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PREMATURE RETINOPATISi OLAN HASTALARDA KDR GEN
POLIMORFIiZM TARAMASI VE BAZI HUCRE YUZEY RESEPTORLERIN
EKSPRESYON DUZEYi

Sevil 0ZSOY
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Immiinoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Agustos 2018
Damisman: Prof. Dr. Mustafa Yavuz KOKER
KISA OZET

Amag: Prematiire retinopatisi (ROP) gelisen bebeklerde KDR-gene ekspresyonunun,
KDR- gen polimorfizminin taranmasi ve ROP hastalarinin akim sitometri ile tanisinda

kullanilabilecek hiicre yiizey belirtegleri aragtirilmasi amaclandi.

Yontem: Calismamiz 35-38 hafta araligindaki dogan prematiire bebeklerden alman 1cc
periferik kan 6rnegi ile yiiriitiildii. Hasta grubu, Erciyes Universitesi Goz Hastaliklar1
ABD prematiire retinopatisi (ROP) polikliniginde takip edilen hastalardan ve kontrol
grubu ise pediatri ABD yenidogan servisinde izlenenbebeklerden olustu. ilk olarak akim
sitometri analiziile immatiir monositer hiicreler ve endotelyal kok hiicrelerin sayimi ve
karakterizasyonu yapildi. DNA ve RNA izolasyonu sonrasi, KDR- gene polimorfizm ve

KDR gen ekpresyon analizi real time PCR yontemi ile gerceklestirildi.

Bulgular: Akim sitometrik analiz sonucunda immatiir monositlerin gostergesi olan
CD116" eksprese eden hiicre sayisinin hasta grubunda kontrol grubuna gore daha fazla
oldugu bulundu (medyan H: 56,0, medyan K: 49,5)(p: 0,860). Endotel kok hiicre
markir1 olan CD146" hiicre sayis1 ROP hastalarinda kontrol grubuna gore daha fazla
bulundu (medyan H: 88,0, medyan K: 85,0)(p: 0,791). KDR gen polimorfizm
taramasindaen sik goriilen p.cys482arg polimorfizmine hasta ve kontrollerde
rastlanmadi. KDR gen ekspresyonu caligmasinda ise ROP hasta grubunda 11 hastadan
7’sinde KDR gen ekspresyonunun artmis oldugu ve kontrol grubunda ise 8 kisiden

3’tinde KDR gen ekspresyonunda artis1 oldugu goézlendi.
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Sonu¢: KDR gen ekspresyonun ROP siiphesi olan premature bebeklerde rutin
analizinin yapilmasi, ROP hastalarinin daha erken fark edilmesine, erken tani ve tedavi

firsatlarina erismeye ve gérme kayb1 olusumunu dnlemeye katki saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: VEGF, Endotelyal progenitor hiicre, Prematiire retinopatisi; ROP,
KDR-geni
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THE SCREENING OF KDR GENE POLYMORPHISM AND THE
EXPRESSION LEVEL OF THE RESEPTORS OF CELL SURFACE IN
PATIENT WITH RETINOPATHY OF PREMATURITY

Sevil 0ZSOY
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Immunology
Master of Science Thesis, August 2018
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa Yavuz KOKER
ABSTRACT

Purpose: Screening of KDR-gene expression, CRP polymorphism and detection of cell
surface markers that can be used in ROP patients by flow cytometry were aimed in

infants with premature rheumatoid arthritis (ROP).

Method: Our study was conducted with lcc peripheral blood sample taken from
premature infants born between 35-38 weeks. The patient group consisted of the
patients followed in Erciyes University Ophthalmology Department premature
retinopathy (ROP) outpatient clinic and the control group consisted of the infants who
were followed in the pediatric US newborn service. Initially, immortal monocytic cells
and endothelial stem cells were counted and characterized by flow cytometry analysis.
After isolation of DNA and RNA, expression of the KDR gene polymorphism and

expression of the KDR gene was performed by real time PCR method.

Results: Flow cytometric analysis revealed that the number of CD116" expressing cells,
which are indicative of immature monocytes, was higher in the patient group than in the
control group (median H: 56,0, median K: 49,5) (p: 0,860). The number of CD146"
cells, an endothelial stem cell marker, was found to be higher in ROP patients than in
the control group (median H: 88.0, median K: 85.0) (p: 0,791). The most frequent
p-cys482arg polymorphism in the screening of the KDR gene polymorphism was not
found in the patients and controls. In the study of KDR gene expression, it was observed
that the expression of KDR gene was increased in 7 of 11 patients in ROP group and in

KDR gene expression in 3 of 8 in control group.
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Conclusion: Routine analysis of KDR gene expression in premature infants with ROP
suspicion was thought to be helpful in identifying ROP patients more easily, accessing
early diagnosis and treatment opportunities, and preventing visual loss.
Key Words: VEGF, Endothelial progenitor cell, Retinopaty of Prematurity, ROP,
KDR gene
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1. GIRIS VE AMAC

Prematiire retinopatisi (ROP) ¢ocukluk donemi korliik nedenlerinde ilk siralarda yer
alan Onemli bir hastaliktir. Prematiire retinopatisi, iskemiye bagli proliferatif
retinopatiye yol agabilen, retinal gelisimin erken tutulmasi ile karakterizedir (1). ROP,
retina damar gelisimi siirecinde prematiir doguma sekonder durmasi sonucu gelisen
iskemik, proliferatif retinopatik bir hastaliktir. Retinal vaskiilarizasyonun durmasiyla da
avaskiiler retina alanlarindaki iskemiye sekonder vaskiiler retina ile avaskiiler retinanin
birlestigi yerde yeni damar gelisimi (neovaskiilarizasyon) olusur (2). Bu siire¢, karmasik
bir anjiyogenik sitokinler agi, hiicre dis1 matris bilesenleri ve biiyiime faktorleri
tarafindan siki bir sekilde diizenlenir (3). Preterm dogumlarda artisla birlikte, ROP
diinya capinda ¢ocukluk korliigiiniin 6nde gelen nedenlerinden biri haline gelmistir (4).
Preterm yenidoganlarda vaskiilarize olmamis immatiir retinal sahalarin goreceli olarak
kanlanma eksigi sonucu ortaya ¢ikan ve ilerlemesi halinde korliige sebep olan anormal
olarak ¢ogalan retinal damarlanma bozuklugudur.

Saglik hizmetleri ve teknolojisindeki gelismeye bagli olarak yeni dogan servisleri ve
yogun bakim iinitelerindeki diisiik dogum agirlikli bebeklerin yasatilabilmesi miimkiin
olmaktadir. Dolayisiyla prematiire bebeklerinde rastlanan, ROP giiniimiizde goz saghigi
acisindan daha dikkat c¢ekici bir sorun olarak one ¢ikmistir (5). ROP tanimlanmasinda
ve farkina varilmasinda onemli zorluklar vardir. Dolayistyla ROP i¢in 6zgiin olabilecek
yeni laboratuar parametrelerinin arastirilmasi ve hastalik tanisinda kullanilabilmesi

tanisal destek yoniinden biiyiik katki saglayacaktir

Bu calismanin amaci prematiire bebeklerde, KDR gen polimorfizmi ve KDR gen
ekspresyonunun Olgiilmesidir. Ayrica hasta ve kontrol grubunda ROP ile iligkili
olabilecek bazi hiicre yiizey belirteclerinin ekspresyonu akim sitometri yontemi ile

Olciilerek hastalik siirecine etkileri arastirilacaktir.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1. Prematiir Retinopatisinin Tarihce

Prematiire retinopatisi (ROP) ilk olarak 1940'larda Amerika Birlesik Devletleri'nde
retrolental fibroplazi tanis1 kondugunda, hayvan modellerinde dogumda yiiksek
oksijenin neden oldugunu gosteren calismalar yapilmistir (6). 1942 yilinda Terry
tarafindan persiste hyaloid arter ve lens damar sisteminin ‘fibroplastik asir1 cogalmasi’®
olarak tanimlanmistir. Sekiz prematiire olguda lens arkasinda opak kitle gézlemlemis ve
bununla birlikte hastalig1 ‘retrolental fibroplazi’ olarak tanimlamustir (7). Hastaligin
sadece ge¢ ve skatrisyel donemini tanimlayan bu adlandirma hastaligin patofizyolojisi
daha 1yi anlasilmaya baslaninca birakilmigtir. O donemde nedene yonelik bilinen
gercek, yenidogan bakimidaki gelismeler ve yasamlar: kurtarilan prematiire bebeklerde
daha sik goriilmesi seklinde bildirilmistir. Bunun disinda bir¢ok risk faktorii (1s1k,
enfeksiyon, anemi, anoksi, demir eksikligi vb.) lizerinde arastirmalar yapilmis ve daha
cok destekleyici oksijen tedavisi suglu goriilmiistiir (8). Yenidoganlarda oksijen
desteginin etiyolojide etken oldugu ilk kez 1951 yilinda Campbell tarafindan One
stirtilmiis ve 1940 - 1950 yillar1 arasinda kontrolsiiz oksijen destegi verilenprematiire
infantlar ~ arasinda  “I. Epidemi”  donemi  yasanmuistir. Arastirmacilar
yilksekkonsantrasyondaki  oksijenin ~ immatiir  retinada  hasar  olusturarak
neovaskiilarizasyona vegérme kaybina sebep oldugunu ortaya c¢ikarmislardir
(9,10,11,12). 1950’lerde destekleyici oksijen tedavisinin bu etkisinin belirlenmesi ile
yenidogan {nitelerindeki sinirsiz oksijen uygulamasi kisitlanmugtir. Ancak, PR
insidansinda belirgin bir azalma goriilmesine ragmen, yetersiz oksijen kullanimi
sonucunda oOliimlerde ve serebral palsi gibi norolojik hastaliklarin sikliginda artig
oldugu bildirilmistir (13). Bu nedenle 1960-1970 yillar1 arasinda kullanilan oksijen dozu
azaltilarak retinopati sikliginda bir azalma yasanmis ve bu durum “l. Sessiz period”
olarak adlandirilmistir (14,15,16,17,18). 1960’11 yillarin sonunda ¢ok diisik dogum

agirhikli  bebeklerin yiikksek yasam sarti olusturabilme nedeni ile yiiksek



konsantrasyonda oksijen kullanimina tekrar baglamilmistir. 1970’li yillarin basinda
oksijen monitdrizasyonunun umbilikal arter kan gazi ile takip edilebilme avantaji
olmasina ragmen ‘‘2. Epidemi’” nin Oniine gecilemedigi bildirilmistir. Bunun yani sira
yapilan bir caligmada arter kan gazindaki oksijen diizeylerinin ve diizey
dalgalanmalarmin  retinopati  gelisimi ile iliskili olmadigi, siirekli oksijen
monitarizasyonun belirli araliklarla monitarizasyona gore istiinliigiiniin olmadig:
saptanmustir (19). Yenidogan bakimindaki gelismeler ve oksijeni diizenleme kabiliyeti
ile, ayn1 calismadaki oksijen kullanim siiresi diisitk dogum agirligi ve dogum haftasi ile
retinopati gelisimi arasinda giiclii bi iligki oldugu da bildirilmistir (19). ROP daha kiiciik
ve gen¢ preterm bebekler dogdukca yeniden ortaya cikmistir. Oksijenasyondaki
dalgalanmalar da ciddi ROP ile iliskili bulunmustur (20). Oksijenasyondaki
dalgalanmalarin yam sira, insan ROP riskleri, zayif bebek biiyiimesi (21) ve artmis
oksidatif stres ile iliskilendirmeyi icermektedir (22). Ayrica 2000’11 yillarda ise anti-
VEGF ajanlarin kullanilmasiyla hastaligin progresyonunun durdurulmasi yolunda
belirgin bir sekilde ilerleme goézlenmistir (23). Giinlimiizde dogum sonrast erken
donemde yogun oksijen tedavisinin retinopati gelisimesi riskini arttirdigr 50 yildir
gosterilen bir¢ok calismada de heniiz hedef oksijen degerleri ile ilgili goriis birligi
saglanamamistir. Amerikan pediatri akademisi 32 haftadan 6nceki donemde bebekler
icin satiirasyon degerlerini 85-95 % olarak, 32 hafta ve sonras1 donem bebekler i¢in ise
85-93 % olarak belirlemistir (24). Minghua ve Chen bir meta analiz ¢alismasinda 32
haftaya kadar olan ilk postnatal haftalar i¢in satiirasyon degerinin %70-96 araliginda 32
hafta ve sonrasi i¢in ise %94-99 araliginda olmasmin agir retinopati gelisim riskini
anlamli sekilde azalttigim1 ortaya koymuslardir (25). Hastaligmm risk faktorlerinin

belirlenmesine, tedavisine ve patolojisine yonelik calismalar hala devam etmektedir.

2.2. Epidemiyolojisi

Akut fazdaki ROP asamasiyla ilgili bilgiler temel olarak ¢cok merkezli ‘‘Cryotherapy for
ROP (CRYO-ROP)”’ calismasindan gelmektedir. 1250 gramin altinda dogmus 4099
yenidoganin incelendigi bu ¢calismada katilimcilarin %65,8 *inde ROP tespit edilmistir
(26,27). Daha yakin zamanda yapilan biiyiik bir klinik ¢alismada ‘‘Early Treatment of
ROP Trial’”” 1250 gramin altinda dogan 7000’e yakin bebek taranmigtir. Arastirmacilar
15 yil 6nce yapilan CRYO-ROP c¢alismasina benzer sekilde hastaligm yaklasik olarak

her ii¢ bebekten ikisinde goriildiigiinii tespit etmislerdir. Hastalik zamanlamasi ve



progresyon oranlarinda c¢ok az degisiklik oldugu tespit edilse de ETROP hasta
popiilasyonunun dogum agirhigi ve dogum haftalarinin daha diisiik olmasindan dolay1
daha fazla zon 1 hastalik gelistirdigi tespit edilmistir (28). Gelismis iilkelerde ROP’a
bagl korliik genellikle dogum agirligit 1000 gramin altidaki en kiigiik ve immatiir
bebeklerde gozlenmektedir. Bu iilkelerde ROP’a bagh korliik prevalansi diisiik dogum
agirhikli, diisiik gestasyonel yastaki bebekler de sag kalimin arttigi gozlenmesine
ragmen degismemektedir. Bu durum yenidogan bakimimnda giderek artan oranlarda
karmasik teknolojilerin kullamimiyla daha net agiklanmaktadir. Immatiir bebeklerin sag
kalimlarmin artmasi ile birlikte hastalik profilinde degisim olugmaktadir. Agresif arka
segment retinopatisi (APROP) olarak da isimlendirilen, arka kutup (zon 1) yerlesimli
ROP bu cocuklarda daha sik goriilmektedir. Cok genis avaskiiler retina sahalariyla
karakterize APROP hastalarinda lazer tedavisi yiiksek komplikasyon ve belirgin diisiik
basar1 oranlar1 nedeniyle su an i¢in yerini intravitreal anti-VEGF tedavisine birakmis

durumda oldugu bilinen bir gercektir (29).

Bazi yeni calismalarda CRYO-ROP ve ETROP calismalarima gore daha diisiik
oranlarda ROP siklig1 oldugunu bildirilirken, yapilan bir diger caligmada ise daha
yiiksek siklikta ROP gelistigini gostermektedir (27-30).ROP'nin yayginhigi ve siddeti
ROP tanmmlarinm Uluslararast  Smiflandirmasinda  geleneksel olarak lokallik
bakimindan (bolgeler; I ila III), siddet (asamalar; 1 ila 5), kapsam (1 ile 12 saatleri arasi)
ve vaskiiler dilatasyon ve tortuosite (arti hastalik) acisindan tanimlanir (ROP 1984

Simiflandirmasi Komitesi) (31).

Calismalardaki diisiik siklik degerleri caligmaya alman yenidogan sayisinin yetersiz
veya az olmasmna bagh disiiniiliirken, sikligindaki artig giiniimiiz yenidogan
yontemlerindeki ilerlemelere bagl olarak ileri derecede immatiir yenidoganlarin sag

kalim oranlarinin artmasi ile olabilecegi vurgusunun iizerinde durmuslardir (32).

2.3. Risk Faktorleri

Prematiire retinopatisinin gelisiminde bir¢ok etiyolojik faktor diisiiniilmiigse olsa da en
iyl bilinen risk faktorleri DA (dogum agirlig) ve GY (gestasyonel yas)'nin diisiik
olmasidir. Ozellikle 1000 grammn altinda ve 28 haftadan erken dogan bebeklerde
retinopati sikliginin belirgin olarak arttig1 bilinen bir gercektir (33,34) (Tablo 2.3) (35).



