyaz ara katman (interfaz), ve altta kirmizi
organik faz.

e Sulu faz yeni bir toplama tiipiine aktarildiktan sonra hacminin 1,5 kati kadar

%100’liik etanol (7525 pl) eklenir ve pipetaj ile tamamen karistirildu.

e Ornek karisim (yaklasik 700 pl), olusabilecek herhangi bir ¢okelti de dahil olacak
sekilde kit icerigindeki 2ml’lik toplama tiipiine yerlestirilmis RNeasy Mini spin
kolonlara aktarilarak ve oda sicakliginda (15-25°C) >8000 x g 15 sn. santrifiijlendi.
Eltisyon dokiildiikten sonra filtre aynmi toplama tiipiine yerlestirilerek ve kalan
karigim tekrar filtrelerin {lizerine eklenip tekrar oda sicakliginda , >8000 x g

(>10,000 rpm) ‘de 15 sn. santrifiijlendi.

e Eliisyon atilarak aymi toplama tiipiine yerlestririlen kolon iizerine 700ul Buffer
RWT tamponu eklendikten sonra 15 sn >8000 x g ‘de (>10,000 rpm) santrifiij
edildi.
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¢ Kolon tizerine 500 pl Buffer RPE yikama tampon eklendikten sonra 15 sn >8000 x
g ‘de (=10,000 rpm) santrifiij edilerek yikandi. Eliisyon atilirken kolon aym
toplama tiipline yerlestirildikten sonra yikma islemi ayni sekilde 500 pl Buffer RPE
yikama tampon ile ayn1 hizda 2 dk. santrifiij edilerek tekrarlandi.

e Eliisyon atilirken kolon eliisyonla temas etmeyecek sekilde yeni bir toplama tiipiine
aktarildi. Herhangi bir yikma tampon veya eliisyon artigini elimine etmek i¢in yeni

toplama tiipii i¢ine yerlesik kolon, en yiiksek hizda 1 dk. santrifiij edildi.

e Total RNA’nin (mi RNA’lar1 da igeren) eliisyonu i¢in kolon 1.5 ml’lik yenibir
toplama tiipiine yerlestirildikten sonra 40 pl RNase-free su direkt olarak membran
iizerine eklenerek 1 dk. >8000 x g’de (=10,000 rpm) santrifiij edildi. Eliisyon
miRNA gibi kiiciik RNA’larin da yer aldigi total RNA’y1 igermektedir. Daha
yiilksek RNA konsantrasyonu elde etmek istendiginde ilk eliisyonu kullanilarak

tekrar ikinci bir eliisyon gergeklestirildi.
RNA miktarlarinin élciimii ve kalite kontrolii:

Elde edilen RNA orneklerinin konsantrasyonu ve safliklar1 260 / 280 nm dalga
boylarinda absorbanslarmin dlgiilmesiyle belirlendi. Olgiimler her bir 6rnekten 1,5ul
kullanilarak Nanodrop, Thermo Scientific aletinde gergeklestirildi. izole edilen RNA’larin
saflig1 260 nm ve 280 nm’deki absorbanslarinin orani ile kontrol edilerek, ideal saflikta

kaliteli RNA’nin A260/ A280 ve A260 /A230 absorbans oraninin >1,8 olmasi beklendi.
3.2.2. Total RNA’dan cDNA eldesi

e cCDNA sentez i¢in RT First Strand Kit(C-03) kiti kullanildi. Bir PCR tiipiine 8 ul
RNA o6rnegi, 2 ul GE (5XgDNAElimination buffer) konularak PCR cihazina
yiiklendi.

e 42 °C da 5 dk. inkiibe edildi.

e Baska bir PCR tiipiinde 4 pul BC3(5XRT Buffer 3), 1 pl P2 ( Primer X External
Control mix), 2 pl RE3(RT Enzyme Mix 3), 3 ul H20 den olusan PCR kokteyli

hazirlandi.
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e PCR kokteyli 1s1 dongii cihazindan ¢ikan PCR tiipiine eklendi ve PCR tiipii tekrar
cihaza yiiklendi.

e 42 °C da 15 dak, 95 °C da 5 dakika inkiibe edidi. Elde edilen cDNA 6rnekleri dilue
edildi.

3.2.3. miRNA’dan cDNA Eldesi

cDNA (kalip, complementary DNA)’lar, Qiagen miScript Reverse Transcription
(RT) Kit II (Hilden, Almanya) kullanilarak sentezlendi. Tablo IllI’ye gore RT toplam
karisimi buz iizerinde hazirlanip, RNA’nin miktar1 20 pl hacim igerisinde 200ng/ul olacak
sekilde ayarlandi. RNA, RT karisimi igeren her bir tiipe eklendi. Kisa bir santrifiij edilip,
buz iizerine tekrar birakildi. 37°C’de 60 dk, 950C’de 5 dk olan tepkime kosullarina gore
RT-PCR yapildi. Sonrasinda cDNA miktarlar1 50 ng/ul olacak sekilde ayarlanip, qRT-PCR
icin kullanima hazir hale getirildi. cDNA’larin kullanim émriinii uzatmak icin -80C’de

muhafaza edildi.

Tablo I11: ¢cDNA i¢in Bilesenler ve Miktarlari

Bilesenler Tepkime Hacmi

5x miSeript HiSpec tampon 2ul

10x miScript Niikleik asit karigim 1ul

miScript Reverse Transcriptase Mix 1 ul

RNaz igermeyen su Degisken (or: 6-x eklenir.)
Kalip RNA Degisken (or: x hacmi bulunur.)
Toplam Hacim 10 pul

3.2.4. gRT-PCR (Quantative Real Time-PCR, Kantitatif Ger¢cek Zamanh-PCR) ile
VEGFA Gen Ekspresyon Analizi

e Total RNA dan sentezlenen cDNA ornekleri VEGFA ekspresyonu i¢in qRT PCR
caligsmasina alindi.

e VEGFA genine ait primer ve SYBR Green Master Mix ticari olarak karsilandi.

e Bunun i¢in her bir 6rnek bagina SYBR green Master Mix’den 12,5 pl, Primer (10
pmol)’den 1 pl alind1 ve 2,2 pul cDNA eklenerek reaksiyon karigimi hazirladi. Bu

karigima toplam voliim 25 ul’ye tamamlanacak sekilde dH2O eklendi. Tiim karigim
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hazirlama islemleri buz tizerinde gerceklestirildi. Her bir 6rnek i¢in hazirlanan bu
PCR karigimlar1 amplifikasyon igin Rotor-Gene RG-3000 (Corbett Research,
Qiagen, Germany) cihazinin platine yiiklenerek amplifikasyon programi baslatildi.
Amplifikasyon programi 95°C’de 5 dakika, 94°C’de 1 dakika, 61°C’de 40 saniye,
72°C’de 1 dakika ve son ti¢ sikusun 40 kere tekrarlanmasi ve son uzama 2°C’de 2
dakika olarak wuygulandi.  PCR sartlar1 caligmaya gore optimize edildi.
Reaksiyonda Beta Aktin geni endojen kontrol ve RNAse free su negatif kontrol
olarak kullanildi.

¢ Real-Time PCR reaksiyonu sonunda elde edilen CT degerleri REST 2009 (Relative
Expression Software Tool V. 2.0.13) programinda standart mod’da referans gen
(Beta Aktin) normalizasyonu ile degerlendirildi ve sonuglar bir excel dosyasinda

toplandi.

e VEGFA geninin CT degerlerinin data analizleri online
http://www.sabiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php web sitesindeki yazilim

kullanilarak yapildu.
3.2.5. gRT-PCR Array

gRT- PCR array yiiklemesi i¢cin toplam hacim 2700 nl olacak sekilde ; 102 pl
dilue cDNA(Ilk asamada 2 ¢cDNA 6rnegi) , 1350 ul 2X SABlosciences RT qPCR Master
miksi , 1248 ul H,O den olusan array kokteyli hazirlandi. Array kokteyli her bir kuyucuga
25 ul olacak sekilde 96 kuyucuklu Rat miFindermiRNA PCR Array ne yiiklendi. Arraylar
Real-Time cihazina konuldu. 95 °C 10 dak, 45 dongii olacak sekilde 95 9C 15 sn ve 60°C
1 dak da inkiibe edildi.