Tablo 2.3.ROP gelisiminde baslica risk faktorleri

Gebelik yas1 ve dogum agirliginin diisiik olmasi

Oksijen tedavisinin siiresi ve konsantrasyonu

Hemodinamik anlaml kardiyorespiratuvar problemler

Hiperoksi/hipoksi, hiperkapni/hipokapni

Asfiksi, hipotermi, metabolik asidoz

Bir haftadan uzun siiren mekanik ventilator tedavisi

Bronkopulmoner displazi

Sepsis/menenjit, sistemik mantar enfeksiyonlari

Intrakraniyal kanama

Kan transfiizyon sayisi, kan degisimi

Hiperglisemi/insiilin kullanimi

Prematiire anemisinin tedavisi i¢in erken eritropoetin kullanimi

Cogul gebelik

2.3.1.Gebelik Yas1 ve Diisiik Dogum Agirhg:

Prematiire retinopatisi gelismesinde rolii en iyi bilinen risk faktorleri diisik dogum
agirhigr ve diisik dogum haftasidir. Giinlimiizde prematiire retinopatisi cok diisiik
gebelik haftalarinda (24-27 hafta) ve disik dogum agwhgr (<1000 gr) olan
yenidoganlarda belirgin olarak daha sik ve daha siddetli bicimde goriildiigi
bilinmektedir (36).

2.3.2. Oksijen Tedavisi ve Siiresi:

Oksijen uygulanma  siiresi, tekrarlayan oksijen degisimleri ve oksijen
konsantrasyonunun, gestasyonel yas ve dogum agirhigindan bagimsiz bir sekilde
prematiie retinopati gelisiminde etkin bir faktor oldugu goriilmektedir (37). Dogumla
birlikte monitorize edilmeye baslama, hiperoksiden ve tekrarlayan hipoksi-hiperoksi

donemlerinden 6nemli derecede uzak durma, verilen oksijen diizeyinin Ol¢iilmesi ve




kisitlanmasi, prematiire retinopati gelisimi ve sikligini azaltilmak i¢in 6nemli koruyucu

faktorler arasinda goriilmektedir (38).

2.3.3.Hipokarbi-Hiperkarbi:

Prematiire retinopatisi gelisiminde hipokarbi veya hiperkarbinin rolii ile ilgili ¢eliskili
sonuclar ortaya atilmistir. Hiperkarbinin vasodilatasyon ve dokulara oksijen taginiminda
artmaya yol acmasi beklenirken hiperkapni siddetli ROP riskinin artmasina neden
oldugu goriilmektedir (39,40), Bagka bir calismada ise boyle bir duruma sebep olacak
iligkiye saptanmamustir (41).

2.3.4. Genetik Faktorler:

ROP gelisiminin genetik kontroliine yonelik ilgi gittikge artmaktadir (42,43). Prematiire
retinopatisinde %70 oraninda genetik yatkinlik oldugu diisiiniilmektedir (44). Her ne
kadar ROP’un farklh etnik gruplardaki etkileri ¢ok ilgi cekmemis olsa da, Vietnam (45)
ve Hindistan kaynakli bazi1 ¢alismalarda daha matiir prematiire bebeklerde daha yiiksek
siklik ve siddette ROP vakalar1 bildirilmistir; bu durum muhtemelen yenidogan yogun
bakim {niteleri ve uzmanlarin standart bakim kosullarina sahip olmamalarindan
kaynaklaniyor olabilir. Norrie hastalig1 ve ailevi eksiidatif vitreoretinopati genlerindeki
mutasyonlar gibi diger baz1 genetik faktorler de siddetli ROP ile iligkili olabilir (46). PR
beyaz rkta ve erkek bebeklerde kiz bebeklere gore daha yiiksektir (47). Gliniimiizde PR
patogenezinde, genetik polimorfizm konusunda en sik olarak incelenen gen VEGF dir

(48).

2.3.5. Diger Risk Faktorleri:

Kan degisimi ve transfiizyonu sirasinda kullanilan kanlarin eriskin tipi hemoglobin
icermesi nedeniyle dokulara daha yiiksek oranda oksijen gittigi i¢in boyle bir durum

retina damarlarinda hasar verici etki yaparak PR gelisimini tetiklemektedir (49).

Prematiire retinopatisinin patogenezinde antioksidan molekiillerin yer aldigr icin
antioksidan vitaminler olan A ve E vitaminlerinin PR’yi azaltabilecegi diistintilmiistiir.
Farkli dozlarda E vitamini tedavileri denenmis ve Onemli derecede PR gelisimini

diistirdiigti goriilmiistiir (50).



Rekombinant EPO tedavisi PR icin bir risk faktorii oldugu belirtilmistir. Bununla
birlikte bronkopulmoner displazi gelisen bebeklerde daha ileri evre PR gelistigi
saptanmustir (51).

2.4. Patofizyolojisi
2.4.1. Embriogenez

Goz, gelisimin 3. haftasinda prozensefalonun disa c¢ikinti yapmas: ile optik vezikiil
halinde ortaya cikmaktadir. Fetal gelisimin 4.ay1 ve 18. Embriyonik retina olusumu
gozlenene kadar avaskiilerdir. Bu donem siiresince gelisimini gosteren lens ve 6n
segmenti hyaloid arter vasitasiyla besinini alabilmektedir. Baslangicta hi¢bir yan dal
vermeyen hyaloid arter ve bu sebeple gelisen retina koroid damarlarmdan difiizyonla
beslenmesini gergeklestirir. Koroidin gelisimi ise gestasyonun iciincii ayimnda

tamamlanmasin bitirir (52).

2.4.2. Normal Retina Damar Gelisimi

Bebeklerde normal retinal vaskiilarizasyon 14 haftalik gebelikte baslar (53) ve
gestasyonun 16. haftasinda mezenkim dokusundan olusumunu siirdiiriir. Kan damar1
onciisii optik diskten nazal ora serrataya 8. ayda, temporal ora serrataya dogumdan kisa
siire sonra ulasir (54,55,56). Gebeligin ilk haftalar1 retinanin metabolik ihtiyaglari,
koroidden difiizyon yolu ile saglanir. Altinc1 gebelik haftasinda vitreus kavitesi i¢inde
beliren hiyaloid arter, lensin ve 0n segmentin beslenmesinden sorumlu arterdir. On
altinct haftadan itibariyle hiyaloid arterin adventisyasindan koken alan mezensimal igsi
hiicreler, kistoid bosluklardan retina periferine dogru ilerleyis gostermektedir. Ismnsal
tarzda go¢ eden bu hiicreler, ora serrataya uzanan bir ortii olusumu meydana getirdigi
gozlenmektedir. Igsi hiicreler, norogliyal hiicreler olarak bilinir ve retinanin damarsal
yapisinin gelisimine kadar gecen bu siiregte retinanin enerji ihtiyacini karsilama
gorevini Ustlenmektedir. Primitif endotel hiicreleri ise ig hiicrelerinin arkasinda bulunan
hiicreler art¢il hiicreler olup zamanla liimen kazanarak damarlar1 olusturdugu gozlenir
(57-58). Insan retinal vaskiilatiiriin olusumu sirasinda, farkli hiicre tipleri karmasik
yollarla etkilesir, bu da dokunun metabolik ihtiyaclarina iyi uyan bir vaskiiler agacin
olusumu ile sonuglanir. Insanlarda retinal vaskiilaritesi gelisim siireci, invazyondan

once gelir. Kan damarlar1 tarafindan kaplanmadan 6nce, bu astrositler hipoksiyi tecriibe



ederler ve vaskiiler cephede endotelyal hiicrelerin gociinii, farklilasmasini ve

proliferasyonunu stimiile eden VEGF liiretirler (59-60).

En ¢ok kabul goren hipoteze gore hastalik 2 faz icerisinde gelismektedir. Birinci fazda
dogum sonras1 verilen ilave oksijen ve ekstrauterin hayatin yiiksek oksijen
konsantrasyonu normal damar gelisimini durdurmakta, vazo-obliterasyona ve vaskiiler
endotelyal growth faktor (VEGF) ekspresyonunun azalmasina neden olmaktadir.
Bebegin biiyiimesiyle birlikte artan retinal metabolik ihtiyaca karsilik verilememesi
avaskiiler, iskemik retina sahalarinda VEGF ekspresyonunu artirmakta, géz igerisinde
neovaskiilarizasyona neden olmaktadir. Klasik ROP lezyonlar1 olan neovaskiiler
damarlar, tedavi edilmedigi taktirde traksiyonel retina dekolmani ve korliik meydana
getirmektedir (61). Ikinci fazda ise hipoksinin uyardigi retinal neovaskiilarizasyon
fazidir (58-62) ve avaskiiler retinalarin yiiksek metabolik talepleri ile kombine
edildiginde damar kaybinin neden oldugu nispeten hipoksik ortam, anormal
neovaskiilarizasyona neden olan ¢esitli anjiyogenik faktorlerin diizenlenmesine yol agar.
Cogu bebekte yeni damarlar herhangi bir dnceki bir hastaligin veya yaralanma sonucu
olusanbir durum olmaksizin gerilemistir. Bununla birlikte, baz1 bebeklerde
neovaskiilarizasyon kontrol edilmez ve retinal skar, skarlagma ve nihayetinde kirilmaya
neden olur (Sekil 2.4.2) (63). Bu evre diger proliferatif retinopatilere benzemektedir.
Iskemik hale gelen avaskiiler retinada VEGF iiretimi indiiklenir (58,62,64). Eger
avaskiiler retina alam kiiciikse, fizyolojik VEGF seviyeleri iretilir ve normal retina
damar gelisimi gozlenir. Eger avaskiiler retina alan genisse ve yiiksek miktarda VEGF
iretiliyorsa, vaskiiler ve avaskiiler retina smirinda, heniiz gelisimini tamamlamamis
retina damarlarinin arterio — vendz (AV) sant olusturmasi indiiklenir (ROP evre 1 ve 2).
Gerileme eger VEGF, arterio — vendz santtan avaskiiler retinaya normal
vaskiilarizasyonu uyarirsa gozlenir. Diger tarafta ¢cok genis avaskiiler retina alanlari
VEGF miktarin1 artirrak  durumu  arterio — vendz santt neovaskiilarizasyona
cevirmektedir (ROP evre 3). VEGF seviyesinin uzun siireler yiiksek kalmasi
vazodilatasyona ve arka kutup damarlarinda kivrim artisina sebep olabilir, iris

damarlarinda dilatasyona ve rubeozis iridise de sebep olabilmektedir (art1 hastalik) (62).
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Sekil 2.4.2. Goz anatomisinin ve prematiire retinopatinin sematik gosterimi. Soldaki
g0z retinay1 ve kan damarlarmi igeren normal yapiy1 gosterir. Sagdaki goz, prematiire
retinopatisini gosterir ve kan damarlarinin anormal bir sekilde gelistiginde nasil
goriindiigiinii ve retinanin ayrildiginda nasil goriindiigiinii gosterir (2,65).

2.4.3. Patogenezde Etkili Temel Faktorler
2.4.3.1.VEGF Tarihcesi

Judah Folkman 1971 yilinda anjiyogenezin inhibisyon ile bir kanser tedavi araci olarak
kullanilmasi fikrini ortaya atmig ve tiimor anjiyogenez faktorlerini kesfetmeye yonelik
caligmalara Onciiliik etmistir. VEGF ailesi ilk kesfedildiginde, kobay derisinde vaskiiler

sizint1 baglattig1 i¢in vaskiiler permeabilite faktorii (VPF) olarak isimlendirilmisti.

1983 yilinda Senger ve Ferrera tarafindan tiimor hiicrelerinin ve kapillerlerin proteinlere
gecirgenligini artiran bir protein olarak tanimlanmistir (67,68). 1989°da ise bu aileden
ilk ozel anjiyogenik buyume faktorii ayristirildi ve buna vaskiilotropin veya VEGF adi
verildi (69,70).

VEGF, 6. kromozomun kisa kolunda (6p 21,3) lokalize molekiil agirlig1 45 kDA olan
bir sitokindir (50,51) Vegf geni protein yapisi Insanlardaki VEGF geni kromozom
6p21.3 iizerinde yerlesmistir. Kodlayic1 bolge ~14 kb’lik bir alan kaplamaktadir ve 8
exon’dan olugsmaktadir. Tek bir pre-mRNA’nin alternatif splicing’i (birlestirilmesi) ¢cok
sayida farklh VEGF tiiriinii olusturur (71).
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2.4.3.2.Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

Anjiyogenez, endotelyal hiicrelerin 6nceden var olan damar sisteminden filizlenmesiyle
yeni kan damarlarinin olusumudur (72). Vaskiilojenez (anjiyoblast kaynakli kan
damarlarinin olusumu) esas olarak embriyonik gelisim sirasinda ortaya cikarken,
anjiyogenez yetiskin yasami boyunca gerceklesir (73,74). Pro-anjiyogenik endojen
molekiiller arasinda, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), kan damari
olusumunun bashca diizenleyicisidir (75). Baslangicta VEGF, kan damarlarinin
gecirgenligini artirma yeteneginden dolay1 vaskiiler gecirgenlik faktorii (VPF) olarak
adlandirildi (76-77). VPF'nin endotelyal hiicreler iizerindeki ek etkilerinin ve miiteakip
klonlamanin sonraki gézlemlerini takiben VPF, VEGF olarak yeniden adlandirildi (78).

2.4.3.3. VEGF Familyas1 ve Reseptorleri

VEGF protein ailesi, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, Plasental Biiyiime
Faktorii (PIGF), viriis kodlu VEGF-E ve yilan zehiri tiirevi VEGF-F icgerir. (79,80).
VEGF-A, anjiyojenik siireclerin en giiclii uyaricist olan en onemli aile iiyesidir (81).
VEGF-A, katlanmig bir yapiya monte edildiginde intramolekiiler disiilfiir baglari
olusturan sistein kalintilarinin bir merkezi diigiim motifi temelinde, proteinlerin "Cys-
loop" siiper familyasina ait biiylik bir anti-paralel homodimerik peptittir (82,83). VEGF-
A, endotelyal hiicreler (84) fibroblastlar olmak iizere bir¢ok hiicre tipi tarafindan (85),

VEGF-A sekresyonu da iskemi ve inflamatuar uyaranlarla tetiklenir (86).

VEGF-A'ya verilen hiicresel yanitlar, esas olarak, bunlarin kognat reseptorlerine
vaskiiler endotelyal biiylime faktorii reseptorlerine (VEGFR'ler) baglanmalariyla
stirtilir. VEGFR'ler, smif IV reseptor tirozin kinaz (RTK) familyasina aittir (87) ve tip
III RTK'lar trombosit kaynakli biiylime faktorii reseptorii (PDGFR), makrofaj koloni
uyarict faktor reseptorii (M-CSFR), c-KIT ve fms-benzeri ile benzerlikler gosterirler.
tirozin kinaz 3 (FLT3) (88). Ayr1 genler tarafindan kodlanan tic VEGFR alt tipi vardir:
VEGFRI1 (farelerde Flt-1) ve VEGFR2 (Flk-1; KDR) yapisal olarak benzerdir, oysa
VEGFR3 (Flt-4) proteolitik olarak islenmis hiicre dis1 bir alana sahiptir (89).

VEGF-A izoformlarinin VEGFR1 ve VEGFR2 ile sinyalizasyonu fizyolojik ve
patofizyolojik anjiyojenezi yonlendirirken, lenfanjiyogenez VEGFR3 ile VEGF-C / D
izoformlar1 araciligi ile gerceklesir (90). VEGFR1'in VEGF-A icin VEGFR2'ye gore

daha yiiksek bir afinitesi olmasina ragmen, tirozin kinaz aktivitesinin azaldigini gosterir
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ve bu nedenle biiyiik 6lciide VEGFR?2 aktivitesini negatif bir sekilde modiile edebilen
bir bozucu reseptor olarak kabul edilir (Sekil 2.4.3.3) (91,92).

Biiyiime faktorleri arasinda iizerinde en ¢ok calisilan faktor VEGFR’dir. Vaskiiler

permeabilite faktorii veya vaskulotropin olarak da bilinmektedir.

PIGF VEGFB VEGFA VEGFE VEGFC VEGFD

VEGFR1

Sekil 2.4.3.3. VEGEF ailesi ve reseptorleri. VEGFA, hem VEGFR-1 ve VEGFR-2'ye
baglanir. PIGF ve VEGFB sadece VEGFR-1'1 baglar. VEGFC ve VEGFD VEGFR-2 ve
VEGFR-3'e baglanir. VEGFR-2, EC mitogenezinin ve sagkalimmim ana aracidir.
VEGFR-1, EC'de etkili bir mitojenik sinyale aracilik etmez ve VEGFA'y1 tecrit ederek
VEGFR-2 ile etkilesimini Onleyerek bir inhibitor rol oynayabilir (93).

2.4.3.4. VEGF-A izoformlarmn Uretimi

Vaskiiler beslenmenin diizenlenmesi, oksijen ve besin diizeylerindeki degisikliklere
kars1 reaktif olan bir mekanizma yoluyla (pro-anjiyojenik) veya inhibe (anti-
anjiyojenik) damar gelisimini destekleyen faktorler arasindaki siki diizenlemeye
dayanir. VEGF-A transkripsiyonu, hipoksi sirasinda (94-95), biiyiime faktorleri,
sitokinler ve hormonlar, yoksunluk stresi, genotoksik ajanlar (96) ve hem onkojenlerin

hem de tiimor baskilayici genlerin aktivitesini takiben yerel hiicresel ortamdan etkilenir
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(97-98). VEGF-A izoformlar1 uzunluklarma gore farklilik gosterir ve VEGFxxx olarak
adlandirilir, burada xxx son protein dizisinde bulunan amino asitlerin sayisini temsil
eder. Giliniimiize kadar 16 farkh VEGFA izoformu en yaygm olarak VEGF111,
VEGF121, VEGF145, VEGF165, VEGF189 ve VEGF206 olmak iizere alt1 transkript
olarak tamimlanmugtir. Ayrica 2014 yilinda programlanmis translasyonel okumadan
(PTR) kaynaklanan ek bir izoform VEGF-Axe tanimlanmistir (99). VEGF165a,
fonksiyon, sinyal verme, ekspresyon ve patolojik rolleri a¢isindan karakterize edilen ve
en kapsamli olarak arastirilan ilk izoform olmustur (75). Giiglii bir anjiyogenez uyaricisi
olarak VEGF165a prototipik pro-anjiyojenik VEGF-A izoformu olarak kabul edilir.
Degistirilmis VEGF-A izoform ekspresyonu, fizyolojik ve / veya patolojik kosullar
altinda dokularda iyi belgelenmistir (100-101). Eksonlar arasindaki smirlar, cekirdek
olarak adlandirilan cekirdekte dinamik bir protein kompleksi tarafindan tanman, kiigiik
kiiciik niikleer riboniikleoproteinler (snRNP'ler) -Ul, U2, U4, U5 ve U6 art1 ilgili
aksesuar proteinleri iceren yerlestirme bolgeleri ile tanimlanir (102). U2AF ve SFI.
VEGF-A birlesmesi, bir dizi RNA-baglayici proteinler, en yaygin olarak serin / arginin
(SR) proteinleri, 6zellikle SRSF1, SRSF2, SRSF5 ve SRSF6 tarafindan diizenlenir (99).
SR proteinleri, sitoplazmada c¢oklu serin / arjinin ve prolin / serin tekrarlarinda
fosforillenir, daha sonra cekirdege translokasyona izin verir ve baglantinin mekansal
olarak diizenlenmesine izin verir. Cekirdege girdikten sonra, SR proteinleri tipik olarak
VEGF-A pre-mRNA-eksonik sekanserlerdeki (102-103) diizenleyici bolgelere
baglanirlar- bu da ekzonun c¢ikaridmasmi tetikler. SR proteinlerinin fosforile

edilmesinden sorumlu bdyle bir kinaz, yapisal olarak aktif kinaz SRPK1'dir (102).

Her izoformda yer alan farkli ekzonlar farklh ozellikler verir. Eksonlar 1-5, temel
ekzonlardir ve bu nedenle tiim VEGF-A izoformlarinda mevcuttur. Bunlar, VEGF'nin
islenmis formunda baglanan bir sinyal dizisini (eksonlar 1/2), bir glikosilasyon
mevkisini (Asp74), bir potansiyel plazmin yarilma bolgesini (Argl10 ve Alalll) ve
VEGFR1 ve VEGFR2 baglayicisindan sorumlu tortular1 kodlarlar (104). VEGF111 ve
VEGF121'in daha kisa izoformlari, 6 ve 7 nolu eksondan yoksundur ve bunun bir
sonucu olarak hiicre dis1 matrise (ECM) bagh degildir ve serbestce yayilabilirler (105-
106). Bunun aksine, her iki eksonu (6a ve 7) iceren VEGF145, VEGF189 ve VEGF206
izoformlari, heparin siilfat glikoproteinlerine yiiksek afinite ile baglanabilir (107).

Alternatif bir ekleme yapmanin ikinci bir ana alani, ekson 8 icerisindeki diferansiyel 30
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ek yeri alict sitelerinin se¢imi ile gerceklestirilir. 2002'de Bates ve ark. VEGFxxxb
izoformlari ailesini tantmlamstir (Sekil 2.4.3.4) (108). Bu izoformlar, proksimal ekleme
yerinin asag1 akis yoniinde 66 baz cifti bulunan bir bolgede distal yapistirma nedeniyle
ortaya cikar ve ekson 8b'yi iceren izoformlarla sonuglanir (100). Dizileri bakimidan
VEGFxxxa ve VEGFxxxb izoformlar1 sadece C terminallerinde bulunan alti amino
asitte farklhilik gosterir; VEGFxxxa izoformlar1 CDKPRR sekansinda sonlanirken
VEGFxxxb izoformlar1 SLTRKD'de sonlanir (108). Hem in vitro hem in vivo ve
deneysel merkezli kanitlar, VEGFxxxa izoformlar1 vaskiiler gecirgenlik, hiicre
proliferasyonu, hayatta kalma ve yer degistirme ve anjiyojenez (109) gibi Onemli
aracilar1 olarak “pro-anjiyojenik” oldugu kabul edilirken, aksine, VEGFxxxb

izoformlarmin “anti-anjiyojenik” oldugu bildirilmistir.

Son zamanlarda Eswarappa ve ark. Tarafindan tamimlanan VEGF-Axe. (110), 30 transle
olmayan bolgedeki alternatif bir durdurma kodonunun varligina bagh olarak VEGF-A
mRNA'nin kanonik durdurma kodonunun 6tesinde uzatilmig bir translasyon sonucudur.
PTR, trans diizenleyici bir faktor olarak gorev yapan A2 / Bl riboniikleoprotein
tarafindan en azindan kismen diizenlenir. Elde edilen VEGF-Axe, ekson 8a-kodlu
CDKPRR ve ekson 8b-kodlanmig SLTRKD dizileri de dahil olmak iizere 22 amino asit

uzantisi igerir (51).

VEGF g5 VEGF,45b
Prototipik agonist ECM ve Neuropilin ile ‘Anti- anjiyojenik’ in vivo
etkilesime girer
VEGF,,a : VEGF-A
P, 3 4 - D 2 3 4 5 Ta 8| PTR &
Genotoksik ajanlara cevap olarak iiretilir En yeni izoform, hem anjiyojenik hem de anti-anjiyojenik

sinyallerin kanitlan olarak tanimladi
VEGF-A izoformlan

1 2 y 415

i A
Su:::‘l VEGF reseptérlerini Neuropilin ve ECM'yi PR
T baglama baglama

VEGF,a VEGF s
4 |5 [ 8 | L o Ta B8
Serbestce yayilabilir En uzun izoform
VEGF, sa
WC ["6a | VEGF ga

z S 7a_ |88
ECM ile etkilesir

Neuropilin ve ECM ile etkilesir

Sekil 2.4.3.4. Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii A (VEGF-A) izoformlarinin yapisini
sematik gosterimi (111).
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2.4.3.5. VEGF-A Ligand / Reseptor Baglama

VEGEFR-2, 7 hiicre dis1 immiinoglobulin (Ig) benzeri alan, tek bir transmembran sarmal
ve boliinmiis hiicre i¢i kinaz alanindan olusan biiyiik bir 151 kDa membran proteindir
(112).VEGF-A, VEGFR?2 i¢in, bir VEGFR dimeri boyunca bir VEGF-A dimerinin bir
stokiyometrisi ile Ig-benzeri bolgeler 2 (D2) ve D3 boyunca ortosterik ligand baglanma
bolgesini baglayan bir endojen agonisttir (113,114) Her bir VEGF-A izoformu, ekson 2-
5 tarafindan kodlanan tortular icerdiginden, VEGFR1 ve VEGFR?2 ile etkilesime giren
tortular, alternatif ekleme ile c¢ikarilmaz. Her izoform ayni zamanda molekiiller arasi
disiilfiir baglar1 olusturan sistein kalmtilar: icerir, dyle ki tiim izoformlar dimeriktir ve

ayrica Cys-loop katlanmis yapiyi birlestiren molekiiller arasi disiilfiir baglar1 olusturur.

VEGF-A ve VEGF-B hem yapisal hem de islevsel olarak birbirlerine daha ¢ok
benzemektedirler. VEGF-C dordiincii kromozom iizerinde yerlesmistir. VEGF-D, C-
terminal bolgesinin sistein alanlarinda yerlesmistir. X kromozomu {iizerinde bulunur.
VEGF-E’nin etkisini KDR’ ye baglandiginda ortaya c¢ikar. Endotel hiicrelerin
cogalmasimi ve kan damarlarinin permabilitesini arttirir. VEGF-F, C-terminal bolgesinin
heparin baglanma alininda yer alir. PIGF, VEGF ailesinde tanimlanan ilk plasenta
biiytime faktoriidiir. Ondordiincii kromozom iizerinde yer alir. Proteinlerin parcalandigi

siirecte VEGFC ve VEGF-D’ nin KDR’ ye de baglanmasini da kolaylastirir (115).

2.4.3.6. VEGFR-2 Sinyali
VEGFR-2 Aktivasyonu

VEGF-A izoformlari, VEGFR2 aktivasyonunun asagi akiginda farkli sinyal sonuglarina
sahiptir. VEGFR2 aktivasyonu icin gerekli bir adim olan ligand baglanmasi,
VEGFR2'nin hiicre dis1 bolgesi boyunca, elektron mikroskobu, kiiciik a¢ili X-1s1mn1
sacilimi1 ve yapisal olarak iligkili VEGFR1'in tam uzunluktaki kristal yapisi ile
gosterilen farkl Ig-benzeri bolgeleri yeniden yonlendiren konformasyonel bir biikiime

yol agar (115).

VEGFR2'nin hiicre i¢i bolgesi daha sonra reseptore olanak veren esnek N-lob yarigina
ATP baglanarak N- ve C-loblarindan olusan konformasyonel degisikliklere ugrar (116).
C-lobundaki tirozin kalintilarinin intrinsik kinaz aktivitesi ve fosforilasyonu, aktivasyon

dongiisiinde Y1054 ve Y1059, kinaz insert alaninda Y951 ve Y1175 ve Y1214 sirasiyla
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Tirozin fosforilasyonu, sitoplazmik adaptor proteinlerinin alimi i¢in baglanma bdolgeleri

olusturur ve sinyalleme yollarin1 baslatir (117).

VEGFR2 aktivasyonunun akis asagisindaki sinyal yollar1 cok sayida hiicresel yolaklara
yol acar. EGFR2 sinyallemesi ayrica FAK alimina (117,118), p38 MAPK aracili aktin
hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesine ve eNOS aktivasyonuna ve vaskiiler

gecirgenlige yol acar. (Sekil 2.4.3.6) (119)

Rp——— ”".d
ot

Apoptoz

S <2

Lizozomal
bozulma

Sekil 2.4.3.6. VEGF-A'nin aracilik ettigi VEGFR-2 sinyal transdiiksiyonu ve degisim
yollar1 (114-119).

Incelenen secici izoformlardan VEGF165anin, VEGFR2 (Y1175 artigr), AKT ve
ERK'nin en yiiksek fosforilasyon seviyelerini indiikledigi gosterilmistir (67). Ek olarak,
VEGF165b, VEGF165a'ya gore azaltilmis etkililige sahip olsa da, VEGF165a'ya benzer
bir potansiyelli tek basmna VEGFR2 eksprese eden HEK293 hiicrelerinde NFAT
tiretimini stimiile edebilir (120). Fenotipik olarak hem transendotelyal elektrik direnci
hem de floresan FITC'ye konjuge edilmis makromolekiiller ile dl¢iilen VEGF165a'ya
kiyasla VEGF165b tedavisi ile azalmig vaskiiler gecirgenlik goézlenmistir (121).
VEGF165a ile karsilastirildiginda, VEGF121a ayrica daha az HUVEC motilitesine ve

cogalmasina neden olmustur (122).
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ECM-bagli izoformlari, VEGF145a ve VEGFI189a, gozlemlenen sinyal yoluna baglh
olarak VEGFR2'de agonizm kapsamindaki degisimleri de gosterir. VEGF165a ile
iliskili olarak VEGF145a, VEGF121a veya VEGF165b stimiilasyonu ile gozlemlenen

biiyiik 6l¢iide de olsa, anjiyojenezi in vivo olarak stimiile edebilmektedir (123).

2014 yilinda tanimlanmasmin ardindan, yeni VEGF-Axe izoformu, VEGF165b ile
fonksiyonel benzerlikleri nedeniyle “anti-anjiyojenik” olarak da tanimlanmistir. VEGF-
Axe, incelenen sinyal yoluna bagli olarak hem tam hem de kismi agonizm kaniti
gostermistir. Bununla birlikte VEGF Axe'nin, HVVEC'lerin vaskiiler gecirgenligini ve
ex vivo migrasyonunu indiikledigi ve ayrica, BAE proliferasyonunu VEGF165a

stimiilasyonu ile karsilastinlabilir bir 6l¢iide arttirdig1 gosterilmistir (104).

Diger RTK'ler ve G proteinine bagh reseptorler icin gosterildigi gibi (124), VEGFR2,
hem plazma membranindan hem de hiicre i¢i boliimlerden sinyal verebildiginden
endozomal sinyalleme gecirir. ERK aktivasyonu VEGFR2 endositozu gerektirir (125)
VEGFR-2, hem plazma membraninda hem de yapisal VEGFR?2 internalizasyonu ve geri
doniisiimiine bagl erken endozomlarda lokalize olur (126). VEGFR2, klatrine bagli
(127) ve bagimsiz mekanizmalar (128) yoluyla icsellestirilebilir. VEGF-A
stimiilasyonunu  takiben, ligand-reseptor kompleksleri 15-20 dakika i¢inde
internalizasyona ugrarlar. Ligand stimiilasyonu ayrica kisa zincirli Rab4-pozitif
endozomlar veya uzun dongii Rabll-pozitif endozomlar araciligiyla VEGFR2'nin
plazma membranma geri doniisiinii tetikler (126). Alternatif olarak, ubikitinasyon,
lizozomal parcalanma icin VEGFR2'nin proteolizini ve degisimi baslatabilir (129),
VEGFR2'nin hiicre ici- geri doniisiim veya bozunma- erken endozomlarda aktive
VEGFR2'nin varligi maksimal ERK1 / 2 ve AKT aktivasyonunu indiiklerken, p38
MAPK sinyal transdiiksiyonu bagimli oldugunda, sinyalleme yanitinin siiresini,

genligini ve 6zgiilliigiinii diizenler (130).

VEGF-A izoformu biyoyararlanimi, ECM ile etkilesime girme yeteneklerinin farkli
sekilde etkilenmesinden biiyiik dl¢iide etkilenmektedir. ECM'ye baglanma, hiicrelerin
yakininda lokalize VEGF-A konsantrasyonlar1 olusturur; bu, daha kisa ve daha diffiiz
izoformlar olusturmak i¢in proteolitik olarak serbest birakilabilir veya boliinebilir ve
anjiyojenik ihtiya¢ zamanlarinda VEGF-A sinyallesmesini artirabilen VEGF-A
gradyanlar1 olusturabilir (131). Ekson 6a tarafindan kodlanan ve VEGF145, VEGF189
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ve VEGF206'da ve ekson 7 kodlu kalintilarda bulunan kalintilar, mutajenezle etkilesime

girebilir (131).

Son zamanlarda VEGF-A / VEGFR2 aracili sinyalleme, bevacizumab kullanilarak
dolasimdaki VEGF-A'nin nétralize edilmesiyle hedeflenmektedir (132).

2.4.3.7. Vazkiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii Reseptor -2 (VEGFR-2 ‘KDR’)

VEGF ailesinden VEGF-A’nin izoformunun altinci kromozomun kisa kolunun onikinci
bantinin iiclincii alt bantinlar1 arasindaki (4ql1-12)’de yerlesim gosterdigi, Terman ve
arkadaslar1 tarafindan bildirilmistir (133). Hiicre yiizey reseptorleri VEGFR-1 ve KDR
olmak tizeri iki cesittir. KDR, tip III tirozin kinaz reseptoriidiir bu tirozin kinaz
enzimleri protein fosforilasyonunda rol oynayan enzimler olarak bilinir. Tirozin
kinazlarm 6nemli bir 6zelligi sinyal iletim mekanizmasinda gorevli olmalaridir. Fetal
Liver Kinase 1(Flk1) olan bir homologu da vardir (Sekil 2.4.3.7)’ da KDR’ nin ii¢
boyutlu yapisi ve genomik lokasyonu verilmistir. (Tablo 2.4.3.7)’ de KDR geni i¢in

NCBI veri tabaninda yer alan kimlik bilgileri verilmistir.