Human miFinder miRNA PCR Array plate igerigi: Arastirilacak 84 gen, 5
housekeeping gen, 1 genomik DNA kontrol, 3 reverse transkriptaz kontrol 3 pozitif PCR
kontrol. (Tablo 1V)
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Tablo IV: Rat miFinder miRNA PCR Array Plate Igeriginde Arastirilan 84 Gen

Array Layout
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Array Data Analiz

Array data analizleri online http://www.sabiosciences.com/
pcrarraydataanalysis.php web sitesindeki yazilim kullanilarak yapildi. Under/over
ekspresyon verilerine ve literatiir taramasina goére qRT PCR yapilacak dokuz gen (mo-
miR-21-2, mo-miR-24-1, mo-miR-31-1, mo-miR-126-1, mo-miR-146a-1, mo-miR-150-1,
mo-miR-184-1, mo-miR-204-1, mo-miR-206-1) ve 1 housekeeping gen olarak mo-
SNORD95 belirlendi.

3.2.6. qRT-PCR miRNA Ekspresyon Analizi

Kalan 10 cDNA 6rneginde belirlenen dokuz gen gRT PCR ile valide edildi. qRT-
PCR icin tepkime bilesenleri Qiagen miScript SYBR Green PCR kiti kullanilarak

hazirlandi. Tablo V’de bilesenlerin tepkime hacimlerine gore kullanildi.

Tablo V: qRT-PCR i¢in Kullanilan Bilesenlerin Oranlari

Bilesenler Hacim
2x QuantiTect SYBR Green PCR Toplam Kangim 6.25 pul
10x miScript Universal Primer 125 ul
10x miScript Primer Assay (ilgili miRNA primer) 125 ul
RNaz i¢ermeyen su 3,125 ul
Kalip cDNA (50ng/ul’den alind1. Sonug § ng/ul) 0,63 ul
Toplam hacim 125 pl



http://www.sabiosciences.com/%20pcrarraydataanalysis.php
http://www.sabiosciences.com/%20pcrarraydataanalysis.php

Buz iizerinde tepkime bilesenleri hazirlandi ve uygun tiiplere cDNA’lar ile
dagitilip, qRT-PCR Rotor-Gene Q (Qiagen) cihazina ytiklendi. Tablo VI’de ki qRT-PCR

tepkime kosullaria gore tespit islemleri gergeklestirildi.

Tablo VI: qRT-PCR Tepkime Kosullar

Swcakhk ("C) Zaman(dk)

95 15
94 15
55 30 40 dongii
70 30

gRT-PCR Data Analiz

Veri analizi RT2 Profiler PCR data analizi ile http://www.sabiosciences.com/
pcrarraydataanalysis.php sitesinde online ve iicretsiz olarak yapildi. Bu analizde her bir
PCR verisi i¢in Excell formatinda tablo olusturuldu. Bu veriler bahsedilen online sisteme
yiiklendi. Bu veriler 1s18inda her PCR reaksiyonu i¢in ortalama Ct degerleri ve T test ile bir
P degeri hesaplandi. Ct >33 olanlar hesaplamaya dahil edildi. Fold-change and fold-
regulation degerleri 2 ve iizeri olan genler over regiile genler, Fold- change degeri 0.5’in
altinda ve Fold-regulation degeri -2’nin altinda olan genler down regiile genler olarak
degerlendirildi. P degeri otomatik olarak Student T Test kullanilarak hesaplanip p<0.05

olanlar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calisma sonlanincaya kadar hayvan kayb1 olmamistir. Yine ¢alisma sonlanincaya
kadar higbir denekte antibiyotikler gibi ek medikasyona ihtiya¢ duyulacak infiltrasyon ve

inflamasyon goriilmemistir.
4.1. Fotograflama Bulgular

Calisgma sonunda makro c¢ekim kalitesi yiiksek bir cihazla (Leica S8APO

mikroskobu) siganlarm kornealar1 fotograflanmstir. Ornek resim asagidaki gibidir.

Resim 1: Deney grubundan bir siganin kornea goriintiisii.
4.2. Ekspresyon Bulgular:
4.2.1. VEGFA Ekspresyon Bulgulari

Korneal neovaskiilarizasyon olusturulan rat kornealar: ile kontrol ratlarin korneal
ornekleri karsilastirildiginda qRT-PCR ile kantiatif olarak oOlclilen VEGF diizeylerinde

Fold- regulation degeri > 2 olan istatiksel olarak anlamli bir fark gozlendi (p<0.05).
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4.2.2. miRNA PCR Array Bulgular

MIRNA gqRT-PCR Array bulgularinda her iki grupta under ve over ekspresyon
verilerine gore 9 gende ( mo-miR-21-2, mo-miR-24-1, mo-miR-31-1, mo-miR-126-1, mo-
miR-146a-1, mo-miR-150-1, mo-miR-184-1, mo-miR-204-1, mo-miR-206-1) Fold-
regulation degeri<-2ve Fold- regulation degeri > 2 olan istatiksel olarak anlamli fark

saptandi (p<0.05).
4.2.3. miRNA gRT PCR Bulgulan

Korneal neovaskiilarizasyon olusturulan rat kornealar1 ile kontrol grubu ratlarin
korneal ornekleri karsilagtirildiginda mo-miR-21_2, mo-miR-126_1 ve mo-miR-150 1
genlerinin istatiksel diizeyde anlamli over ekspresyonu(Fold- regulation degeri> 2)
saptand1 ( sirastyla p= 0.002443, p= 0.030146, p= 0.000348). Ayni karsilastirmada mo-
miR-184_1 geninin Fold-regulation degeri<-2 olan istatiksel olarak anlamli under
ekspresyonu saptandi (p= 0.006428)(Tablo VII ve Sekil 7, 8). Ayrica iki grubun
karsilagtirilmasinda mo-miR-31 1 geninin Fold regiilasyon degeri -2 ‘ye yakin olan

istatiksel olarak anlamli diizeyde under ekspresyonu saptanmistir (p= 0.005082).

Tablo VII: miRNA gRT-PCR Bulgulari

Fold Up- veya
AVG AC; 2N-AC p-degeri Down-
Genler Regulation
Grup1 KGO':ELOI Grup1 Iéorr;tl:gl P Degeri | Grup 1/Kontrol
mo-_miR-21_2 -2.33 -0.49 5.025876 1.405053 0.002443 3.58
mo-miR-24 1 -1.20 -1.30 2.291102 2.466203 0.682119 -1.08
mo-miR-31_1 1.11 0.18 0.462025 0.884106 0.005082 -1.91
mo-miR-126 1 0.08 3.52 0.946741 0.087008 0.030146 10.88
mo-miR-146a_1 2.26 2.59 0.209406 0.166350 0.354485 1.26
mo-miR-150_1 2.32 3.82 0.200876 0.070836 0.000348 2.84
mo-miR-184_1 -2.42 -4.01 5.343216 | 16.118270 0.006428 -3.02
mo-miR-204_1 -1.04 -1.63 2.055337 3.096471 0.266870 -1.51
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Group 1 vs, Control Group

Hs-miR-150-1

2 Hs-miR-21-2

Hs-miR-126-1

Logl0(p-va

® Hs-miR-184-1

]

1l
12{Fold Change: Group 1/Control Group

Upregulated @ Unchanged @ Downregulated
Sekil 7: Under ve Over ekspresyon olan ve ekspresyonu degismeyen miRNA’lar(Volcano