Tablo 2.4.3.7. KDR geni kimlik bilgileri

Lokus NG_012004, 54337 b¢ DNA cizgisel PRI

Tanim Homo sapiens kinaz ekli alan reseptorii
(tip III reseptor

Erisim No NG_012004, NM_002253

Organizma Homo sapiens: FEukaryota; Metazoa;

Chordata; Craniata;



Chr 4

pl6.3
pi6.1
p15.33
p15.31
p15.2
g13.1
ql3.2
gl3.3
g21.21
21.23
g31.21
431.3
g32.1
432.2
432.3
q34.1
q34.3
g35.1
435.2

p15.1
pid
pi3
pi2
ql12

Sekil 2.4.3.7. KDR(VEGFR-2) geni ii¢ boyutlu yapisi ve genomik lokasyonu (135,138).
KDR geni VEGF kaynakli endotel hiicre proliferasyonu fonksiyonunun temel aracidir.
Kinaz alanlarindaki tirozin rezidiilerinin otofosforilasyonu ve endotel hiicrelerindeki
KDR araciligiyla VEGF’ in mitojenik ve kemotaksisitesini aktive ederek VEGF’ in
izoform-1 (VEGF165)’ e baglanmasiyla da hem hiicre membran gegirgenligini artirarak
fosforilasyonu baglatir hem de mitojen aktivite protein kinaz (MAP kinaz), AKT, eNOS
gibi sinyal yolaklarmin aktivasyonu i¢in kolaylik saglar. Bu yolaklar endotel hiicrelerin
cogalmas1 ve gocil icin gereklidir. VEGF-A, VEGF-C ya da VEGF-D’ ye baglanmasi
da dimerizasyonuna ve tirozin rezidiileri yoluyla otofosforilasyona sebep olup KDR
aktivitesi artmasini saglamaktadir. Bu aktivasyon protein tirozin kinaz (PTK) inhibitorii
olan SU5614 (((3Z)-5-Chloro-3-[(3,5-dimethyl-1H-pyrrol-2-yl)methylene]-1,3-dihydro-

2Hindol-2-one) ile inhibe edilir. Bu inhibasyon sonucu ile de embriyonik hematopoezde
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temel gorev alir. KDR proteini, sitoplazmik vezikiillerde de goriiliir ve hiicre membrani,
sitoplazma, nukleus ve erken endozomlarda yerlesim gostermistir. Bir hiicre yiizey 14
belirteci olan KDR proteini sinyalizasyonu endotel prekiirsor hiicrelerin farklilagsmasina
yol acar. Endotelyal progenitor hiicreleri (EPH), endotelyal hiicreler, ilkel ve olgun
hematopoetik hiicreler gibi cok cesitli bolgelerde ifade olabildigi gbzlenmistir. VEGF,
KDR’ ye baglandiktan sonra EPH’ deki ve endotelyal hiicrelerdeki bir¢ok erken sinyal

yolaginin aktive olmasimni saglar (134).

Kinase insert domain-containing receptor (KDR) geninin bilinen 30 ¢esit ekzonu vardir.
1356 aminoasitten olusur ve 151.527 Dalton agirhgindadir. Ikinci ve iigiincii
bolgesiVEGF-A’ ya baglanan hiicre dig1 alam1 (I-VII) ve sistein rezidiileri arasinda
disiilfit baglariyla stabilizedir. 70 aminoasitlil iki ¢esit kinaz-ekli hiicre i¢i bolge alani
ile hiicre dis1 bolgeden ayrilmaktadir. Onaltinci ekzonda 20 aminoasitlik helikal
transmembran alam1 bulunmaktadir. Onsekizinci ekzonda ise 9 aminoasitlik niikleotid
baglanma bolgesiyer alir. Aktif bolge olarak yer alan yirmikinci ekzonunun aspartik asit
(D) kodlayan (GAC) bolgesi KDR geninin ATP baglanma bdolgesi asparajin (K)
kodlayan (AAA) bolgesi olarak yerlesmistir. On yedinci ve yirmialtinci ekzonlari
arasinda yer alan protein kinaz alani ise onyedinci ve yirmialtinci ekzonlar1 arasinda
yerlesmistir. Juxtamembranin 43 aminoasitlik alaninda olusan mutasyon liganddan
bagimsiz reseptor aktivasyonunun olusmasint tetikler. Reseptor aktivitesinin
diizenlendigi bu alan ayni1 zamanda tirozin kinaz alanlarmin baglanma bdolgesi olarak
islev goriir. KDR geninin intraseliiler alandaki 5 tirozin rezidii ana fosforilasyon alani
olarak tanimlanan (Y951, Y1054, Y1059, Y1175 ve Y1214) fosforilasyon alanlarinda
olusan fosforilasyon, hemen yakinindaki aminoasit dizisi ile birlikte yapisinda SH2

bolgesi barindiran sinyal iletim molekiilleri i¢in baglanma bolgesi saglar (135).

2.5. Rop Hastalarmin Klinik Ozellikleri

ROP ilk kez 1984 yilinda uluslararasi bir komite tarafindan ‘‘The International
Classification of Retinopathy of Prematurity -ICROP’’ adiyla siniflandirilma yapilarak
yaymlanmistir. Bu smiflandirmada; Yerlesim alani, Tutulum miktari, Vaskiiler
proliferasyon evresi, Art1 (plus) hastalik varligi olmak iizere 4 parametre mevcuttur

(136).
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2.5.1.Yerlesim Alani

Zon 1: Optik disk merkezli, yar1 ¢ap1 optik disk merkezi ile makiila merkezi arasindaki

mesafenin 2 kati olan dairesel alandir.

Zon 2: Zon 1’in periferik kenar1 ile nazalde ora serrataya tanjansiyel olarak ulasan disk

merkezli daire arasinda kalan alandir.

Zon 3: Temporal retinada zon 2’den arta kalan hilal seklindeki anteriyor alandir (Sekil

2.5.1).

12 1

<+—— C(Clock Hours —=
Zone |l Zone ll
\3
9 ‘ 9 ‘
Ora Serrata

2
|
6 g

Sekil 2.5.1: ROP yerlesimini ve yayginhgmi gostermek i¢in zon suurlarimin ve saat
kadranlarinin kullamildigr sag goz (RE) ve sol goze (LE) ait sema (ICROP revisited
jama ophthalmology 2005) (2005).

Hastaligi yayildig: alan saat 1-12 arasi saat kadran1 veya 30 derecelik meridyenler (saat
kadrani) olarak ifade edilir. Bu siniflamada kolaylikla saptanabilen dort tane anatomik

odak noktasi vardir; “optik sinir, makiila, nazal ora serrata ve temporal ora serrata”.
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2.5.2. Hastahgin Vaskiiler Gelisim Evresi

Evre 1: Demarkasyon hattr: vaskiiler retina ile avaskiiler retina arasinda ince beyaz bir

hat bulunmasi ile karekterizedir.

Evre 2: Hacimli sirt (ridge): vaskiiler retina ile avaskiiler retina arasinda yiiksekligi ve

genisligi bulunan hacimli sirt ile karekterizedir.
Evre 3: Neovaskiilarizasyon: ekstraretinal fibrovaskiiler proliferasyonu mevcuttur.
Evre 4: Kismi retina dekolman1 mevcuttur.

Evre 5: Total retina dekolman1 mevcuttur.
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2.6. ROP Tedavi Uygulamalar
2.6.1. Anti- VEGF Tedavisi

ROP’un temel tedavi prensibi VEGF molekiiliiniin baskilanmasidir. Bu amacla, VEGF
tiretimi avaskiiler retina sahalarmin lazerle yakilmasiyla azaltilmakta ya da, mevcut
VEGF goz igerisine enjekte edilen anti-VEGF ajanlarla bloke edilmektedir. Son yillara
kadar standart tedavi yontemi olarak uygulanan lazer tedavisinin gorme alanim kalici
olarak daraltmasi, miyopi, anizometropi, sasilik gibi komplikasyonlara yol agmas1 yeni
tedavi yontemlerinin gelistirilmesi ihtiyacini tetiklemistir. Lazer tedavisinin olumsuz
yonlerini ortadan kaldirmasi ve yiiksek tedavi basari oranlar1 nedeniyle anti-VEGF

molekiillerin tercih edilme siklig1 her gecen giin artmaktadir (137).

Prematiir yenidogan kan beyin bariyeri term saglikli yenidoganlara gore cok daha
gecirgen oldugundan dolay1 dolasimdaki proteinler ve kimyasallarin santral sinir
sistemine ulagmalar1 ¢ok daha kolay gerceklesmektedir. Anti-VEGF ajanlarin potansiyel
zararlarmin ortaya cikarilmasi zaman alabilir. Bu ajanlarin belirlenebilmesi i¢in yillarin
gecmesi, yenilik¢i teknolojilerin ortaya ¢ikmasi gerekebilir. Yenidogan i¢cin yasamsal
temeli olan VEGF molekiiliiniin sistemik olarak baskilanmis olmasi gelismekte olan
bebek {iizerindeki muhtemel etkilerinin saptanmasi gibi nedenlerle biiyiikk ©nem

tasimaktadir.

2.7. Monositer Progenitor Hiicreler

DC'ler, monositler ve makrofajlar birbirleriyle yakindan iliskilidir ve uzun siiredir
tartisilmis olan ve sadece son zamanlarda farelerde gelistirilen hiicre tipleridir.
Farelerde, DC'ler ve monositler (MDP) ve ortak bir dendritik progenitdr (CDP) hiicreler
son ifade olarak DC ile smirlandirilmistir (138-139). CDP, 6n plazmasitoid DH'leri
(pDCl'ler) ve 6nceki DC'leri (cDC'ler) iiretir, bunlardan ikisi BM'den ayrilir ve dokulara

girmeden ve farkli DC'lerin alt siniflarina girmeden once iiretilir (Sekil 2.7) (140).

Insan monositleri, in vitro kiiltirden sonra, sitokinlerin karisimi ile DC'lerin bazi
fenotipik ozellikleri ile gii¢clii antijen sunan hiicrelere farklilasmak i¢in indiiklenebilirler
(141). Bununla birlikte, bu monosit tiirevli DC'ler, aktive edilmis monositler ile

cDC'lerden daha yakindan iliskilidir (142). Monositler, BM'de ortak monosit
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progenitorlerinden (cMoP'ler) ortaya c¢ikar ve kanda birakilmadan 6nce olgun Ly6Chi
monositlerine doniisiirler. Diger miyeloid hiicreler ile karsilastirildiginda, monositler
BM boyunca asir1 kisa bir gecis siiresine sahiptir ve son boliimlerinden sonra hizla
dolasimda salinir. Sirkiilasyona girdikten sonra Ly-6Chi monositleri, daha uzun émiirli
Ly6Clo monositlerine terminal farklilasmasindan (20 saatlik bir yar1 omre sahip

olmaktan 20 saat Once bir yar1 6mre sahiptir (Sekil 2.7.1) (143,144).

Dolasimdaki monositler, tarihsel olarak doku makrofajlarin1 ve DC popiilasyonlarini
destekleyen Oncii hiicreler olarak goriilmekle birlikte (145), Geleneksel GMP
(Granulosit/monositProgenitor)'ler, dominant olarak graniilosit monosit progenitorlerini

icerir, fakat ayn1 zamanda T hiicrelerine farklilagsabilen bazi hiicreleri de igerir (115).

D
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Sekil 2.7. Insanlarda monosit gelisiminin sematize goriiniimii (146).
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Sekil 2.7.1. Insan dendritik hiicre (DC) hematopoezisin sematik goriiniimii (147).

2.8. Yeni Dogan ve ROP Hastalarinda Monositer Progenitor Hiicreler
2.8.1. Monositer Progenitor Hiicrelerin Akim Sitometri fle Tanimlanmasi

Akim sitometri, hiicre veya partikiillerin akmakta olan bir akiskanin icindeyken
karakteristiklerinin Ol¢iilmesidir. Akim sitometrisi ile bir siispansiyon halindeki hiicre
ya da partikiiller, lazer 15181 ile aydinlatilmakta olan bir bolmeden gecirilir; hiicrelerin
15181 Oniinden gegerken verdikleri sinyaller toplanarak analiz edilir. Olusan sinyallerin
kaynagi, hiicrenin biiyiikliik, graniilarite gibi fiziksel 6zellikleri olabildigi gibi; hiicreye
baglanan c¢esitli fluorokromlar da olabilir. Boylece hiicre ya da partikiiliin
immunfenotipi, DNA icerigi, enzim aktiviteleri, hiicre membran potansiyeli, canlilig1

gibi cesitli 6zellikleri hakkinda bilgi toplanabilir (148).

Akim sitometriler; akigkanlar, lazer optikler, elektronik dedektorler, analog dijital
cevrimciler ve bilgisayarlar: igerir. Optik kisim lazer 15181 yayar ve 1smi1 birkac hiicre

capiin olusturdugu demet iizerine odaklar (Sekil 2.8) (149).
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Sekil 2.8. Akim sitometri genel calisma prensibi. Ornek cihaza konur, boyal hiicreler
borudan tek tek akarak lazer ismindan gecirilir ve hiicreler 151k sa¢ilimi ile fluorosen
verir ve yiiklerine gore ayrilirlar (150).

Akim sitometrede 6zgiil antikorlarla saptanmak istedigimiz monositer progenitor hiicre
yiizeyi ve hiicre i¢i antijenik yapilarin varligi ya da yoklugu saptayabilmek icin
uygulanan testtir. Kullanilan spesifik antikorlara gore istenilen hiicre popiilasyonunun

belirlenmesi islemi ile gerceklestirilir.

2.8.1.Kullanilan Antikorlar ve Baglandigi Bolgelerin Ozellikleri:

Trombosit Endotel Hiicre Adezyon Molekiilii 1 (PECAM-1) (CD31): CD31 antijeni,
immiinoglobulin siiper familyasma bagl 130 kDa'lik bir transmembran glikoproteindir.
Miyeloid soyun kok hiicrelerinde, trombositlerde ve endotel hiicre kavsaklarinda
ekspresyonu gosterilmistir. CD31'in homofilik bir sekilde baglandigi gosterilmistir.
Aymi zamanda heterofilik etkilesimlere aracilik eder, ozellikle CD31, lokositlerin,
endotelyal hiicre duvar1 boyunca, alfa v beta 3 integrinine ve CD38'e yapismas1 yoluyla

gociine katilir. Ek olarak CD31, 16kositlerde, intratostoplazmik tirozin kalintilar1 633 ve
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686'nin fosoforilasyonu ve SHP-1 ve SHP-2 ile tirozin fosfatazlarla sabodan birlesme
yoluyla disardan gelen sinyallemeye katilir. Caligmalar, trombositlerin aktivasyonu ve
agregasyonu i¢in CD31 icin benzer bir etki mekanizmasit oldugunu diisiindiirmektedir

(151).

Kok Hiicre Markin (CD34): CD34 antijeni, iki farkli ekstraselliiser domen ile
yaklasik 110 kDa'lik bir monomerik transmembran fosfo glikoproteindir. Yaklasik 110
amino asitlik zar proksimal alani, muhtemelen bir kiiresel konformasyon
benimsemektedir. Yaklasik 104 amino asitten olusan NH2-terminal alani, hem N-bagli
glikanlar hem de sialile O-bagli karbonhidratlar ile agir bir sekilde glikozile edilir ve
muhtemelen miisin benzeri glikoproteinlerin tipik bir genisletilmis cubuk benzeri
yapisini sergiler. 34 antijeni, tiim soylarin hematopoietik progenitor hiicrelerinde, hem
de en ilkel pluripotential kok hiicrelerde eksprese edilir ve nesiller tarafindan belirlenen
progenitorler farklilastikca yavas yavas kaybolur. 34 antijeni, kilcal endotelyal hiicreler
tizerinde ve kemik iligi stromal hiicreleri iizerinde de bulunur. Normal hematopoez
sirasinda, soy baglilig1 ve hiicresel olgunlasma diizeyine baglh olarak glikozilasyon

varyasyonlarinin olustugu diistiniilmektedir (151).

Tip II integral Membran Glikoprotein (CD38): CD38 antijeni, sitoplazma icinde
NH2-terminali ile bir 45 kDa tek zincirli tip II integral membran glikoproteinidir.
CD38, NAD glikohidrolaz, ADP ribosilsiklaz ve siklik ADP riboz hidrolaz gibi cesitli
aktiviteleri olan bir enzimdir. CD38, aktive edilmis T ve B lenfositleri, NK hiicreleri,
monositler, plazma hiicreleri ve mediiller timositler iizerinde eksprese edilir. CD38
ifadesi, hiicrenin farklilagsmasi ve aktivasyonuna bagl olarak goriinmektedir. B hiicre
soyunda CD38, plazma hiicrelerine terminal farklilasmasi iizerine eksprese edilir.
Benzer sekilde CD38, timositlerde ve aktive edilmis T hiicrelerinde yiiksek seviyede
eksprese edilir. Hem B hem de T soylariin en olgun lenfositleri 38 antijeni ifade etmez.
CD38 yaygin T ve B lenfosit aktivasyonu incelemek i¢in bir isaretci olarak kullanilir
(151).

GM-CSF Reseptor Alfa (CD116): Bir 75-85 kDa molekiilii olan CD116 antijen, insan
graniilosit monosit koloni uyarici faktor (GM-CSF) reseptor alfa zinciridir. 116 antijeni,
lenfositler tarafindan degil, onciillerinin yani1 sira monositler ve graniilositler tarafindan

da ifade edilir. Ayrica endotel hiicreleri, fibroblastlar ve langerhans hiicreleri lizerinde
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bulunur. CD116, IL-3 ve IL-5 reseptorlerinin ortak beta zinciri (CDw131) ile GM-CSF

icin yiiksek afiniteli bir reseptorden olusur (151).

S-Endo (CD146): CD146 molekiilii, immiinoglobulin siiper ailesine (IgS) ait, 118
kDa'lik bir molekiiler agirliga sahip olan tek zincirli bir transmembran glikoproteindir.
Hiicre dis1 yap1 beg Ig benzeri alandan olusur: iki V tipi ve ii¢ C2 tipi Ig benzeri alan.
146 antijeni Igs ailesinin hiicre adezyon molekiilleri ile ilgilidir ve varlig: tek tabakali
biitiinliik bolgelerinde yogunlasir. CD146, endotelde yapisal olarak eksprese edilir ve
ayrica diiz kas hiicreleri ve orta trofoblastlar gibi diger hiicre tiplerinde de gdzlemlenir.
Periferal tam kan 16kositleri arasinda CD146 ekspresyonu saptanmaz, aktive edilmis T-

lenfositlerin alt kiimesinde beklenir (151).

Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii Reseptor 2 (CD309): KDR (kinaz insert alan
reseptoril) veya flk-1 (fetal karaciger kinaz 1) olarak da adlandirilan CD309 antijeni
VEGEF (vaskiilerendotelyal biiylime faktorii) alici ailesine aittir. VEGFR-2 olarak bilinir
ve VEGF ailesinin (VGEFR-1 (flt-1), VEGFR-2 (kdr / flk-1), VGEFR-3'lin (flt-4)) iic
hiicre sinaling tirozin-kinaz reseptorlerinden biridir ve vaskiiler gelisim ve vaskiiler
gecirgenligin diizenlenmesinde anahtar rol oynar. Bu reseptorler hiicre disi kisimlarinda
yedi immiinoglobulin benzeri alan ve hiicre i¢i kistmlarinda iki tirozin kinaz alani igeren
transmembran proteinlerdir. KDR geni, 4q11-q12 kromozomunu esler. CD309, VEGF
icin reseptordiir, ayn1 zamanda VEGF-C, VEGF-D ve VGEF-E'yi de baglar. VEGF
endotelyal hiicrede eksprese edilen 309'a baglanma yoluylaendotel hiicre
proliferasyonunu indiikler ve hiicre gociinii tesvik eder. CD309 embriyogenezin erken
asamalarinda ifade edilir. VGEF'nin, kan damarlarinin permeabilizasyonunun yani sira
anjiyogenezin in vivo olarak indiiklenebildigi ve vaskiilojenez regiilasyonunda merkezi
bir rol oynadig1 gosterilmistir. Hem hematopoietik hiicreler hem de hemoangioblast
olarak adlandirilan endotelyal hiicreler icin bir CD34 +- CD309 + ortak prekiirsorii
tanimlayan CD34 pozitif hiicrelerde ifade edilir (151).

2.9. Molekiiler Analiz Yontemleri
2.9.1.Real time PCR

Real-time PCR DNA’nin cogaltimini ve iiriinlerini tek bir tiipte belirlemeyi miimkiin
kilan ¢ok yakin bir zamanda uygulamaya konulan popiiler bir metotdur (154). Gen

anlatimi- nin analizini degistiren bu metot ile geleneksel PCR yontemi ve gen analizi
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birlestirilmistir. PCR ¢ogaltimin1 goriiniir hale getiren ve monitorize edebilen floresan
isaretli prob ve boyalarm kullanildigi, floresanin olusan DNA ile dogru orantili olarak
arttigr bir ¢ogaltma yOntemidir. Bircok isimlendirilme yapilan bu teknoloji yabanci
yaymlarda “kinetik PCR”, “homojen PCR”, “kantitatif Real-time PCR” gibi cesitli
adlarla da isimlendirilmektedir (152).

Biyolojik drneklerden elde edilen DN A’nin kopya sayisini sayisal degerlere doniistiirme
ve mRNA’nin diizeyini sayisal olarak belirleyebilme en cok kullamilan alanlarmi
olusturmaktadir. Bu amaglarla kullanimmin yani swra tek nokta mutasyonlarini
belirleme, patojen belirleme, DNA hasar1 belirleme, metilasyon tespiti, SNP analizi,
kromozom bozukluklarinin tespiti gibi caligmalarda da kullanim alanlar1 mevcuttur
(153).

Real-Time PCR’da iki farkli calisma prensibi vardir. Bunlardan ilki diziye 0zgii
olmayan belirleme yontemidir. Bu yontemde “SYBR Green I gibi DNA’ nin ¢ift iplikli
haline baglanan floresan boyalar kullanilir. Diger yontemde ise diziye 0zgii problar
kullanilir. Bu problar Real-Time PCR cihazlar1 tarafindan saptanabilecek florofor
icerirler ve DNA’daki spesifik bolgesine baglanirlar. Cok farkli sekillerde dizayn
edilmis problar bulunmaktadir. Bunlar; hidroliz (TagMan) problari, molekiiler beacon,

hibridizasyon problari, LightUp prob, scorpion prob ve single problardir.

Calismamizda FAM ile etiketlenmis, kilitli niikleik asit (LNA / locked nucleic acid)
iceren hidroliz problar1 (Roche RealTime ready Catalog/Designer Assays)
kullanilmistir. Hidroliz problarinin 5° ucunda birraportdr (R) florofor (6r. FAM), 3’
ucunda ise floroforun yaydigi 15181 baskilayan (Quencer / Q) bir boya (6r. TAMRA)
bulunur. Prob PCR’1n baglanma asamasinda hedef dizisine baglanir. Uzama asamasinda
Taq DNA polimeraz proba ulastiginda 5° ekzoniikleaz aktivitesi gosterir ve probu 5’
uctan yikmaya baslar. Boylece baskilayici boyadan kurtulan raportor floroforun isimasi
tespit edilir. Her dongiide iiretilen amplikon miktarina bagl olarak cihaz tarafindan

tespit edilen sinyal siddeti de artar.

PCR amplifikasyon egrilerinde eksponansiyel, lineer ve plato fazi olmak tizere 3 saftha
gozlenir (Sekil 2.9.1). Eksponansiyel fazda reaksiyon verimi tamdir, iiriinler geometrik
olarak artar. Real-Time PCR’da degerlendirmeler bu fazda yapilir. Lineer fazda

reaksiyon bilesenleri tiikkenmeye baslar ve reaksiyon yavaslar. Plato fazinda ise
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reaktifler artik tiikenmistir, iirlin yapimi durur. Real-Time PCR’da pozitif reaksiyon
floresan sinyallerinin birikimi ile saptanir. Ct (Cycle threshold / Esik dongii) degeri bu
floresan sinyallerin esik seviyeyi astig1 dongii sayisidir. Ct degeri ile hedef niikleik asit
miktar1 arasinda ters orant1 vardir. Diisiik Ct degerleri 6rnekte daha yiiksek miktardaki

hedef niikleik asit varligini ifade eder.

A
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Esik cizgisi

>
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Sekil 2.9.1. Real-Time PCR amplifikasyon egrisi ve fazlar

Kantitatif ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (qQRT-PCR) teknigi, mRNA
ekspresyonu diizeylerinin kantitatif olarak saptanmasmi ve Olgiilmesini saglayan

oldukca hassas fleurosan tabanl bir PCR teknolojisidir.
PCR (qPCR)

PCR (qPCR) tekniginin dahil edilerek RT-PCR tekniginin RNA kantitasyonunda
kullanilmasina olanak saglar. Ik asama, revers transkriptaz enzimi kullanilarak RNA
kaliplarmin cDNA’ya doniistiiriilmesi (RT-PCR) reaksiyonlarini icerir. ikinci asama ise
PCR amplifikasyonu (qPCR) ile ilgili reaksiyonlar: icerir. qRT-PCR’mn iki farkli
uygulamast mevcuttur. Bu uygulamalardan biri, cDNA sentezinden PCR
amplifikasyonuna kadar olan biitiin reaksiyonlarm tek bir tiipte gerceklestirilmesidir.
Ikinci uygulama ise iki asamali bir siire¢ olup, RT-PCR ve qPCR ayri tiiplerde
gerceklestirilir. Tek asamali reaksiyonda baslangic RNA kaliplar1 yikima daha

yatkindir. Ayrica, tek asamali reaksiyon iki asamali reaksiyona gore daha az hassastir.
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2.9.2.Gen Polimorfizm Belirleme Yontemi

Gen polimorfizmleri (“single nucleotide polymorphisms”), genomik DNA’n>n bir
popiilasyonun normal bireyleri aras>nda farklilik gosterdigi tek baz-cifti degisiklikleridir
(154). Gen polimorfizmin de kullanilan en yaygm yontemlerden birisi hasta DNA

ornegi kullanilarak yapilan real time PCR uygulamalaridir.

Polimorfizm analizi, geleneksel olarak polimeraz zincir reaksiyonu-baglantili
restriksiyon fragment polimorfizmi (PCR-RFLP) yontemi ile yapilmaktadir. Bu yontem,
polimorfizmi ortaya ¢ikaran baz degisiminin bir restriksiyon enzimi i¢in yeni bir kesim
yeri ortaya ¢>karmasi veya mevcut olan bir kesim yerini ortadan kaldirmasina bagh
olarak, polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilan fragmentin enzim kesimi sonucunda
normal durum ile polimorfik allel arassnda uzunluk farkliklarinin (veya

polimorfizminin) izlenmesi esasina dayanir.

ROP hastalarnda KDR gen polimorfizmi ilgili genin belirli ekzonunda mutasyona
sebep oldugu bilinmektedir. Bu amagla KDR gen polimorfizmi ile ilgili mutasyon

belirlenmeye calisild.
2.9.3. Gen Ekspresyonu Yontemi

Bir hiicrede gen anlatimi(ekspresyonu) olan her mRNA i¢in oligoniikleotid etiketleri
(yaklasik 10 baz boyunda) kullanilmakta ve bir seri islemden sonra klonlanip
dizilenerek her bir iiriin degerlendirilmektedir (155). Boylece her bir etiketli iiriin bir
mRNA'ya karsilik gelmekte ve etiketlerin sayis1 da mRNA'nin miktarim vermektedir.
Bu yontem, dizisi bilinen genler i¢in uygulanabilmektedir ve etiketlerin birbirleri ile
benzesmemesi ©nem tagimaktadir. iki farkli kaynaktan elde edilen gen anlatim
verilerinin karsilastirilmasmna gore farkli eksprese edilen genlerin tanimlanmasinda

kullanilmaktadir.

Gen ekspreyonunda kullanilan en yaygin yontemlerden birisi hasta RNA 0Ornegi

kullanilarak yapilan real time PCR uygulamalaridir.

ROP hastalarinda KDR gen espresyonun hastalik olusum siirecinde etkili oludugu ve
endotel hiicrelerin yiizey profilini etkiledigi bilinmektedir. Bu amacla KDR gen
ekspresyonun Olgiilerek bireylerin hastalik egiliminde bir etkisi olup olmadigi

anlagilmaya calisildi.



3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, TYL-2017-7276 numarali proje olarak Erciyes Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri (BAP) Birimi tarafindan desteklenmis ve Erciyes Universitesi Etik

Kurulundan onay almmustir.

Calisma; Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi immiinoloji Anabilim Dali Immiin
Yetmezlik Arastirma Laboratuvar’ina, yiiriitiilldii. Hasta ve kontrol grubu Erciyes
Universitesi Goz Hastaliklar1 ABD prematiire retinopatisi (ROP) polikliniginde takip
edilen ayaktan hastalar ve Pediatri ABD’ yenidogan servisinde kontrol altinda bulunan
11 premature bebekten EDTA’l1 tiiplere alinan 2 mL periferik kan onekleri ile yapildi.
Calisma 2016/322 nolu ve 27.05.2016tarihli etik kurul onay1 ¢ercevesinde yiiriitiildii.

Hasta ve kontrol drneklerinin ailelerinden arastirma i¢in yazili onay alindi.

3.1. Alet ve Cihazlar

Flow sitometrik analiz ve genetik analiz i¢in kullanilan alet ve cihazlar;

1. Niive NF800 model santrifiij cihazi,
Gilson pipet 1-10 uL, Socorex acura pipet 825 10-100 uL ve 100-1000 uL

N

otomatik mikropipetler,

Vorteks cihazi (MRC SI-100),

Real Time PCR cihazi (LightCycler® 480 II- Roche Diagnostics GmbH)
Spektrofotometre (ThermoScientificNanoDrop 2000)

Termomikser cihazi (EppendorfThermoMixer C)

Termomikser cihazi (T-Shaker — EuroClone)

Plate santrifiij cihazi (CentrifugePerfectSpin P, Peqlab)

A S AR L

Santrifiij cihazi (Micro 200R HettichZentrifugen)
10. Derin Dondurucu (-20°Beko)



11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
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Distile Su Cihazi (Millipore Direct-Q 3 with UV)

Pyrosekans cihazi (PyroMark Q24 — QIAGEN)

PCR cihaz1 (Thermalcycler Labcycler- SensoQuest GmbH)

PCR cihazi (Thermalcycler T100™ ThermalCycler- Bio-Rad)

Real Time PCR cihazi (LightCycler® 480 II - Roche Diagnostics GmbH)
Spektrofotometre (ThermoScientificNanoDrop 2000)

Termomikser cihazi (EppendorfThermoMixer C)

Termomikser cihazi (T-Shaker — EuroClone)

Plate santrifiij cihazi (CentrifugePerfectSpin P, Peqlab)

Santrifiij cihazi (Micro 200R HettichZentrifugen)

3.1.1. Kitler ve Kimyasal Maddeler

Flow sitometrik analiz i¢in yapilan ¢alismada kullanilan kitler ve kimyasal maddeler;

1
2
3.
4

10X Stem Cell Lysing Soliisyonu (BD Bioscience)

10X FACS Lysing Soliisyonu (BD Bioscience)

10X FACS Permeabilizing Soliisyonu (BD Bioscience)

CD31 FITC, CD146 PC5, CD144 PE, CD34 ECD/PC7, CD38 FITC / A750,

CD116 PE, (Beckman Coulter, USA)

5.
6.

Beckman Coulter hiicre yikama soliisyonu (Beckman Coulter, USA)

CD45 KO (Beckman Coulter, USA)

Genetik analizde kullanilan kitler ve kimyasal maddeler;

7.
8.
9.

10.
11.
12.
13.
14.
15.

High Pure RNA Isolation Kit (Roche)

High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche)
LightCycler® FastStart DNA MAster HybProbe (Roche)
Light SNP KDR Cys-482Arg rs34231037

LightCycler® 480 Multiwell Plate 96 (Roche)

EvoScript Universal cDNA Synthesis Kit (Roche)
RealTime ready Catalog Assays (Roche)

RealTime ready Designer Assays (Roche)

LightCycler® 480 Probes Master (Roche)
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3.2 Akim Sitometrik Analiz Uygulamalarn
3.2.1. Monositer Progenitor Hiicrelerin Akim Sitometri ile Tanimlanmasi

Orneklerde lenfoid hiicre dagilimi (T, B, NK) ile ayrica monositik ve endotelyal kok
hiicrelerdeki yiizey markirlarin ekspresyon diizeyi ve hiicre sayilar1 hesaplandi.
Calismada, CD31FITC, CD34 ECD/PC7, CD38 FITC / A750, CD116 PE, CD146 PC5

markirlart kullanildi.
Akim sitometri ¢caligmasina baslamadan 6nce solisyon ve kimyasallar hazirlandi.

Eritrositlerin lizisi: 10X FASC lizis ¢alisma soliisyonu hazirlanmasi; 1 birim FACS
lizis stok soliisyonu / 9 birim distile su ile karigtirilarak lizis ¢alisma soliisyonu elde

edildi. Eritrositlerin lizisi amaciyla kullanildi.
3.2.1.1.Akim Sitometri Ornek Hazirlama islem Basamaklari;

1. Her bir kontrol ve hastadan alinan 300 puL kan 6rnegi ayr1 flow tiiplerine eklendi.

2. Her bir 6rnek icin 2 flow tiipii kullanildi. 1. Tiipe; CD31FITC, CD34 ECD, CD38
A750, CD146 PCS5, markerlar1 5 ‘er UL eklendi. 2.Tiipe ise; CD45 KO, CD34 PC7,
CD38 A750, CD116 PE 5 ‘er uL eklendi. Her bir ornek sayisi kadar flow tiipiinde
hazirlandi. Soliisyonun tam karisabilmesi icin iyice vortekslendi. 20 dk inkiibasyon

islemi uygulandi.