Plot goriintiisii) KNV ve kontrol grubunda her bir ekspresyon yogunlugu, logl0

tabanli Volcano Plot sekilde goriinmektedir.
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Sekil 8: Under ve Over ekspresyonu olan ve ekspresyonu degismeyen miRNA’lar
(Clustergram Goriintiisii). Clustergram, birlikte dilizenlenmis olan genleri
gostermek i¢in dendrogramlarla bir 1s1 haritas1 olusturur. Renk doygunlugu, gen
ifadesindeki degisimin biiyiikliiglinli yansitir. Yesil kareler deney numunelerinde
diisiik gen ekspresyonunu temsil eder (oranlar <1); siyah kareler esit olarak ifade
edilen genleri temsil eder (1 oranina yakin oranlar); kirmizi kareler, gen
ekspresyonunun kontrol seviyelerinden daha yiiksektir (oranlar> 1); gri kareler
yetersiz veya eksik verileri gosterir.Under ve Over ekspresyonu olan ve

ekspresyonu degismeyen miRNA’lar (Clustergram Goriintiisii).
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5. TARTISMA

Avaskiiler, saydam korneada neovaskiilarizasyon gelisimi, diinya c¢apinda
milyonlarca insan1 etkileyen, ciddi bir durumdur. Kor edici KNV, ¢esitli kosullara ikincil
gelisir (enjeksiyon, travma, kimyasal yanik vb.). KNV tedavisi zor ve problemli olabilir.
KNV yo6netimi i¢in bircok tibbi ve cerrahi secenek mevcuttur ve bunlar ile ¢esitli
derecelerde basar1 saglanmistir. KNV’ye terapotik yaklagim, ya antianjiyogenez ya da
anjioregresyon elde etmeyi amacglamaktadir. Antianjiyogenik tedavi, anjiyojenik olarak
uyarilmis bir korneada neoanjiyogenezin durdurulmasini amaglamaktadir ve KNV’nin
seyrinde erken uygulanmasi durumunda en etkilidir. Tedavi yontemleri genel olarak

medikal veya cerrahi olarak siniflandirilabilir.

Medikal tedavi secenekleri arasinda steroidler, nonsteroidal antiinfleamatuvar
ajanlar (NSAII), anti-VEGF ajanlari, siklosporin ve KNV ve greft reddi baglaminda gen

terapisi bulunmaktadir.

Topikal steroidlerin temel daynak noktasi aktif olarak ¢cogalan korneal damarlarin
baskilanmasidir (84,85). Topikal kortikosteroidlerin antianjiyojenik etkisi ilk olarak 1950
yilinda  bildirilmistir. Daha  sonra,  kortizon, deksametazon, hidrokortizon,
metilprednizolon, prednizolon, medroksiprogesteron, triamsinolon ve ticabeson propionat
dahil olmak iizere kortikosteroidler tarafindan KNV’nin inhibisyonunu arastiran birkag
calisma yapilmistir. Bununla birlikte, tiim ¢aligmalarda, KNV’nin steroidlerle
baskilanmadigi goriilmiistiir (86-91).

Klintworth, anjiyogenez baskilanmasinda steroid kullanimmin godzden
gecirilmesinde, steroidlerin kornea hasarindan dnce veya hemen sonra uygulandiklarinda
en etkili olduklarina isaret etmektedir. 24 saat sonra yapilan uygulama, bu yanitin
kontrollerden daha az belirgin olmasina ragmen, NV ve I6kositler tarafindan korneanin bir

dereceye kadar infiltrasyonuna neden olmustur (92).

Literatiirde genel kani olarak, steroidlerin KNV’yi eksik bastirilmasini sagladigi
gosterilmistir. Stereoidler yeni damarlarla ilintili iltihab1 bastirirlar, ancak angioregresif
degillerdir. Bu nedenle ve bilinen yan etkilerle (glokom, katarakt, sliperinfeksiyon ve

herpes simpleks niiks), daha etkili tedaviler hala aranmaktadir (93).
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NSAIil’lerin steroidlere gore benzer veya daha fazla etkinlige sahip olan fakat
okiiler yan etkilerini paylasmayan ajanlar, terapotik olarak faydali olacaktir. NSAIl’lar
prostoglandin(PG) sentezini hedefler. PG’ler (6zellikle PG E2) korneal inflamasyonda ve
yara iyilesmesinde {iretilir ve proanjiyojendir. NSAIii’ler, arasidonik asidi PG’lere
dontistiiren enzim siklo-oksijenazim1 (COX) spesifik olarak inhibe eder. Normal kan
damarlar1 COX-1 enzimini yapisal izoform ifade eder; yeni anjiyojenik endotel hiicreleri
mitojen ile indiiklenebilir bir COX-2 izoformu eksprese eder. indiiklenebilir COX-2
tarafindan iretilen eikosanoidler, enflamasyonla iliskili anjiyojenlerde = VEGF

ekspresyonunu bir uyaran olarak modiile eden ¢oklu medyatorler arasindadir (94-97).

NSAIl’lerin klinik etkilerinin ¢ok degisken oldugu kanitlanmustir. Ek olarak
kullaniminda kornea komplikasyonlari, Ozellikle korneal iilserasyon ve melting
bildirilmistir. Bu nedenle KNV’yi baskilamak igin birinci basamak ajanlar olarak
kullanilmazlar (93,98,99).

Amano ve arkadaslari, sican korneasimin enflamatuar NV’sine VEGF’in
fonksiyonel endojen korneal anjiyojenik faktor olarak gerekli oldugunu gostermistir (100).
O zamandan beri, VEGF anjiyogenik basamakta kritik bir unsur olarak dogrulanmistir ve
nedensel bir rolii destekleyen veriler kapsamlidir. VEGF, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D ve plasenta biiytime faktorii iceren bir protein familyasinin bir iiyesidir. VEGF-A
izoformlari, patolojik NV’nin aracilart olarak dikkat ¢ekmislerdir (101). VEGF-A’nin,
endotelyal hiicrelerin gociinii ve mitozunu arttirdigr, metan monooksigenaz aktivitesini
arttirdig1 ve kan damari liimeni ve damar fenestrasyonlarinin olusumunda rol oynadig:
bilinmektedir (41,102). VEGF sistemine miidahale etmek i¢in ¢esitli antianjiyojenik tedavi
stratejileri kullanilmistir: VEGF nétralize edici antikorlar, VEGF reseptor antikorlari,
rekombinant ¢o6ziinebilir VEGF reseptor proteinleri, VEGF antisens niikleotitler,
ribozimler ve reseptdr tirosin kinaz inhibitorleri. Gilinlimiizde KNV icin klinik odak,

VEGF’ye yonelik antikorlarin kullanimidir (103-107).

Yatoh ve arkadaslar1 (108), 1998’de ve Cursiefen ve arkadaslar1 (109), 2004 te,
norotize edici VEGEF’in, murin modelinde greft sagkalimmi destekleyebilecegini
gdstermistir. Bevacizumab(Avastin; Genentech, Roche, Isvicre) kullanan deneysel
calismalarin ¢ogunlugu NV’yi yansitan parametrelerde istatistiksel olarak anlamli bir

azalma gostermistir (109-113). Etki, yerlesik damarlardan ziyade yeni olusan damarlar igin
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en biiylik olmustur. Tiim galismalarda, Papathanassiou ve arkadaslari (114) tarafindan
yapilan caligma disinda, etki yetersiz bulunmustur. Higbir calismada 6nemli bir yan etki
bildirmemistir. KNV’de bevacizumab ile anti-VEGF tedavisi hakkinda bir ¢ok klinik
raporlar yayinlanmigtir. Bevacizumab, tiim insan VEGF-A izoformlarinin biyolojik
aktivitesine baglanan ve bunu inhibe eden tam uzunluklu bir rekombinant insanlagtirilmis

murin monoklonal antivaskiiler endotelyal biiyiime faktorii antikorudur (% 93 insan

kaynakli ve % 7 murin kokenli) (115,116).

Ranibizumab (Lucentis; Genentech), fragmante insan monoklonal antikorudur.
VEGF’nin tiim izoformlarina baglanir ve inhibe eder. VEGF’ye afinitesi daha yiiksektir.
Dursun ve arkdaslari’’nin yapti§1 ¢alismada glimiis nitratla korneal neovaskiilarizasyon
olusturulduktan sonra Bevacuzimab ve Ranibizumab’in ratlara subkonjonktival olarak
enjekte edilmistir. Kontrol grubuna goére korneal opasitenin ve neovaskiilarizasyonun

Bevacuzimab ve Ranibizumab enjekte edilen grupta daha az oldugu goériilmistiir (117).

Bevasizumab ve ranibizumab kullanilarak yapilan klinik caligmalar, olgu
sunumlart ve prospektif girisimsel vaka serileridir. Su anda, bircok calisma kiigiik,
kontrolsiiz ve az kanit saglamaktadir. Sonug olarak, bevasizumab ve ranibizumab yukarida
bahsedilen yan etkilerden dolay1 kortikosteroidlerden daha giivenli olabilir. Bununla
birlikte, anti-VEGF ajanlarinin yiiksek oranda spesifik etkisinden dolay1, ¢ogu durumda,
bir replasman yerine steroidlere yardimci olarak kullanilmasi daha uygun olarak

goriinmekte.

Siklosporin T-hiicre lenfositleri i¢in yiiksek bir 6zgiilliige sahip ve muhtemelen
IL-2’nin neden oldugu KNV’nin inhibisyonu yoluyla hiicre aracili immiin yanit1 inhibe
eder. Siklosporin steroid glokomu, herpetik kornea hastalig1 ve topikal steroidlerin devam
edilemeyecegi durumlarda rol oynar. Pillai ve arkadaslari, siklosporinin KNV tedavisi
baglaminda yararli olmadigimi diisiinmektedir (118). Bock ve arkadaslari, yiiksek riskli
penetran Keratoplasti sonrasi siklosporin tedavisinin kontrol grubuna gore KNV’yi
diizeltmedigini bildirmigler ve siklosporinin insan korneasinda hayvan modellerinden farkli
sonuglar verebilecegini diisiinmiislerdir (119). Bununla birlikte, baz1 ¢alismalarda topikal

siklosporin kullanim1 sonrast KNV’de, Klinik diizelme oldugu bildirilmistir (120, 121).

43



Cerrahi tedavi segenekleri arasinda; amniyon memran transplanti (AMT), lazer,
fotodinamik tedavi (FDT), yiizeysel keratektomi ve igne diatermi yer almakta. AMT,
konjonktival ve limbal kok hiicre trasplantasyonu gibi okiiler yiizey rekonstriiksiyonu,
KNV tedavisinde kullanilan cerrahi yontemlerdir. Penetran keratoplastinin kontraendike
oldugu limbal yetmezlik zemininde gelisen KNV’de , hiicre kiiltiirlerinden elde edilmis

kok hiicreler ile yapilan trasplantasyonun olumlu sonuglar verdigi bildirilmistir (122, 123).

Argon lazer (AL) klinik ortamlarda tanimlanmis bir prosediir. AL damarlar1 ablate
edebilmesi i¢in 151k kaynakli termal hasar kullanir ve daha c¢ok retina NV tedavisinde
kullanilir. Hemoglobin, ¢ok yiiksek bir argon enerjisi emme oranina sahiptir ve bu nedenle
hemoglobin dolu korneal damarlar1 pihtilagtirabilir. Komsu dokuya zarar vermemek
amaciyla KNV tedavisi sirasinda dikkate alinmasi gereken dnemli parametreler, 15inlama
baslangici, lazer giicli ve lazer siiresinin zamanlamasini igerir (124). Literatiirde penetran
keratoplasti sonrasi gelisen korneal neovaskiilarizasyonda medikal tedavinin etkili

olmadig1 durumlarda AL ile basar1 saglandigini bildiren yayinlar mevcut (125, 126).

Fotodinamik tedavi (FDT), KNV i¢in bir tedavi olarak tarif edilmistir. FDT igin
tic bilesen gerektirir: Bir fotosensitivite olusturan bilesik, 151k ve oksijen. Bireysel olarak,
bu bilesenler zararsizdir, ancak kombinasyon halinde sitotoksiktirler. Fotosensitlestirici
bilesik, neovaskiiler ve iliskili perivaskiiler enflamatuar dokular tarafindan selektif olarak
emilir ve tutulur. Calismalar, FDT cevabinin mekanizmasinin hem apoptoz hem de
nekrozu igerebilecegini diisiindiirmektedir. Genellikle, hidrofilik fotosensitlestirici kan
damarlarina zarar verir ve hidrofobik duyarllastiricilar timér hiicrelerine dogrudan saldirir
(127-129). Brook ve arkadaslari KNV’de FDT’yi ilk kez vaka bildirimi olarak
sunmuslardir. Penetran keratoplasti sonrast KNV’ye sekonder lipid keratopati gelisen bir
olguda gorme keskinligi 20/200°den 20/30’a yiikselmis ve altinci hafta sonrasinda
keratopatide regresyon oldugu bildirilmistir (130). Sheppard ve arkadaslar1 yedi olguluk
bir seride FDT sonras1 72 saat igcinde KNV’de hizli bir diizelme oldugunu ve alt1 ay
boyunca progresyon goriilmedigini bildirmislerdir (131).

Yiizeysel keratektomi, Qian ve arkadaslar tarafindan Bevacuzimab kullanimi ile
kombine edilerek yiizeyel KNV’si olan iki hastada tariflenmistir. Yazarlar, kornea epitelini
ve ylizeyel damarlar1 saglam birakarak bir bigakla kazimislardir. Bunu, patolojik kan

damarina bitisik subkonjonktivale Bevacuzimab enjeksiyonu takip etmistir. Ug aylik
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takipte niiks belirtisi olmamis ancak, etkinin yiizeyel damarlarla sinirli oldugu belirtilmistir

(132).

mMIRNA’lar, transkripsiyon sonrasi seviyede gen ekspresyonu diizenleyen kisa (-
22 niikleotit) kodlamayan RNA molekiilleridir. ifadeleri hiicre ve dokulara 6zgiidiir ve
zamansal olarak diizenlenir. miRNA’larin gelisimsel ve fizyolojik siireglere dahil oldugu
bilinmektedir ve diizensizlikleri hastaliklarin gelisimine yol acar. Profilleri patolojik
stiregleri yansittigindan, miRNA’larin, tanilarin belirlenmesinde, baslangig, prognoz ve
hastalik riskinin biyobelirtecleri olarak ve aym1 zamanda farkli kanser tiirlerinin

smiflandirilmasinda yararli oldugu ileri siiriilmistiir (133, 134).

Literatiire bakildigi zaman korneal neovaskiilarizasyonda VEGF’in fonksiyonel
endojen korneal anjiyojenik faktor olarak gerekli oldugunu gostermistir (100). VEGF’in
anjiyogenik basamakta kritik bir unsur olarak dogrulanmistir ve nedensel bir roli
destekleyen bir ¢ok veri elde edilmistir (101). VEGF-A’nin, endotelyal hiicrelerin gogiinii
ve mitozunu arttirdigl, metan monooksigenaz aktivitesini arttirdigi ve kan damari liimeni

ve damar fenestrasyonlariin olusumunda rol oynadigi bilinmektedir (102, 135, 136).