3. Her bir Ornekten alman 300 pL kan Ornegi iizerine 10 kat dilie lizis
soliisyonundan 2 mL eklendi ve elde edilen karisim karanlikta 10 dakika inkiibasyona
birakildi.

4.  Siire sonunda tiim orneklere 2 mL hiicre yikama soliisyonu eklenerek oda

sicakhiginda 1500 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi.
5. Ust faz uzaklastirildi. Ayni islem ii¢ kez tekrarlandi.
6. Daha sonra hiicreler bekletilmeden dogrudan akim sitometrede analiz yapildi.

7. Analiz, Beckman Coulter Navios model akim sitometre cihaz1 ve Kaluza yazilimi

programu kullanilarak yapild.

8. Kullanilan 2 tiipteki ornekler analiz edilirken uygun dedektor ayarlar1 yapildi ve

FL1’ de kompanzasyon sifir olarak secildi ve okuma 1.000.000 hiicre sayimu ile yapildi.
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9. Akim sitometrik analiz sonrasinda hematopoetik ve endotelyal kok hiicreler
secilerek floresan yogunluk histogram olarak gosterildi. Histogram goriintiilerinde

geometrik ortalama degerleri hesaplanarak SI degerleri elde edildi.

10. Kullanilan kontoller i¢in de ayni1 islem basamaklar1 kullanildi.
3.2.2. Hasta Ornekleri ve Kontrollerde immatiir Monosit Sayisinin Akim Sitometri

ile Hesaplanmasi

Bu amacla her bir kan Orneginden 1 milyon (1x10°) hiicre akim sitometri cihazinda
saydirildi. Bu sayidaki hiicre icerinde mevcut olan endotel kok hiicre/monositik dncii
hiicre oran1 kapilama yapilarak say1 olarak hesaplandi.

3.2.2.1. immatiir Monosit/Endotel Kok Hiicre Sayisinin Hasta ve Kontrollerde

Hesaplanmasi

CD116" immatiir hiicre sayis1 icin; Hem hasta hem de kontrol drneklerinde ayni
sekilde kapilama yapilip toplam hiicre sayisindan CD116 pozitif hiicre degerleri verildi.
Analiz ekraninda CD116/SS grafiginde (plotunda) SS grafiginde 10° ve 10° arasindaki

CD116" hiicreler kapilanip, degerler toplam hiicre sayisina gore verildi.

CD31* hiicre sayis1 icin; CD31/SS grafiginde(plotunda) SS grafiginde 10° ve 10’

arasindaki CD31+ hiicreler kapilanip toplam hiicre sayisina gore degeri verildi.

CD34" hiicre sayis1 i¢in; CD34" hiicre degeri verilirken, CD45 dimdeki lenfositler
kapilanir ve CD34/SS grafiginda lenfosit kapisi secildi. Daha sonra CD34/SS

ekranindaki CD34" hiicre alan1 kapilanip ve toplam hiicre sayisina gore deger verildi.

CD38" hiicre sayis1 icin; CD45 dimdeki lenfositler kapilamp CD34/SS grafiginda
lenfosit kapis1 secildi. Daha sonra CD34/SS ekranindaki CD34+ hiicre alani kapilanip
CD38/SS grafiginde CD34 kapist secilip CD34" hiicrelerin i¢indeki CD38" hiicrelerin

toplam hiicre sayisina gore degeri verildi.

CD146" hiicre sayis1 i¢in; CD45 dimdeki lenfositler kapilanir ve CD34/SS grafiginda
lenfosit kapis1 segildi. Daha sonra CD34/SS ekramindaki CD34" hiicre alani kapilanip
CD146 /SS grafiinde CD34 kapis1 almip CD34" hiicreler icinden CD146" hiicre degeri

bulunup toplam hiicre sayisina gore deger verildi.
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3.3. Polimorfizm Calismasi
3.3.1. DNA izolasyonu

Kandan genomik DNA eldesi icin High Pure PCR Template Preparation Kit

kullanilmastir.

Hasta (10) ve Kontrol grubu (8) ‘den EDTA’l tiipe 2 ml periferik kan alimmustir ve

DNA eldesi i¢in asagida siralanan agamalar uygulanmustir.

Liyofilize haldeki Proteinaz K’ya 5 ml distile su ilave edildi. Inhibitér Removal Buffer
20 ml etanol eklenerek, yikama soliisyonu (wash buffer) 80 ml etanol eklenerek

hazirlandi. On hazirlik asamasindan sonra asagidaki islem siralamasi uygulandi;

1,5 ml lik ependorf tiiplere 200 pl kan 6rnegi alind1.

1.

2. Uzerlerine 200 pl Binding Buffer ve 40 ul Proteinaz K eklenerek iyice karistirildi.

3. Karisim 10 dakika 70 °C’de inkiibasyona birakildu.

4. DNA ¢oktiirmesini saglamak i¢in, daha sonra her tiipe 100 pl isopropanol eklendi ve
pipetle karistirildi.

5. Hasta sayis1 kadar toplama tiipti ¢ikartildi ve her birine filtreli tiip yerlestirildi.
Hazirlanan bu karigim toplama tiiplerine aktarildi.

6. Tiplerdeki karistm 8000x g’ de 1 dk. santrifiij edildi.

7. Toplama tiipleri atild1 ve filtreli tiipler yeni toplama tiiplerine alindi.

8. Her tiipe 500 pl inhibitor removal buffer eklendi ve 8000x g’ de 1 dk. santrifiij
edildi.

9. Toplama tiipleri atild1 ve filtreli tiipler yeni toplama tiiplerine alindi.

10. Her tiipe 500 pl yikama soliisyonu (wash buffer) eklendi ve 8000x g’ de 1 dk.
santrifiij edildi.

11. Toplama tiipleri atild1 ve filtreli tiipler yeni toplama tiiplerine alinda.

12. Her tiipe 500 pl yikama soliisyonu (wash buffer) eklendi ve 8000x g’ de 1 dk
santrifiij edildi.

13. Toplama tiiplerindeki s1v1 dokiildii ve tekrar 13000x g’ de 10 saniye karistirildi.

14. Toplama tiipleri atild1 ve filtreli tiipler 1,5ml’ lik ependorf tiiplerine alindi.

15. Her tiipe 6nceden ependorflara boliinerek hazirlanmis ve 70 °C’de bekleyen elution
buffer dan 200 pl eklendi.

16. Ependorf tiiplerindeki karistm 8000x g’ de 1 dk. santrifiij edildi.
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17. Elde edilen DNA 6rneklerini nano drop ta konsantrasyonu 6lgiildii her bir 6rnegin
tizerine yazildi.

18. DNAGOrnekleri sonra calisilmak iizere -20 derecede saklandi.

3.3.2. Real-Time-PCR Kiti ile KDR Gen Polimorfizmi Analizi

Calisma Real-Time PCR sisteminde FastStart DNA Master HybProbe kullanilarak
yapilmigtir. DNA 6rnegi Amplikon PCR dongiisiiniin annealing basamaginda hibridize

olan spesifik problar kullanilarak floresan ig1mayla belirlenmistir.

Reaksiyon karigimi hazirlanmadan 6nce LightCycler® 480 cihazi acildi ve cihazim self-
test yapmasi saglandi. Daha sonra sisteme c¢alisilacak polimorfizmlerinin analizinde
kullanilacak olarak protokol yiiklendi. Hasta listesi girisi yapild1 ve sistem ¢alisma icin
hazir duruma getirildi. Reaksiyon karigimi i¢cin gerekli olan reaksiyon karigimi ve

kontrol soliisyonu asagidaki islem basamaklar1 uygulanarak hazirland:.

Kit kullanilincaya kadar —20°C’de bekletildi. Malzeme tekrar tekrar dondurup ¢6zdiirme

islemlerinden uzak tutuldu.

PCR Master karisimlar1 hazirlanmaya baslanmadan once LightCycler® 480 acildi ve
cihazin self-test yapmasi saglandi. Cihaza asagidaki PCR programi yiiklendi (Tablo
3.3.2).

PCR miksi agsagidaki miktarlar eklenerek hazirland;

1. LightCycler® Fast-Start Enzim (1a) ve Fast-Start Reaksiyon Karisimi Hyprobe (1b)
karistirild: ve karigima LightCycler® Fast-Start DNA Master Hyprobe yeni ismi
etiketlendi.

Tablo 3.3.2. Polimorfizm analizi icin Master PCR karisimm

Bilesenler Miktarlar1
LightCycler® Fast-Start DNA Master Hyprobe 2wl
MgCI2 stok soliisyonu (Mavi Kapak) 1,6 ul
SNP Primer/Probe 1wl
PCR-grade su (renksiz kapak) 13,4 ul
Toplam Hacim 18 pl
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2. 1.5 ml'lik reaksiyon tiipiinde reaksiyon sayisina gore cizelgede verildigi sekilde
reaksiyon miksi hazirlandi. Icinde master miksin bulundugu 1B (beyaz renkli kapak)
tiipiiniin tamamu igerisinde FastStart enzimin bulundugu 1A (kirmizi renkli kapak)

tiipiine aktarilir. Bu karisim hafif el hareketleriyle karistirildiktan sonra spin yapildi.
3. Platedeki her kuyucuga 18l reaksiyon karisimi dagitildi.

4. Platedeki kuyucuklarda hava kabarcigi olup olmadigi kontrol edildi. Hava kabarcigi
olusmussa plate uygulanan vibrasyon hareketiyle meydana gelen hava kabarcigir yok

edildi.

S. Her calismada bir negatif ve bir pozitif kontrol kullanildi. Negatif kontrol i¢in ilk
kuyucuga 2 ul PCR grade su, pozitif kontrol i¢cin ise son kuyucuga daha Onceden
calistigim bildigimiz DNA 6rneginden 2 pl eklendi.

6. Diger kuyucuklara analiz edilecek ornekler sirasiyla 2°ser pl dagitild.

7. Platedeki kuyucuklarda hava kabarcigr olup olmadig: tekrar kontrol edildi. Hava
kabarcig1 olugsmussa plate uygulanan vibrasyon hareketiyle meydana gelen hava

kabarcigi yok edildi.
8. Plateler’in tizeri LightCycler®480 sealing foil ile sikica kapatildi.

9. Plateler 1000rpm de 10 sn santrifiij edildikten sonra asagidaki SNP PCR programinda
LightCycler®480 cihazina yiiklendi (Tablo 3.3.2.1).
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Tablo 3.3.2.1. Polimorfizm analizi i¢in PCR 1s1 dongiileri ve siireler

Dongii sayisi Sicaklik Siire Sicaklik gecis
orani(°C/sn)

Denatiirasyon 1 95°C 10 dk 4,4
95°C 10sn 4,4
Amplifikasyon 45 60°C 10 sn 2,2
72°C 15 sn 4,4
Erime Egrisi 1 95°C 30sn 4,4
Analizi 40°C 2 dk 1,5
75°C - 0.2
Soguma 1 40°C 30sn 1,5

10. Analiz iglemi, 45 dongii sonunda LightCycler®480’e ait 2 versiyonda analiz
programu kullanilarak yapilda.

11. Tm (melting temperature)’deki +/— 1.5°C’lik sapmalar kabul edildi.
12. Sonuglar degerlendirildi.

3.4. Hasta ve Kontrol Orneklerinde Ekspresyon Calismasi

Periferik Kandan RNA Eldesi: Hastalarin RNA’lari, periferik kandan High Pure RNA
Isolation Kit ile izole edildi. RNA izolasyonu i¢in kullamilan c¢ozeltiler ve islem

basamaklar1 asagida verilen sekilde uygulandi.

Kimyasal Maddeler

High Pure RNA Isolation Kit (Roche) kit madde ve icerikleri verilmistir. (Tablo 3.4)
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Tablo 3.4. RNA izolasyonu kimyasal madde igerikleri

Madde Icerik
e 25ml
Lysis/-Binding Buffer e (4.5M guanidine-HCI, 50mM Tris-
HCI, 30% Triton X-1008w/v, PH
6.6(25°C)
Dnase 1
¢ 10 KU lyophilized Dnase I
e Resuspend in 0.55 ml Elution
buffer)
e 10ml
Dnase Incubation Buffer e M NaCI, 20mM Tris-HCI ve
10nM MnClI,, PH 7.0 (25°C)
e 10ml
Wash Buffer | e 20ml Ethanol eklendi
¢ 5M guanidine hydrochloride ve
20mM Tris-HCI, pH 6.6 (25°C)
e 10ml
Wash Buffer 11 ¢ 40ml Ethanol eklendi
e 20mM NaCl, 2mM Tris-HCI, PH
7.5(25°C)
e 30ml
Elution Buffer e Su, PCR grade

Kullanilan ek malzemeler: RED-CELL lysis solisyonu, 10XPBS soluition
3.4.1. Gen Ekspresyon Cahsmasi islem Basamaklar

Calismaya baslamadan 6nce soliisyon ve kimyasallar hazirlandi.

RED-CELL lysis solisyonunun hazirlanmasi; 2 1t i¢in 16.4gr Ammonium chlorid, PH’1
8 %99,5 ‘lik 4mL EDTA, 2 It icin 2 gr Potassium bicarbonate eklenip mix karigimi
yapildi.

1.  Her bir 6rnek i¢cin 15ml ‘lik falkon tiiplere 1ml periferik kan’in tizerine 3ml RED-
Cell lysis solisyonu eklendi. 10dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
ornekler 500 x g de 5 dk santrifiij edildi.

2. Santrifiij sonras1 iist faz dokiildii ve iizerine tekrar RED-Cell lysis solisyonu

eklendi. 5 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Siire sonunda ornekler 500 x g de
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5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda iist faz alindi ve kalan pellet kolonlara

aktarildi tizerine 200ml PBS eklenerek ¢ozdiiriildii.

3. Cozdiirilen Orneklerin iizerine 400uL Lysis/-Binding buffer eklenerek 15 sn
vortekslendi ve 8000 x RCF/g ‘de 15 sn santrifiij edildi.

4.  Kolondaki sivi dokiildii. Steril bir ependorf tiipe; Hasta basi 90 uL. Dnase
inkiibasyon buffer ve 10 uLDnase I ‘den mix karigimi olusturuldu. Homojen bir karisim
elde etmek icin karisim vortekslendi. Her hasta i¢in 100’ er uLL eklendi ve 15 dk oda
sicakliginda inkiibasyona birakildu.

5. Siire sonunda bekletilen orneklerin iizerine S00uL Wash Buffer I eklenerek 8000x
RCF/g ‘de 15sn santrifiij edildi. Kolonda kalan siv1 dokiildii.

6.  Kolon iizerinde kalan filtrenin iizerine 500 pL. Wash Buffer II eklenerek 8000x
RCF/g ‘de 15sn santrifiij edildi. Kolonda kalan sivi dokiildii. Bu islem 200 uL Wash
Buffer II eklenerek 13000x RCF/g ‘de 2 dk santrifiij edilmek i¢in tekrarlandi. Ayni
islem hicbir madde eklenmeden bir kez daha tekrarland1 (13000x RCF/g ‘de 2 dk

santrifiij).

7. Son olarak hazirlanan ependorf tiiplerin iizerine filtreler yerlestirildi ve 50 pL
Elution Buffer eklenip 5 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 8000x
RCF/g ‘de 1dk santrifiij edildi.

8.  Epondorf tiiplerde kalan sivi RNA ‘dir. Calisma i¢in kullanilmak iizere -80°C’ de
muhafaza edildi.

3.4.2. Elde Edilen Total RNA Safhgmin Olciilmesi

Izole edilen RNA 6rnekleri, NanoDrop Scientific™ 1000 (cihazi ile 6lgiildii. RNA
konsantrasyonu 260 nm’deki optik dansitesinden (OD), saflig1 da 260nm / 280nm’deki
OD oranindan saptandi. RNA konsantrasyonunun ve safliginin hesaplanmasinda

kullanilan formiiller asagida belirtildi.
RNA konsantrasyonu (ng / pl): OD 260 nm x seyreltme faktorii x 40
RNA saflligi: OD 260/ OD 280 > 2.0

OD 230/260 > 2.0
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Birinci Normalizasyon: Calismamizda cDNA sentezi i¢in gerekli her bir RNA

Orneginin konsantrasyonu reaksiyon basia 1 pg olacak sekilde esitlendi.
3.4.3. qRT-PCR ile KDR Gen Ekspresyonu olciimii

Bizim caliyjmamizda, aday genimizin ekspresyon diizeyini iki basamakli qRT-PCR

reaksiyonunu kullanarak belirlendi.
RT-PCR cDNA Sentezi:

RT-PCR tekniginde, ters transkriptaz enzimi kullanilarak RNA kaliplar1 cDNA’ya
doniistiiriiliir. Calismamizda kalip RNA’larin cDNA'ya doniistiiriilmesi, cDNA sentez
kiti kullanilarak asagidaki protokole gore yapildi.

e RNA’lar son konsantrasyonlar1 2.5ug olacak sekilde (Tablo 3.4.3)’de
gosterildigi gibi primer ve kalip RNA karigimi PCR tiiplerinde hazirlandi.