VEGF sistemine miidahale etmek i¢in cesitli antianjiyojenik tedavi stratejileri
kullanilmistir: Bunlar VEGF nétralize edici antikorlar, VEGF reseptor antikorlari,
rekombinant ¢oziinebilir VEGF reseptor proteinleri, VEGF antisens niikleotitler,
ribozimler ve reseptdr tirosin kinaz inhibitorleridir. Giliniimiizde KNV i¢in klinik odak,
VEGF’ye yonelik antikorlarin kullanimidir. Son zamanlarda VEGF sistemine miidahale
etmek icin kullanilan ajanlarla ilgili ¢alismaya c¢ok sik rastlanilmaktadir; ancak literatiire
bakildig1 zaman, korneal neovaskiilarizasyon patogenez ve tedavisini miRNA diizeyince
inceleyen ¢alisma bulunmamaktadir. Bu amacgla ¢alismamiz korneal neovaskiilarizasyon

patogenezini aydinlatmak ve tedavi i¢in daha spesifik bir strateji gelistirmek i¢in dizayn
edildi.

Calismamizin ilk etabinda deney ve kontrol grubu rat kornealarinda VEGF-A
expresyon bulgulari incelendi. Korneal neovaskiilarizasyon olusturulan rat kornealar1 ile
kontrol ratlarin korneal 6rnekleri karsilastirildiginda Real-Time PCR ile kantiatif olarak
Olgiilen VEGF diizeylerinde literatiirle uyumlu olarak Fold- regulation degeri >2 olan

istatiksel olarak anlamli bir fark gbzlemlendi (p<0.05). Deney grubunda korneal
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neovaskiilarizasyonda Kilit rol oynayan VEGF-A ekspresyonundaki artisi gosterdikten
sonra, ¢alismamizda ikinci asamaya gectildi. Korneal neovaskiilizasyon olusturulan rat
kornealar ile kontrol ratlarin korneal drneklerinde, miRNA gRT-PCR array ve miRNA
gRT-PCR bulgulari incelendi.

MIRNA gRT-PCR Array bulgularinda her iki grupta under ve over ekspresyon
verilerine gore 9 gende ( mo-miR-21-2, mo-miR-24-1, mo-miR-31-1, mo-miR-126-1, mo-
miR-146a-1, mo-miR-150-1, mo-miR-184-1, mo-miR-204-1, mo-miR-206-1) Fold-
regulation degeri <-2ve Fold-regulation degeri >2 olan istatiksel olarak anlamli fark

saptand1 (p<0.05).

MIRNA gRT-PCR bulgularinda; korneal neovaskiilarizasyon olusturulan rat
kornealar1 ile kontrol grubu ratlarin korneal 6rnekleri karsilastirildiginda mo-miR-21_2,
mo-miR-126_1 ve mo-miR-150_1 genlerinin istatiksel diizeyde anlamli over ekspresyonu
(Fold- regulation degeri> 2) saptand ( sirasiyla p= 0.002443, p= 0.030146, p= 0.0003438).
Aym karsilastirmada mo-miR-184_1 geninin Fold-regulation degeri <-2 olan istatiksel
olarak anlamli under ekspresyonu saptandi (p= 0.006428). Ayrica iki grubun
karsilastirilmasinda mo-miR-31_1 geninin Fold regiilasyon degeri -2'ye yakin istatiksel

olarak anlamli diizeyde under ekspresyonu saptanmistir (p= 0.005082) .

Chun-Yan ve arkadaslari’nin yaptigi, 37 yeni tan1 alan multiple myelom(MM)
olgusu ve belirsiz 6nemi olan monoklonal gammopatisi olan alt1 (MGUS) ve 18 saglikli
kontrolden alinan kemik iligi rneklerinde, miR-15a ve miR-16"nin MM anjiogenezindeki
VEGF’le iligkili rolii arastirilmistir.  Bir stein-loop kantitatif ters transkripsiyonu
kullanarak -PCR, yeni tani1 konulan MM hastalarindan ve bir MM hiicre ¢izgisinden olusan
bir panelden kemik iligi numunelerindeki miR-15a / 16 ifadelerini analiz edilmistir.
miRNA transfeksiyonu, Western Blot analizi ve Lusiferaz aktivitesi analizi, VEGF’in miR-
15a / 16’nin hedef olup olmadigini incelemek i¢in kullanilmistir. miR-15a / 16 nin timéor
olusumu ve anjiyogenez iizerindeki fonksiyonel rolleri in vitro anjiyogenez modelleri ve in
vivo tiimdr ksenogreft modeli ile incelenmistir. Ozellikle ileri evre MM’de miR-15a /
16°’nin anormal ekspresyonu saptanmistir. Insan MM hiicre dizileri ve normal plazma
hiicrelerinde, miR-15a / 16’nin ifadesi VEGF-A’nin ifadesi ile ters orantili bulunmustur.

Lusiferaz raportor analizi ile kombine edilen Western blotting, VEGF-A’nin miR-15a /
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16’nin dogrudan bir hedefi oldugunu gosterilmistir. Son olarak, lentiviriis-miR-15a veya
lentiviriis-miR-16"nin enfeksiyonu, ¢iplak farelerde tiimor biliylimesinin ve anjiyogenezin
onemli dl¢iide inhibe edilmesine neden olmustur. Bu ¢alisma miR-15a / 16’nin, en azindan
kismen VEGF-A’y1 hedefleyerek anjiyogenezin modiilasyonu yoluyla MM’nin

tiimorigenezinde rol oynayabilecegini diisiiniilmistiir (137).

Li ve arkdaslari’nin yaptig1 deneysel fare ¢alismasinda; fare korneasinda kimyasal
yaniklarin giderilmesinde miRNA 206’ nin (miR-206) rolii arastirilmistir. Kimyasal kornea
hasarin1 indiiklemek i¢in deney farelerinde bir alkali yakma modeli olusturulmustur. 72
saat i¢inde alkali ile islenmis kornealarda gecici enflamatuar cevaplar, opaklik ve korneal
neovaskiilarizasyon (KNV) seviyeleri ile ve miR-206’nin gen ekspresyon profili niceliksel
gRT PCR ile degerlendirilmistir. miR-206 inhibitor oligoniikleotidleri, miR-206-1, alkali
olarak yanmis kornealara intrastromal yolla enjekte edilmistir. Down-regiile miR-206’nin
olas1 koruyucu etkileri hem inflamatuar cevaplarin in vivo 6l¢iimleri hem de kornea epitel
kesitlerinin in vitro histokimyasal incelemeleriyle degerlendirilmistir. miR-206’nin
molekiiler hedefi olan connexin43 (Cx43) ilizerindeki muhtemel baglanmasi lusiferaz
raportor (LR) ve western blot (WB) analizleri ile degerlendirilmis, Cx43 alkali yanikli
kornea’da miR-206 modiilasyonunun diizenlenmesi iizerindeki etkisini incelemek iizere
siRNA ile susturulmustur. Korneal opaklik ve KNV seviyeleri ve miR-206’nin gen ifadesi,
alkali yanikli fare korneasinda 72 saat i¢inde gecici olarak yiikselmistir. Alkali yanikli
korneaya intrastromal miR-206-1 enjeksiyonu miR-206’y1 down regiilasyona ugratmis ve
inflamatuar yanitlari hem in vivo hem de in vitro olarak iyilestirmistir. LR ve WB
analizleri, Cx43’tin fare korneasinda dogrudan miR-206 tarafindan hedeflendigini
dogrulamistir, Cx43’lin genetik olarak susturulmasi, alkali yanikli korneadaki miR-206
down regiilasyonunun koruyucu etkisini tersine ¢evirmistir. Cx43 ile iligkili olan miR-
206’n1in, alkali yanikli fare korneasinda yeni bir molekiiler modiilatér oldugu sonucuna
varilmustir. (138) Benzer bir metodla korneal neovaskiilarizasyon olusturan ¢aligmamizda,
MIRNA-206’1n inceledigimiz PCR Array profilinde bulunmamasi farkli sonuglar

bulmamiza neden olmustur.