Tablo 3.4.3. cDNA sentezi i¢in kalip RNA ve primer karisimi (1 reaksiyon ig¢in)

Bilesenler Hacim Son Konsantrasyon
RNA Degisken 2.5 ug
Random Hexamer Primer, 4ul 60 uM
600 pmol/ pl
dH,O Degisken Toplam hacim 18 ul olacak

sekilde tamamlanir.
Toplam Hacim 18ul

e Kalip — primer karigim tiipleri denatiirasyon i¢in 65°C’de 10 dakika
bekletildikten sonra tiipler hemen buz lizerine alinip sogutuldu.
e Kalip — primer karisimini igeren tiiplere revers transkripsiyon i¢in kalan

bilesenler (Tablo 3.4.3.1)’de belirtilen miktarlarda eklendi.
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Tablo 3.4.3.1. Revers transkripsiyon karisimm bilesenleri

Bilesenler Hacim Final Konsantrasyonu
Transcriptor High Fidelity Reverse 4 ul Ix (8mM MgCl,)
Transcriptase Reaction Buffer, 5x conc.
Protector RNase Inhibitor, 40U/ul 0.5 ul 20U
Deoxynucleotide Mix, 10mM 2ul ImM
DTT I ul SmM
Transcriptor High Fidelity Reverse 1.1l 10U
Transcriptase
Toplam Hacim 8.6 ul
Final Hacim 20 pl

e Tiipler PCR cihazma konuldu ve 10 dakika 29°C’de, 60 dakika 48°C’de inkiibe
edildi (Tablo 3.4.3.2).

Tablo 3.4.3.2. cDNA sentezi i¢in gerekli sicaklik dongiisii

Sicaklik (°C) Siire (Dakika)
42°C 15
85°C 5
65°C 15
4°C %

e Inkiibasyon sonrasi drnekler hemen buz iizerine alind1 ve -20°C’de sakland.
Ekspresyon Analizi

Ekspresyon calismasi LightCycler®® 480 II cihazi ile yapildi. Analizler LightCycler®
480 Software (release 1.5.0 SP4) programu ile yapildi. Her ornek bir kez calisildi. Her

bir ¢alismada 1 adet negatif kontrol ve bir kalibrator kullanildi.

Calismada gene 0zgii RealTime ready Catalog (Roche Diagnostic GmbH, Mannheim,

Almanya) primer-prob kitleri kullanilmistir. Kullanilan primerlerin dizileri verilmistir.
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KDR geni i¢in

primer dizisi R: TCCAGGTTTCCTGTGATCGT

F: GAAAAGACATTGCGTGGTCA
140360

LightCycler® 480 Probes Master kullanilarak (Tablo 3.4.3.3)’e gore Real-Time
PCR karisimi hazirlandi.

Tablo 3.4.3.3. Ekspresyon analizi i¢in prob master PCR karigimi

Bilesenler Hacim (1 Reaksiyon)
LightCycler® 480 Probes Master 10ul
RealTime ready Assays Tl
dH,O 4ul
Toplam hacim 15ul

Hazirlanan karisim 96’lik  LightCycler® 480 Multiwell Plate’in  her bir
kuyucuguna 15’er pl dagitildi.

1:40 oraninda diliie edilen cDNA’lar her bir kuyucuga 5’er ul eklendi.

Multiwell Plate’in iizeri optik bantla sikica kapatild1.

Plate perfectspin ile santrifiij yapildiktan sonra plate cihaza yiiklendi.

LightCycler® 480 Software acilarak (Tablo 3.4.3.4)’deki programa gore calisma
baslatildi.
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Tablo 3.4.3.4. Ekspresyon analizi i¢in ayarlanan sicaklik ve siireler

Dongii sayisi Sicaklik Siire Sicaklik artis-
azalig hiz1 (°C/sn)
Preinkiibasyon 1 95°C 10 dk 4.4
95°C 10sn 4.4
Amplifikasyon 45 60°C 30sn 2.2
72°C 1sn 4.4
Soguma 1 40°C 30sn 2.2

Rolatif Kantitasyon (Kontol Geni):

Rolatif kantitasyon yonteminde hedef genin konsantrasyonu baska bir referans gene
oranlanarak hesaplanir. Rolatif kantitasyon yontemleri baslangic Oornek miktarindan,
cDNA sentez verimliliginden ya da pipetleme hatalar1 gibi faktorlerinden etkilenmez.
Kullanilacak referans gen tiim hiicrelerde eksprese olan, hiicre canlilig1 i¢in gerekli,
hiicre icindeki degisimlerle ekspresyon diizeyi degismeyen o6zellikte olmalidir. Bu
ozellikteki genlere “House Keeping Genler” de denir. GAPDH, ACTB (B-Actin), HPRT
ve TBP referans genlere Ornek olarak verilebilir. Rolatif kantitasyon yonteminde
kullanilan kalibrator sayesinde prob birlesimindeki farkliliklar, FRET verimi ya da boya

eksitasyon sabitleri gibi saptama farkliliklar1 diizeltilir.

Bu calismada, hedef gen olarak VEGFR-2 (KDR), referans gen olarak B-Actin ile
calisildi. Biitiin hastalarda her gen ayr1 ayri1 cahisildi. LightCycler® 480 software

programindan Ct degerleri ve normalize degerler elde edildi.
3.5. Verilerin Analizi

Verilerin normal dagilima uygunlugu histogram, q-q grafikleri ve Shapiro-Wilk testi ile
degerlendirildi. Ikili gruplar arasi karsilastirmalarda nicel degiskenler i¢in Mann
Whitney- U testi ve T testleri kullamildi. Nicel veriler arasindaki iligki Spearman
korelasyon analizi ile degerlendirildi. Verilerin analizi Turcosa Cloud (Turcosa Ltd Co)

istatistik yaziliminda gerceklestirildi. Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. Uygulanan Testlerin Optimizasyonu
4.1.1. Akim sitometrik cahsmalarin optimizasyonu

Bu calisma yontem kisminda anlatilan protokole gore calisildi. Kan 6rnekleri alindig:
andan itibaren fazla beklemedigi icin hiicrelerin canliliginda bir sorun yoktu ve akim
sitometride 1.000.000(1x10°) hiicre sayim ile analiz yapildi. Analiz yapilirken cihazin
her iki lazeride kullanild1 ve yapilan akim sitometrik incelemelerde CD45, CD31 CD34,
CD116, CD146 ekspresyolar1 olciildii. Ayrica sadece CD31, CD34, CD116, CD146

eksprese eden immatiir hiicre sayilar1 kapilama yapilarak hesaplandi.

4.1.2.Gen ekspresyon ve mutasyon calismalarinin optimizasyonu

Primerlerin calisip caligmadigi pozitif ve negatif kontrol kullanilarak saglikli 6rneklerle
test edildi. Real time uygulamasmin calistig1 ve kitlerin fonksiyonel oldugu b aktin
caligmast ile dogrulandi. Ozel hazirlanan mutasyon tarama kiti ile saglikli kontrollerde

uygulamasi yapilarak optimizasyon saglandu.

4.2. Calismada Kontrol Grubu:

Calimada yer alan herbir kontol grubu ailesinden gerekli izinler alinarak 2 cc kan 6rnegi
alind1 ve akim sitometrik analiz ve genetik analiz bu Orneklerle yapildi. Kontrol
ornekleri ticii kiz, besi ise erkek olmak iizere 8 prematiire yenidogan bebekten alindi.

Ortalama yas 3542 dir. Kontrol grubundaki kisilerin dzellikleri (Tablo 4.2)’ de verildi.



Tablo 4.2. Kontrollerin dogum haftasi, dogum kilosu ve cinsiyet durumu

Kontrol Grubu Dogum Haftas1 Dogum Cinsiyet
kilosu
Kontrol 1 38 1100 Kiz
Kontrol 2 37 1570 Erkek
Kontrol 3 38 1200 Erkek
Kontrol 4 36 855 Kiz
Kontrol 5 35 1210 Kiz
Kontrol 6 38 1680 Erkek
Kontrol 7 35 1500 Erkek
Kontrol 8 35 1800 Erkek

4.2.1 Cahsmadaki ROP Hasta Grubu
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Calismada yer alan herbir hasta ailesinden gerekli izinler alinarak 2 cc kan 6rnegi alind1

ve akim sitometrik analiz ve genetik analiz bu O6rneklerle yapildi. Hasta ornekleri iicti

kiz, sekizi erkek olmak iizere 11 premature yenidogan bebekten alindi. Hastalarin

grubundaki kisilerin 6zellikleri (Tablo 4.2.1)’ de verildi.



Tablo 4.2.1. ROP Hastalarin dogum haftasi, dogum kilosu, cinsiyeti durumu.

Hasta Grubu Dogum Haftas1 | Dogum kilosu Cinsiyet

Hasta 1 37 685 Erkek
Hasta 2 36 1900 Erkek
Hasta 3 38 1530 Erkek
Hasta 4 34 920 Erkek
Hasta 5 34 825 Erkek
Hasta 6 35 1930 Kiz

Hasta 7 35 920 Erkek
Hasta 8 29 970 Kiz

Hasta 9 31 950 Kiz

Hasta 10 27 825 Erkek
Hasta 11 25 870 Erkek

47
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4.3. Akim sitometri ile Monositer/ Endotelyal Progenitor Hiicrelerin Analizi
4.3.1. Kontrol Grubunda Akim Sitometrik Analiz Sonuclar

Calismaya katilan kontrol orneklerinin her birinde akim sitometri ile bir milyon hiicre
saymmi1 yapildi. Kapilamalar yapilarak CD31, CD34, CD38, CD116 ve CD146 pozitif
hiicre sayilar1 hesaplandi. CD34" hiicre sayisinin kontrol grubundaki ortalama degeri
2498, CD31" hiicre sayisinin kontrol grubundaki ortalama degeri 15, CD38" hiicre
sayisiin kontrol grubundaki ortalama degeri 2410, CD116" hiicre sayisinin kontrol
grubundaki ortalama degeri 54, CD146" hiicre sayisinin kontrol grubundaki ortalama
degeri 88 olarak bulundu (Tablo 4.3.1). Kontrol grubunda K1 nolu kontroliin akim
sitometrik kapilama ile monositer/endotelyal progenitor hiicre sayilart verilmistir (Sekil
4.3.1).

COIMATC /S5

COM ECD 7 S5 mT

5 INT

14|

=l SV W——|

COM ECO COMATC

CO3SAITC / S5 INT COVIGPE 7 S INT CO144PCS 7 55 INT
] L 1 oo

5 INT
S INT

pr 960|
| -

e

CD38AITC

Sekil 4.3.1. Kontrol grubunda K1 nolu kontroliin akim sitometrik kapilama ile

monositer/ endotelyal progenitor hiicre sayilarinin gdsterimi
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Tablo 4.3.1 Kontrol grubunda akim sitometri analiz sonuglar1 ve hiicre sayilari

Kontrol Calisilan antikorlar ile bir milyon (1x10°) 6¢ciilen hiicre sayilar
Grubu CD31 CD34 CD38 CDl116 CD146
Kontrol 1 | 14 1043 960 66 94
Kontrol2 |5 1282 1107 50 99
Kontrol 3 | 10 4345 4980 47 89
Kontrol 4 | 25 2002 1530 66 92
Kontrol5 |8 4384 4877 66 85
Kontrol 6 | 12 4023 3885 40 70
Kontrol 7 | 26 1514 1.332 46 92
Kontrol 8 | 21 1032 609 49.5 82
Ortalama 15 2489 2410 54 88
Degerleri

4.3.2. Hasta Orneklerinde Akim Sitometrik Analiz Sonuclar

Calismaya katilan hasta orneklerinin her birinde akim sitometri ile bir milyon hiicre
saymmi yapildi. Kapilamalar yapilarak CD31, CD34, CD38, CD116 ve CD146 pozitif
hiicre sayilar1 hesaplandi. CD34" hiicre sayisinin hasta grubundaki medyan degeri 2704,
CD31" hiicre sayisinin hasta grubundaki medyan degeri 18, CD38" hiicre sayisinin hasta
grubundaki medyan degeri 2338, CD116" hiicre sayisinin hasta grubundaki medyan
degeri 55, CD146" hiicre sayisinin hasta grubundaki medyan degeri 79 olarak bulundu
(Tablo 4.3.2). Hasta grubunda H1 nolu hastanin akim sitometrik kapilama ile

monositer/endotelyal progenitor hiicre sayilar: verilmistir (Sekil 4.3.2).
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Sekil 4.3.2. Hasta grubunda H1 nolu hastanin akim sitometrik kapilama ile monositer/

endotelyal progenitor hiicre sayilarinin gosterimi

Tablo 4.3.2. Hasta grubunda akim sitometri analiz sonuglar1 ve hiicre sayilari

Hasta Grubu Calisilan antikorlar ile bir milyon (1x10°) 6¢ciilen hiicre sayilar
CD31 CD34 CD38 CD116 CD146

Hasta 1 17 1650 1406 66 98
Hasta 2 16 3391 3082 55 98
Hasta 3 16 3171 2998 38 89
Hasta 4 20 1720 1060 60 98
Hasta 5 15 1384 1306 39 55
Hasta 6 19 3954 2625 38 48
Hasta 7 19 1733 1625 69 58
Hasta 8 12 5047 4990 71 55
Hasta 9 24 2628 2032 56 88
Hasta 10 18 2369 2265 57 97
Ortalama 18 2704 2338 55 79
Degerleri
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Hasta ve kontrol grubunda akim sitometri ile yapilan CD31%, CD116%, CD146" yiizey

markirlarinin hiicre sayilarinin hastalara gore dagilimi (Sekil 4.3.3) ve (Sekil 4.3.4)’de

verilmistir.
120
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ol N\ r
RN /’%

\ \ hiicre sayilari CD31
\/\\/\, = hiicre sayilari CD116
40
= hicre sayilari CD146
20 e~

Sekil 4.3.3. ROP hastalarinin akim sitometri ile yapilan CD31%, CD116", CD146" hiicre
yYap

sayilarinin hastalara goére dagilimi
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Sekil 4.3.4. Kontrol grubunun akim sitometri ile yapilan CD31%, CD116*, CD146"

hiicre sayilarinin kontrollere gére dagilimi
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4.3.3. Hasta ve Kontrol Grubunda immatiir Hiicrelerin Medyan Degerlerinin

Karsilastirilmasi

Hasta ve kontrol grubunda CD31%, CD34", CD38", CD116", CD146" markirlarmin
pozitif hiicre sayilarinin medyan degerlerinin gruplara gore karsilastirmasi (Tablo

4.3.3) ‘de verilmistir.

Tablo 4.3.3. Iimmatiir monositer hiicre sayilarmin karsilastirmasi

Hiicre yiizey Gruplara gore markir pozitif hiicre p
markirlar sayilarinin medyan degerleri

Hasta (n=11) Kontrol (n=8) 0.791
CD34 1720 2002 0.425
CD31 17 12 0.479
CD38 1406 1530 0.999
CDl116 56 49 0.860
CD146 88 85 0.791

Veriler ortanca degerolarak gosterilmistir. p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.

CD34+ hiicrelerin medyaan degeri hastalarda 1720 kontrollerde ise 2002 hiicre olarak
bulundu (Tablo 4.3.3). CD34%hiicre degerinin hasta ve kontrol grubunda medyan
degerlerinin istatistiksel olarak karsilastirmali grafigi (Sekil 4.3.5)’ de verilmistir
(p:0.425).
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Sekil 4.3.5. CD34" hiicre degerinin hasta ve kontrol grubunda medyan degerlerinin

istatistiksel olarak karsilastirmali grafigi (p: 0.425)

CD31+ hiicrelerin medyan degeri hastalarda 17 hiicre kontrol grubunda ise 12 hiicre
olarak bulundu (Tablo 4.3.3). CD31 hiicre degerinin hasta ve kontrol grubunda medyan
degerlerinin istatistiksel olarak karsilastirmali grafigi (Sekil 4.3.6)" de verilmistir (p:
0.479).

30,00

zzzzzz

CD31

15,00

Sekil 4.3.6. CD31" hiicre degerinin hasta ve kontrol grubunda medyan degerlerinin

istatistiksel olarak karsilastirmali grafigi (p: 0.479)

CD38+ hiicrelerin medyan degeri hastalarda 1406 hiicre kontrol grubunda ise 1530
hiicre olarak bulundu (Tablo 4.3.3). CD38%iicre degerinin hasta ve kontrol
grubundamedyan degerlerinin istatistiksel olarak karsilastirmali grafigi (Sekil 4.3.7)" de
verilmistir (p: 0.999)
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12
CD38

Sekil 4.3.7. CD38" hiicre degerinin hasta ve kontrol grubunda medyan
degerlerinin istatistiksel olarak karsilastirmalr grafigi (p: 0.999)

CD116+ hiicrelerin medyan degeri hastalarda 56 hiicre kontrol grubunda ise 49 hiicre
olarak bulundu (Tablo 4.3.3). CD116hiicre degerinin hasta ve kontrol grubunda
medyan degerlerinin istatistiksel karsilastirmali grafigi (Sekil 4.3.8)’ de verilmistir (p:
0.860).

600,00

oooooo

nnnnnnn

grup

Sekil 4.3.8. CD116" hiicre degerinin hasta ve kontrol grubunda medyan
degerlerinin istatistiksel karsilastirmali grafigi (p: 0.860)

CD146+ hiicrelerin medyan degeri hastalarda 88 hiicre kontrol grubunda ise 85 olarak
bulundu (Tablo 4.3.3). CD146" hiicre degerinin hasta ve kontrol grubunda medyan
degerlerinin istatistiksel olarak karsilastirmali grafigi (Sekil 4.3.9)’ de verilmistir (p:
0.791).
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Sekil 4.3.9. CD146+ hiicre degerinin hasta ve kontrol grubunda medyan
degerlerinin istatistiksel olarak karsilastirmali grafigi (p: 0.791)

4.4. ROP Hastalar1 ve Kontrollerin Akim Sitometrik Analizde Elde Edilen Hiicre

Sayilarimin Karsilastirilmasi

ROP hasta grubunda CD34", CD31", CD38", CD116%, CD146" hiicre populasyonu
degerleri uygun kapilamalar yapilarak degerlendirildi. Ornek teskil etmesi icin hasta
grubundaki CD34", CD31%, CD38*, CD116", CD146" hiicre degerlerinden elde edilen

akim sitometrik analiz goriintiisii gosterildi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. ROP hasta grubundaki H1 nolu hastanin akim sitometrik kapilama ile CD34",
CD31", CD38", CD116", CD146" hiicre degerlerinden elde edilen akim sitometrik

analiz goriintiisii

Kontrol grubunda CD34*, CD31", CD38", CDI116", CD146" hiicre populasyonu
degerleri uygun kapilamalar yapilarak degerlendirildi. Ornek teskil etmesi icin kontrol
grubundaki CD34", CD31", CD38*, CD116", CD146" hiicre degerlerinden elde edilen
akim sitometrik analiz goriintiisii (Sekil 4.4.1) ‘de gosterildi.
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Sekil 4.4.1. Kontrol grubundaki K1 nolu kontroliin akim sitometrik kapilama ile CD34",
CD31", CD38", CD116", CD146" hiicre degerlerinden elde edilen akim sitometrik

analiz goriintiisii
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4.5. KDR gen polimorfizm taranmasi sonuclari

Real-Time PCR sisteminde FastStart DNA Master HybProbekullanilarak yapildi. Gen
polimorfizmi analizi i¢in 11 ROP hasta grubu ve 8 saglikli prematiire bebek kullanildi.
11 kisiden olusan hasta grubunda KDR gen polimorfizmine rastlanacak niikleotid
degisimi gozlenmedi. Biitiin hasta grubu homozigot allellere sahipti (Tablo 4.5). KDR
gen polimorfizmi icin hasta ve kontrol grubundaki sicaklik egrileri ve sicaklik pikleri

verilmistir (Sekil 4.5).

Melting Curves
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Sekil 4.5. KDR gen polimorfizminin hasta ve kontrol grubundaki sicaklik ve pik egrileri

ile taranmasiin gosterimi
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4.5.1. Hasta ve Kontrol Grubunda KDR Gen Polimorfizmi Taranmasi Sonuclari

11 Hasta ve 8 konrol 6rneginin polimorfizimanalizinde homozigot normal allel yapisina
rastlandi. Taramas1 yapilan p.cys482arg polimorfimine iligkin heterozigot allel veya

mutasyon gézlenmedi (Tablo 4.5.1).

Tablo 4.5.1. Hasta ve kontrollerdeki KDR gen p.cys482arg polimorfizm sonuglari

Calismadaki KDR gen polimorfizm durumu

Hastalar Allele /fenotip Kontroller Allel/fenotip
Hasta 1 AA(Homozigot) Kontrol 1 AA (Homozigot )
Hasta 2 AA (Homozigot ) Kontrol 2 AA (Homozigot )
Hasta 3 AA (Homozigot ) Kontrol 3 AA (Homozigot )
Hasta 4 AA (Homozigot ) Kontrol 4 AA (Homozigot )
Hasta 5 AA (Homozigot ) Kontrol 5 AA (Homozigot )
Hasta 6 AA (Homozigot ) Kontrol 6 AA (Homozigot )
Hasta 7 AA (Homozigot ) Kontrol 7 AA (Homozigot )
Hasta 8 AA (Homozigot ) Kontrol 8 AA (Homozigot )
Hasta 9 AA (Homozigot )

Hasta 10 AA (Homozigot )

Hasta 11 AA(Homozigot)
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4.6. KDR Geninin Hasta ve Kontrollerde Ekspresyon Analizi Sonuclari

11 ROP hasta grubundan olusan hastalarin 7’sinde KDR gen ekspresyonu artig1

gozlendi (Tablo 4.6). KDR gen ekspresyonunun hasta grubundaki medyan degeri 32

olarak bulundu (Tablo 4.6.2) (p: 0.246).

Tablo 4.6. Hasta grubunda KDR gen ekpresyonu sonuglari

Hasta Adi Beta-Aktin CT KDR geni CT
Degerleri degerleri

Kalibrator 23.13 35.54
H1 15.40 32.48
H2 16.24 31.81
H3 25.76 0
H4 16.80 32.84
HS5 18.44 34.83
H6 21.96 0
H7 14.15 32.20
H8 20.84 3291
H9 16.05 32.62
HI10 19.88 0
HI1 22.17 0

Normalize status

degerleri
6x10”
9.6x107
16.59x107
(eksprese olmamais)
12.28x107
9.6x107
(eksprese olmamus)
3.21x107
1.73x10”
8.5x107
(eksprese olmamus)

(eksprese olmamus)

8 saglikli yenidogan bebekten olusan kontrol grubunda 3 kiside KDR gen

ekspresyonunda artiy gozlendi (Tablo 4.6.1). KDR gen ekspresyonunun kontrol
grubundaki medyan degeri 32.4 olarak bulundu (Tablo 4.6.2) (p: 0.246).



Tablo 4.6.1. Kontrol grubunda KDR gen ekspresyonu sonuglari

Kontrol Ad1

K1

K3
K4
K5
K6
K7

K8

Beta-Aktin CT

Degerleri
23.81
15.93
23.13
30.36
16.26
18.88
21.53
26.55

KDR geni CT

degerleri

0

32.49

35.54

32.52

35.04
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Normalize status

degerleri
(eksprese olmamais)
8.56x10™
1x10”
(eksprese olmamais)
10.61x107
(eksprese olmamus)
6.5x107

(eksprese olmamais)

Hasta ve kontrollerde karsilatirilan KDR gen ekspresyonunun gruplara gore medyan

degerleri verilmistir (Tablo 4.6.2). KDR geni mRNA ekspresyonunun hasta ve kontrol

grubunda medyan degerlerinin istatistiksel olarak karsilastirmasi gosterilmistir (Sekil

4.6).

Tablo 4.6.2. Hasta ve kontrollerde KDR gen ekspresyonu sonuclarinin karsilagtirmasi

KDR | Gruplara gore medyan degerleri p
Hasta (n=11) Kontrol ( n= 8) 0.724
32.0 (0.0£32.6) 32.4 (0.035+0.724) | 0.246

Veriler ortanca deger olarak gosterilmistir. p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.



064

KDR

00

T
Hesta

T
Kontrol
grup

62

Sekil 4.6. KDR geni mRNA ekspresyonunun hasta ve kontrol grubunda medyan

degerlerinin istatistiksel olarak karsilastirmasi (p: 0.724)

ROP hasta grubu ve ROP olmayan saglikl kontrol grubundaki KDR gen

ekspresyonunun amplifikasyon egrileri verilmistir (Sekil 4.6.1).
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Sekil 4.6.1. KDR gen ekspresyonunun hasta ve kontrol grubundaki amplifikasyon
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ROP hasta grubu ve ROP olmayan saglkli kontrol grubundaki KDR gen
ekspresyonunun karsilastirmali artis sonuc grafigi verilmistir (Sekil 4.6.2). Yesil renkli
olan siitun hasta grubunu teskil ederken kirmizi renkli siitun kontrol grubunu teskil
etmektedir.

Relative Quantification Results
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Sekil 4.6.2. Hasta ve kontrollerdeki KDR gen ekspresyonunun karsilastirmalr artig
sonug grafigi



5. TARTISMA VE SONUC

Prematiire retinopatisi (ROP), hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde
cocukluktan kaynaklanan korliigiin Onlenebilecek en ©Onemli nedenlerinden biridir.
Esasen retinada neovaskiiler bir hastalik olan ROP, neredeyse sadece erken dogum
agirlikli bebeklerde goriiliir. Erken dogum agirlikli bebeklerin hayatta kalma siiresinin
artmasiyla birlikte, ROP'a bagli gérme bozuklugu olan ¢ocuklarin mutlak sayis1 son
yillarda artmistir(156). Ayrica prematiire retinopatisinde %70 oraninda genetik yatkinlik
oldugu diisiiniilmektedir (44).

Gilbert ve arkadaslar1 gelismis iilkelerde agir ROP gelisen bebeklerin sayismin, az
gelismis iilkelerde etkilenen bebeklerden daha az oldugunu bildirmistir (157). Carmeliet
ve arkadasalri, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) niin, saglik ve hastalikta
kan damar1 olusumunun baslica diizenleyicisi oldugunu belirtmistir (87,88,89). Leung
ve arkadaslari, VEGF reseptor sinyal iletisiminin vucutta bulunan hiicre gocii,
proliferasyon ve hayatta kalma gibi diger hiicresel sisyal iletisim sistemlerinin bir

benzeri oldugunu bildirmistir (158).

VEGF'nin dikkatlice titre edilmis seviyeleri kan damar1 gelisimi icin ¢ok Onemlidir,
ciinkii VEGF'nin heterozigot delesyonunun farelerde o6ldiiriicii oldugu bildirilmistir.
Gectigimiz yillarda, VEGF sinyallemesinin, endotel hiicre davranisini siki bir sekilde
kontrol ettigi anlasilmistir. Ayrica farkli VEGF izoformlar1 ve VEGF reseptorleri ile
cok karmagik bir iletim ag1 oldugu ortaya ¢ikmustir. ilging olarak, VEGF reseptorii 2
(kinaz insert domain reseptorii [KDR], ana proanjiyojenik VEGF reseptorlerinden biri
olmasima ragmen, VEGF'nin VEGF reseptoriine 1 (fms-iligkili tirosin kinaz 1 (FLT1)3
baglanmasi, proanjiyojenik sinyallemeyle sonu¢lanmaz. Bu, FLT1'in VEGF i¢in bir
tuzak veya tuzak olarak davrandigi kavramini ortaya cikarmistir. FLT1’in VEGF
sinyalizasyonunu negatif olarak diizenleyebilecegi ve bu durumun, kornea gibi
organlariavaskiiler tutmak i¢in, ancak ayn1 zamanda proanjiyogenik ve antianjiyojenik

faktorler arasindaki ince dengeyi kontrol etmede yardimci oldugunu bulmuslardir (159).



65

Calismamizda ilk olarak akim siometrik analiz calismalar1 ile ROP ile iligkili
olabilecegi diisiiniilen hiicre yiizey reseptorlerinin akim sitometri ile ekspresyon diizeyi
Olciildii. Bu amagla GM-CSF reseptoriine 6zgiin CD116’y1 yiiksek diizeyde eksprese
eden hiicreler belirlendi. Akim sitometrik analiz sonucunda immatiir monositlerin
gostergesi olan CD116" eksprese eden hiicre sayisinin hasta grubunda kontrol grubuna
gore daha fazla oldugu bulundu (medyan H: 56,0, medyan K: 49,5)(p: 0,860). Kontrol
grubu ile karsilastirmasinda degerler yiiksek olmasina ragmen Ornek sayisinin azlhigi
nedeniyle anlamlilik elde edilemedi. Hastalarda endotel hiicre Onciisii olarak bilinen
immatiir monositlerin kismi artis endotel hiicre gelisimi ile iliskili olabilecegi ve ROP
hastalarinda vaskuler ag olusumunda bozulmalar nedeni ile de etkilenmis olabilecegi
diisiiniildii. Bir parametre olarak CD116’nin daha genis kapsamli hasta gruplarinda
arastirtlmasi, ROP hastalarindaki patofizyolojinin anlasilmasmnda ve vaskuler
yapilanmanin bozulmasindaki etkenlerin daha 1iyi tanmarak tedaviye katkilarinin

belirlenmesinde yardimc olabilir.

Hiicre adezyon molekiilli CD146, ilk olarak, malignant melanositler iizerindeki
ekspresyonu nedeniyle 1987'de tarif edilmis ve melanoma hastalarinin negatif prognozu
ile 1iliskilendirilmistir. CD146 immiinoglobulin siiper ailesinin hiicre adhezyon
molekiillerinin (CAM) bir iiyesi olarak tanimlanabilir. Ayrica CD146, endotelyal
hiicrelerin bir hiicre yiizeyi antijeni olarak tamimlandi. CD146, kardiyovaskiiler
hastaliklar, iltihaplanma veya kanser gibi patolojik durumlarda artmis olan dolasimdaki
endotelyal hiicrelerin (CEC) isaretleyicisi olarak popiiler hale gelmistir. Jiang ve
arkadaslari, coimmunoprecipitation deneylerinde CD146 ve VEGFR2 arasindaki
dogrudan baglanmayi1 gostermektedir. Bu etkilesimin, hiicre dis1 bir CD146 epitopunun,
VEGFR2 ve CD146 arasindaki etkilesimi bloke edebildigini kabul eden ekstraselliiler
protein alaninda gerceklestigini bulmuslardir (160).

Akim sitometrik analiz sonucunda endotel kok hiicre markir1 olan CD146" hiicre sayis1
ROP hastalarinda kontrol grubuna gore daha fazla bulundu (medyan H: 88,0, medyan
K: 85,0)(p: 0,791). Elde edilen veriler damarsal yapilarin olusumunda rol alan immatiir
monositik hiicrelerin ROP olusumundaki rolii konusunda agiklayaci olabilir. Ozellikle
ROP hastalarinin akim sitometri ile tanisinda kullanilabilecek yeni parametrelere iyi bir

kaynak olabilecegi diisiiniildii. Bu yiizey markirlariin bir parametre olarak daha genis
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kapsaml arastirma izlenmesi ROP hastalarinin tanisinda ve izlenmesinde yeni markirlar

bulmamizi saglayabilir.

Bu caliymada ayrica ROP hastalarinda siklikla rastlanan KDR gen polimorfizmi kontrol
edildi. KDR gen polimorfizmi taramas: yapilan 11 hastanin tamaminda KDR geninde
en sik goriilen p.cys482arg polimorfizmine rastlanmadi (Sekil 4.5). Hastalarin
tamaminda homozigot normal allele rastland1 ve heterzigot mutant allel gozlenmedi

(Tablo 4.5.).

Calismada ayrica vascularizasyonda etkin rolii oldugu bilinen KDR geninin
ekspresyonu Olciildi. ROP hasta grubunda 11 hastadan 7°sinde KDR gen
ekspresyonunun artmig oldugu gozlendi (Tablo 4.6). Kontrol grubunda ise 8 kisiden
3’tinde KDR gen ekspresyonu artis1 gozlendi (Tablo 4.6.1). Bu veriler hasta grubunda
kontrol grubuna gore daha fazla KDR eksprese edildigini gosterdi (Tablo 4.6.2) (p:
0,820). Kontrol grununda yer alan 3 premature bebekte izlenen KDR ekspresyon
artiginin da ROP tanisal ¢aligmalarmin yeniden kontrolii yoniinden anlamli olabilecegi,
klinik bulgu vermeyen ROP vakalar1 yoniinden izlemede yardimci olabilir. Bu amagla
daha fazla hasta 6rnegi ile yapilacak ekspresyon caligmalarinin yol gosterici olabilecegi

diistiniildii.

Sonug olarak bir endotel kok hiicre gostergesi olan KDR gen ekspresyonun premature
bebeklerde rutin analizi ROP hastalarinin daha kolay fark edilmesine ve erken tani ve
tedavi firsatlarina eriserek gorme kaybi olusumunu Onlemeye katki saglayabilir. Bu
parametreler akim sitometrik immatiir monosit markirlar: ile desteklenirse daha ayirici

tanisal sonuclarin eldesi miimkiin olabilir.
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