Murata ve arkadaslari’’nin yaptiklari ¢alismada VEGF igin hazirlanmis kiigiik
engelleyici RNA’larin (small interfering RNAs(siRNAs)) insan retinal pigment epitelyal
hiicre dizisi ARPE-19 hiicrelerinde VEGF diizeylerine etkisi (in vitro) ve korneal
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neovaskiilarizasyona etkisi (in vivo) arastirilmistir. siRNA uygulamasinin ARPE-19
hiicrelerinde minimal toksisite ile VEGF mRNA sentezini anlamli bir sekilde azalttig1 ve
stitiir ile indiiklenen korneal neovaskiilarizasyon modelinde korneal neovaskiilarizasyonun

siddetini azalttig1 gosterilmistir (139).

Insan goziinde diyabetik hastalarda korneal yara iyilesmesinde miRNA’larin
etikisini degerlendirmek i¢in Vincent ve arkadaslari’nin yaptigi ¢alismada bagimsiz iki
grupta santral korneadan alinan doku ornekleri incelenmis, se¢ilmis miRNA diizeyleri
kantitatif gqRT-PCR ve in situ hibridizasyon (ISH) ile dogrulanmigtir. Sinyal proteinlerinin
ekspresyonu immiin boyama ve Western blot ile tespit edilmis. Mikroarray kullanarak,
diyabetik 6rneklerde 29 miRNA farkli olarak eksprese edilmistir. Diyabetik kornea iginde
ekspresyonda en fazla artig gosteren iki miRNA aday1, RT PCR ile teyit edilmis. H-miR-
146a veya h-miR-424 ile yapilan insan kornea epitel hiicre transfeksiyonu, yara
kapanmasin1 énemli 6l¢iide geciktirmis, ancak kendi antagomirleri kontrollere karsi yara
iyilesmesini 6nemli derecede arttirmistir. MiR-146a ve miR-424’iin korneal yara
iyilesmesinde hiicre proliferasyonu ve migrasyonuyla ilgili genleri regiile ettigini

gostermistir (140).

JiKui ve arkadaslari’nin yaptig1 deneysel fare galismasinda klinik olarak 6nemli
bir hastalik siirecinde miRNA’larin olas1 roliinii arastirmak i¢in bir model olarak iskemi
kaynakli retinal neovaskiilarizasyon kullanilmistir. Mikroarray analizi, biiylik oranda
artmig li¢ tane miR-31, -150 ve -184 olmak {izere iskemik retinada azalma gosteren yedi
miRNA, miR-106a, -146, -181, -199a, -214, -424 ve -451 gosterilmistir. Upregiilasyon
gosteren miRNA’lar i¢in potansiyel hedefler belirlenememis, ancak biyoinformatik analiz,
downregiilasyon miRNA’lar i¢in bir lusiferaz raportor testiyle teyit edilen hedef genleri
gosterilmistir. gQRT-PCR, normal retinalarda iskemik retinalara gore 6nemli oranda azalma
gosteren miR-31, -150 ve -184’i seviyelerini dogrulamis, Pre-miR-31, -150 veya -184’iin
g0z i¢i enjeksiyonun, iskeminin indiikledigi retina neovaskiilarizasyonunu 6énemli 6l¢iide
azalttigi ve pre-miR-31 veya -150 enjeksiyonu koroidal neovaskiilarizasyonu onemli
Olgiide azalttig1 gosterilmistir. Bu veriler, miIRNA seviyelerinin degistirilmesinin iki tiir
okiiler neovaskiilarizasyona katkida bulundugunu ve miRNA’larin enjeksiyon veya
ekspresyonunun potansiyel bir terapdtik strateji oldugunu 6nermektedir. Bu ¢alismada

mMiRNA-31 ve miRNA-184 bizim ¢alismamiza benzer sekilde proanjiogenik genlerin down
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regiilasyonuna rol aldigi gosterilmistir; ancak miRNA-150 de, farkli olarak VEGF
saliniminda down regiilator olarak gorev almistir. miRNA-150 ekspresyonundaki farkliligi

hedef doku ve deney metodunun farkli olmasina bagladik (141).

Yanyan ve arkadaslari’nin yaptigi deneysel fare ¢alismasinda tek bir miRNA’nin
iskemi indiiklii retinanin neovaskiilarizasyonunda (NV) potansiyel transkripsiyonel
regiilasyon ve sinyal yolunu arastirmak i¢in, retinanin NV modeli olusturulmasinda oksijen
kaynakli retinopati (OIR) kullanilmis ve daha 6nce anjiogenezisle giiglii iliskisi bulunmus
bir mMiIRNA’nin (miR- 126) degisikligi ¢alismamiza benzer sekilde qRT-PCR ydntemiyle
incelenmistir. Fareler, kontrol olarak pCMV-MIR / lipozom karisimi kullanilarak plazma
pCMV-MIR-126 / lipozom karisimi intravitreal enjeksiyon ile tedavi edilmistir. VEGF,
IGF-2 ve HIF-1o’nin ekspresyon seviyeleri ve OIR farelerinden gelen retinadaki toplam ve
fosforile p38, ckstraselliller sinyal dezenleyici kinaz(ERK) seviyesindeki degisimler
Western Blot analizi ile belirlenmistir. miR126’nin retinal neovaskiilarizasyonda onemli
bir rolii oldugu, f VEGF, IGF-2 ve HIF-10 genlerini regiile ettigi gosterilmistir. Intravitreal
enjeksiyon sonrasinda oksijen kaynakli retinopatide neovaskiilarizasyonu gerilettigi
gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda da bezer sekilde miRNA-126 1, VEGF salinimiin up

regiilasyonu ve korneal neovaskiilarizasyonla iligkili bulunmustur (142).

Hughes ve arkadaslari’nin yaptigi, ciddi anterior keratokonus ve erken baglangiclh
anterior polar kataraktin otozomal dominant formu olan Kuzey Irlandali bir ailede
hastaligin nedenini arastirilmistir. Kornea vel ens epitelinde en yaygin bulunan miRNA’lar
olan miRNA-184 ve miRNA-205 incenlenmistir. mMiR-184tin (MIR184) ¢ekirdek
bolgesindeki mutasyonun, mutasyonu igerdigi bilinen bir baglanti bolgesinin derin
sekanslanmasi1 ile erken baslangicli 6n polar katarakt ile kombine ailevi siddetli
keratokonustan sorumlu oldugunu bulunmustur. Bu bulgular, bir miRNA tarafindan
diizenlenen bir gen aginin doku Ozginligiinii vurgulamaktadir. MiRNA’larin 6nemli
islevlerinin bilinmesi, hem nadir hem de yaygin hastaliklarin tedavisi icin duyarlilik
genlerinin ve yeni terapOtik hedeflerin belirlenmesine yardimer olabilecegi sonucuna

vartlmstir (143).

Mulik ve arkadaglari’nin, ratlarda olusturdugu deneysel Herpes simpleks viriisii
(HSV) enfekisyonu sonrasi olusan stromal keratite bagl korneal neovaskiilarizasyonda;

miR-132, vaskiiler endotelyal biiylime faktorii gibi biiyiime faktorlerine yanit olarak
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endotelyal hiicrelerde yiiksek 6l¢iide indiiklendigi bulunmustur. Bu ¢alismada, hem VEGF-
A hem de IL-17 iiretimini igeren bir olay olan HSV ile okiiler enfeksiyondan sonra miR-
132 ekspresyonunun yukari dogru diizenlendigini (10-25 kat) gosterilmistir. Sonug olarak,
¢oziinlr VEGF reseptorii 1 kullanilarak VEGF-A aktivitesinin bloke edilmesi, HSV
enfeksiyonundan sonra Onemli Ol¢iide daha disiik seviyelerde korneal miR-132 ile
sonuglanmistir.  HSV ile enfekte edilmis farelere anti-miR-132 (antagomir-132)
nanoparcaciklarinin  saglanmasiyla miR-132°nin in  vivo susturulmas: kornea
neovaskiilarizasyonunun azalmasina ve stromal keratit lezyonlarmin azalmasina yol
acmistir. Manipiile edici miRNA ifadesi, insan korliigliniin 6nemli bir nedeni olan bir
okiiler lezyonu kontrol etmek icin terapotik bir yaklasim olarak iimit vaat edecegi
sonucuna varilmistir. Bu ¢alismada da bizim ¢aligmamizdaki gibi miRNA ekspresyon
diizeylerine qRT-PCR yontemiyle bakilmis ve daha dnce vaskiilogenizisle giiclii iligkisi
olan miRNA-132 seviyeleri incelenmistir. Calisgmamizda miRNA-132’nin incelenen PCR-
Array profili arasinda bulunmamasi nedeniyle, MiRNA-132 ekspresyonunda farkli
sonuglar bulamadik (144).

Park ve arkadaslari’nin yaptigi deneysel ¢alismada, korneada en ¢ok bulunan
miR-184’lin anjiyogenezdeki rolii arastirilmistir. Calismada deneysel olarak bir grupta
miR-184"{in salinimu sitimiile edilip, kontrol grubuyla anjiyogenezle iligkili gen ekspresyon
diizeyleri incelenmistir. Bizim deneyimizde uyguladigimiz gibi gen ifadeleri qRT-PCR
kullanilarak incelenmistir. miR-184’lin proanjiyogenik faktorleri; Friend of Gata 2
(FOG2), Trombosit Kaynakli Biiyiime Faktorii (PDGF) -13 ve Fosfatidik Asit Fosfataz
2b’yi (PPAP2B) dogrudan hedef aldigi ve bastirdigi bulunmus. Hem VEGF hem Akt
sinyalini azaltarak, miR-184 korneal anjiyogenezin genis spektrumlu bir negatif regiilatorii
olarak iglev gordiigii sonucuna varilmistir. Calismamizda da benzer sekilde miR-184’{in
VEGF salimimi down regiile ettigi ve anjiyojenczde negatif regiilator olarak islev gordiigii

bulundu (145).

gRT-PCR, DNA veya RNA’nin sayisal degerlerini belirlemek i¢in kullanilan bir
yontemdir. RT-PCR, mikrobiyolojik ajanlarin ve aberan kromozom anomalilerinin
belirlenmesi ve gen ekspresyon analizi gibi tipik kullanim alanlarinin disginda son

zamanlarda proteomik caligmalarda da kullanima girmistir. Bizde ¢alimamizda miRNA
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gen ekspresyonunu, literatiirde en yaygin kullanilan qRT-PCR yontemiyle degerlendirdik
(137,138, 140-151).

Literatiire bakildiginda, miR-184, miR-31, miR-21, miR-126 ve miR-150’nin
kornea, lens ve retinada yaygin olarak bulundugu goriilmekte. miR-184’iin katarakt
olusumu ve kornea anormallikleriyle iliskili oldugu, lens ve kornea epitelinde en yaygin
bulunan MmiRNA’larin basinda oldugu goriilmektedir (141, 143, 146). Giincel bir yayinda
miR-184{in proanjiogenetik salinan faktorleri (VEGF, PDGF, MMPs) bizim ¢alismamiza
benzer olarak negatif olarak regiile ettigi gosterilmektedir (145). miR-31’in korneada
yaygin olarak bulundugu daha onceki ¢alismalarda gosterilmistir (147). Pre-miR-31’in
intravitreal uygulamasinin retina ve koroidal iskemide anlamli olarak azalmaya yol agtig1
ve VEGF regiilasyonundaki etkisi gosterilmistir (141). Bizde ¢aligmamizda miRNA-31’i
Fold-regulation degeri -2’ye yakin istatiksel olarak anlamli buluduk, bu da miRNA’nin
muhtemel bir anti-anjiogenetik etkisiyle uyumlu goriinmektedir. Sebastiani ve
arkadaslari’nin yapitig1 bir ¢alismada miR-31 ekspresyonun tip iki diyabet hastalarinda
mikrovaskiiler komplikasyonlarla iliskigli oldugu ve klinik olarak onemli bir belirteg
oldugu gosterilmistir (148). miR-126"nin VEGF regiilasyonu ile olan pozitif iliskisi (149),
proliferatif diyabetik retinopatideki up regiilasyonu (142) onceki ¢alismalarda
gosterilmistir. Yine miR-126’nin deneysel bir modelde, VEGF-A, Kinaz insert domain
reseptoriic (KDR) ve Sprouty ile iliskili EVH1 domeni igeren protein 1 (SPRED-1)’in
salgilanmasini sitimiile ettigi gosterilmistir (150). Bu bulgular bizim g¢alismamizda da
oldugu gibi miRNA-126’nin proanjigenetik salinan faktorleri up regiile ettigini
gostermektedir. Ayri bir g¢alismada miR-21 ve miR-150’nin yasa bagli makiila
dejenerasansinda(YBMD) anjiogenez olusumunda VEGF’i stimiile ettigi gosterilmistir
(151). Ancak bizim ¢alismamizdan farkli olarak JiKui ve arkadaslari’nin yaptig1 ¢aligmada,
MIRNA-150’nin VEGF saliniminda down regiilator olarak gorev aldigi gosterilmistir. Bu
farkli sonucun elde edilmesinin hedef doku ve deney metodunun farkli olmasina bagladik

(141).

Ilk miRNA’larin kesfinden bir ka¢ yil gecmis olmasina ragmen, literatiirede
miRNA’larla ilgili olduk¢a genis bir bilgi birikimi vardir. Ancak gézdeki miRNA
stirecleriyle 1ilgili veriler olduk¢a azdir. Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda

neovaskiilarizasyonda miRNA "larin 6nemli bir roli oldugu, neovaskiilarizasyonla ilgili bir
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takim genleri de regile ettigi gosterilmistir. Ancak mMIRNA’larin  korneal
neovaskiilarizasyondaki rolleri ve ozellikle VEGF gibi neovaskiilarizasyondan sorumlu
diger genlerle etkilesimi {izerine literatiirdeki calismalar yetersizdir. Yapilan c¢esitli
molekiiler diizeydeki ¢alismalar, miRNA’larin goz hastaliklarindaki patolojik siireclerde
oldukca spesifik diizenleyici etkisinin oldugunu ve bu siireclere etki eden agonist ve
antagonist mMiRNA’larin verilmesinin gelecekteki farkli tedavi yontemleri i¢in umut vaat
etigini gostermekte. Her ne kadar literatiirde biiylik bir bilgi birikimi olsa da goz
hastaliklarinda aydinlatilmasi gereken bircok nokta bulunmaktadir. Biz de ¢alismamizda
bu bosluklarin doldurulmasinda katki saglamay1 amagladik. Sonug olarak normal hiicresel
ve patolojik siireclere katilan miRNA’larin aydinlatilmasi, hem tani hem de tedavi

asamasinda onemli firsatlar sunmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Caligmamizda rat kornealarinda deneysel korneal neovaskiilarizasyon
olusturulduktan sonra VEGF-A diizeyindeki degisiklikler ve VEGF-A ile iliskili
mMIiRNA’larin ekspresyon diizeylerini inceledik. Korneal neovaskiilarizasyon olusturulan
rat kornealar1 ile kontrol ratlarin korneal Ornekleri karsilagtirildiginda, qRT-PCR ile
kantiatif olarak olgiilen VEGF diizeylerinde Fold-regulation degeri >2 olan istatiksel olarak
anlamli bir fark gozlemledik (p<0.05). Deney grubunda korneal neovaskiilarizasyonda kKilit
rol oynayan VEGF-A ekspresyonundaki artisi  gosterdikten sonra, korneal
neovaskiilarizasyon olusturulan rat kornealar: ile kontrol ratlarin korneal orneklerinde,

mMIRNA gRT-PCR array ve miRNA qRT-PCR bulgularini inceledik.

miRNA PCR Array bulgularinda her iki grupta under ve over ekspresyon
verilerine gore dokuz gende ( mo-miR-21-2, mo-miR-24-1, mo-miR-31-1, mo-miR-126-1,
mo-miR-146a-1, mo-miR-150-1, mo-miR-184-1, mo-miR-204-1, mo-miR-206-1) Fold-
regulation degeri <-2 ve Fold- regulation degeri >2 olan istatiksel olarak anlamli fark

saptand1 (p<0.05).

MIRNA gRT-PCR bulgularinda; korneal neovaskiilarizasyon olusturulan rat
kornealar1 ile kontrol grubu ratlarin korneal 6rnekleri karsilastirildiginda mo-miR-21_2,
mo-miR-126_1 ve mo-miR-150 1 genlerinin istatiksel diizeyde anlamli over
ekspresyonu(Fold- regulation degeri >2) saptand1 (sirasiyla p= 0.002443, p= 0.030146, p=
0.000348). Ayni karsilastirmada mo-miR-184_1 geninin Fold-regulation degeri <-2 olarak
istatiksel anlamli under ekspresyonu saptandi (p= 0.006428). Ayrica iki grubun
karsilagtirilmasinda mo-miR-31_1 geninin Fold regiilasyon degeri -2’ye yakin istatiksel
olarak anlamli diizeyde under ekspresyonu saptanmistir (p= 0.005082).

Yapilan ¢esitli  molekiiler diizeydeki c¢aligmalar, miRNA’larin g6z
hastaliklarindaki patolojik siire¢clerde oldukca spesifik diizenleyici etkisinin oldugunu ve
bu siireclere etki eden agonist ve antagonist miRNA’larin verilmesinin gelecekteki farkl
tedavi yontemleri i¢in umut vaat etigini gostermektedir. Her ne kadar literatiirde biiyiik bir
bilgi birikimi olsa da g6z hastaliklarinda aydinlatilmasi gereken birgok nokta

bulunmaktadir. Biz de ¢alismamizda bu bosluklarin doldurulmasinda katki saglamayi
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amacladik. Sonu¢ olarak normal hiicresel ve patolojik siireclere katilan miRNA’larin

aydinlatilmasi, hem tan1 hem de tedavi asamasinda 6nemli firsatlar sunmakta.
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OZET

Korneal Neovaskiilarizasyonda Mikro-RNA’larin Rolii ve VEGF ile Iliskisi

Amac: Bu ¢alismadaki amacimiz, korneal neovaskiilarizasyonda(KNV) Vaskiiler
Endotelyal Biiyiime Faktori(VEGF) iliskili miRNA diizeyindeki degisikliklerin
aragtirilarak; korneal neovaskiilarizasyon olusum siirecinin aydimnlatilmasi, sonraki
yapilacak deneysel, klinik c¢aligmalara ve ila¢ tedavilerine zemin hazirlanmasinin

saglanmasidir.

Yontem: On iki adet Wistar-Albino cinsi erkek si¢an randomize olarak altisarli
iki gruba ayrilmis ve her bir si¢anin iki korneast da kullanilmigtir. Biitiin gruplarda KNV
giimiis nitrat cubuklar ile olusturulmustur. Calisma sonunda si¢anlar eterli anestezi altinda
servikal dislokasyonla sakrifiye edilerek kornealar1 c¢ikarilmistir. Kornealarda VEGF ve
mMIRNA ekspresyon diizeylerine bakmak i¢in gRT-PCR Array ve gRT-PCR metodlari
kullanilmistir. Data analiz web bazli olarak PCR Array data software kullanilarak

yapilmustir (http://www.sabiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php).

Bulgular: Korneal neovaskiilarizasyon olusturulan ratlarin kornealar1 ile kontrol
ratlarinin korneal 6rnekleri karsilastirildiginda, VEGF diizeylerinde; Fold-regulation degeri
>2 olarak istatiksel anlamli bir fark go6zlemlendi (p<0.05). miRNA PCR Array
bulgularinda her iki grupta under ve over ekspresyon verilerine gore; 9 gende Fold-
regulation degeri <-2 ve Fold-regulation degeri >2 olarak istatiksel anlaml fark saptandi
(p<0.05). Korneal neovaskiilarizasyon olusturulan rat kornealari ile kontrol grubu ratlarinin
korneal ornekleri karsilagtirildiginda mo-miR-21_2, mo-miR-126_1 ve mo-miR-150 1
genlerinin istatiksel diizeyde anlamli over ekspresyonu (Fold-regulation degeri >2)
saptandi1 (sirasiyla p= 0.002443, p= 0.030146, p= 0.000348). Ayni karsilastirmada mo-
miR-184_1 geninin Fold-regulation degeri <-2 olarak istatiksel anlamli under ekspresyonu
saptand1 (p= 0.006428). Ayrica iki grubun karsilastirilmasinda mo-miR-31_1 geninin Fold
regililasyon degeri -2'ye yakin olarak istatiksel anlamli diizeyde under ekspresyonu
saptanmustir (p= 0.005082).

Sonu¢: Calisma sonunda, deneysel yanik olusturulan korneal neovaskiilarizasyon

grubunda VEGF ekspresyonun istatiksel olarak arttigi; mo-miR-21_2, mo-miR-126_1 ve
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mo-miR-150_1 genlerinin VEGF ekspresyonunu up regiile ettigi ve mo-miR-184 1

geninin VEGF ekspresyonunu down regiile ettigi gozlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Korneal neovaskiilarizasyon, vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii, micro-RNA, miRNA, es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu. Iletisim adresi:

mimbayyasar@gmail.com
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SUMMARY

The Role of MicroRNAs in Corneal Neovascularization and Its Relation to VEGF

Objective: Our aim in this study was to investigate changes in vascular
endothelial growth factor(VEGF) associated miRNA levels during corneal
neovascularization(CNV); to elucidate the process of corneal neovascularization, to

prepare the ground for future experimental, clinical studies and drug treatments.

Method: Twelve Wistar-Albino male rats were randomly divided into two
consecutive groups and two corneas of each rat were used. In all groups, CNV was formed
with silver nitrate bars. At the end of the study, the rats were sacrificed by cervical
dislocation under anesthesia with ether to remove the cornea. qRT-PCR Array and qRT-
PCR methods were used to look at VEGF and miRNA expression levels in corneas. Data
analysis was done wusing web array based on PCR Array data software

(http://www.sabiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php).

Findings: When corneal specimens of control rats were compared between
corneal neovascularized rats and VEGF levels quantitatively measured by gRT-PCR,
statistically significant difference was observed between Fold-regulation value >2 (p
<0.05). In the result of miRNA PCR Array under and over expression in both groups;
statistically significant difference was found between nine genes Fold-regulation values <-
2 and Fold-Regulation >2 (p <0.05). When corneals items of corneal neovascularized rats
and control rats were compared, statistically significant over expression(Fold-regulation
value >2) of mo-miR-21 2, mo-miR-126_1 and mo-miR-150 1 genes were detected
(Respectively p = 0.002443, p = 0.030146, p = 0.000348). The identical comparison, a
statistically significant under expression of Fold-regulation value <-2 mo-miR-184_1 gene
was detected (p = 0.006428). In addition, in contast to two groups, the under expression of
the mo-miR-31_1 (p = 0.005082) gene was found to be statistically significant close to
Fold regulation value -2.

Conclusion: At the end of the study, VEGF expression increased statistically in

corneal neovascularization group in experimental burns; It has been observed that the mo-
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miR-21_2, mo-miR-126_1 and mo-miR-150_1 genes up regulate VEGF expression and

the mo-miR-184_1 gene down regulates VEGF expression.

Key words: Corneal neovascularization, vascular endothelial growth factor,

microRNA, miRNA, co-polymerase chain reaction.

Contact address: mimbayyasar@gmail.com
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