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OZET

Amac: Kalitsal retinopatiler, fotoreseptorlerin yap1 ve fonksiyonunu bozan
mutasyonlarin neden oldugu, retinal dejenerasyonla karakterize bir hastaliktir.
Hastaliga sebebiyet veren mutasyonlarin ¢ogu rod hiicrelerinde goriilse de rod
hiicrelerinin kayb1 zaman igerisinde koni hiicrelerinin de dejenerasyonuna ve sonugta
korliige neden olur. Farkli hiicre gruplarinda goriilebilen hastalikla iliskilendirilmis
mutasyonlarin tipi dejenerasyon siirecini etkilese de kalitsal retinal distrofilerde
goriilen patoloji birbirine benzerdir. Bu baglamda, kalitsal retinal distrofilerin ortak
hastalik patolojisini taklit eden yeni bir deney hayvan modelinin olusturulmasi

amagclandi.

Yontem ve Bulgular: Retinal dejenerasyonun indiiklenmesi i¢in hiicrelerde hipoksi
olusturma etkileri ile bilinen kobalt kloriir (CoCl,) kullanildi. Hastalik modelinin in
vitro kosullarda olusturulmasi amaciyla RPE ve mikroglia hiicrelerine farkli dozlarda
CoCly uygulamasindan sonra kimyasalin hiicre canlilig1 tizerindeki etkileri MTT
testleri ile analiz edildi. Hiicrelerin hipoksik durumlar1 ise HIF-1a proteinine kars1
yapilan western blot ve immiinofloresan boyama yontemleri ile belirlendi. Hastalik
modelinin in vivo olarak da olusturulmasi i¢in Wistar sicanlara dozlar1 5 — 500 nmol
arasinda degisen CoClz ¢ozeltisinin intravitreal enjeksiyonlar1 yapildi. Takip stiresi
sonunda sakrifiye edilen sicanlardaki retinal dejenerasyon, parafine gdmiilen goz
dokularinin hematoksilen ve eozin boyamasi ile gosterildi. Fotoreseptorlerin dis
segmentinde baslayip, artan doz ve takip siiresine bagli olarak tiim retinal tabakalara
yayilan progresif retinal dejenerasyon tespit edildi. Erken donemlerde alinan goz
dokularindaki TUNEL boyamada ise uygulamanin ilk 48 saatinde dis niikleer

tabakada yogun apoptotik hiicrelere rastlandi.

Sonug¢: CoCl; uygulamalariyla kimyasal ajan indiiklii, progresif retinal dejenerasyon

in vivo deney modeli basariyla olusturuldu.

Anahtar Kelimeler: kobalt kloriir, hipoksi, progresif retinal dejenerasyon



ABSTRACT

Objective: Hereditary retinopathies are characterized by retinal degeneration caused
by genetic mutations that disrupt the structure and function of photoreceptors.
Although most of the causative genes are located in the rod cells, rod cell deaths lead
to the degeneration of cone cells and thus loss of vision. As photoreceptor
degeneration mechanism and process are mainly governed by the type of mutation,
the pathologies observed in the hereditary retinal dystrophy are similar. Thus, we
aimed to develop a new experimental animal model of retinal degeneration
manifesting a disease pathology which is common to all hereditary retinal

dystrophies.

Methods and Results: A hypoxia mimicking agent, cobalt chloride, was used to
induce retinal photoreceptor cell degeneration. To determine the potential toxicity of
CoClz on RPE and microglial cell lines, MTT assays were carried out using different
concentration of CoCly. To confirm the induction of hypoxia, the expression of the
HIF-1la was evaluated by western blotting and immunofluorescence staining
following CoCly treatment. Intravitreal injections of CoClo were performed to
establish an animal model of retinal degeneration in Wistar rats. Then hematoxylin
and eosin staining was performed in paraffin embedded eye tissues to reveal retinal
degeneration status of sacrificed animals. Progressive retinal degeneration was first
spotted in the outer segment of the photoreceptors and then extended in to other
retinal layers in time. Additionally, an extensive TUNEL positive apoptotic cell
staining was observed in the outer nuclear layer within the first 48 hours following

CoCl; injections.

Conclusion: A chemical agent-induced animal model of progressive retinal
degeneration was successfully established by intravitreal administration of CoCl; in

Wistar rats.

Key words: cobalt chloride, hypoxia, progressive retinal degeneration
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Sekil 2.1.

Sekil 4.1.

Sekil 4.2.

Sekil 4.3

Sekil 4.4

Sekil 4.5

Sekil 4.6

SEKILLER DiZINi

Insan gbzii ve retinal hiicre tabakalarmin sematik goriintiisii

(Dias ve ark., 2018).

CoCl uygulamasi almis ARPE-19 hiicrelerinin 24(A), 48(B), 72(C),
ve 96.(D) saatlerde yapilan MTT test sonuglarin1 gosteren grafikler
(One-way ANOVA, p****<(,0001).

HMC-3 hiicre hatlarinda CoCl> uygulamasi sonrasi 24 (A), 48 (B) ve
72. (C) saatlerde yapilan MTT test analizlerini gosteren grafikler
(One-way ANOVA, p****<(,0001).

ARPE-19 hiicrelerinin 48 saat CoCl, ile muamelesinin ardindan
toplanan hiicre lizatlarinda HIF-1a ve B-actin proteinlerinin western
blot ile tayini. Kullanilan dozlar sekil iizerinde nmol olarak

verilmistir.

HMC-3 hiicrelerinin 48 saat CoCl, ile muamelesinin ardindan
toplanan hiicre lizatlarinda HIF-1a ve B-actin proteinlerinin western
blot ile tayini. Kullanilan dozlar sekil iizerinde nmol olarak

verilmistir.

ARPE-19 hiicre hattinda CoCl> uygulamasinin 24 (A) ve 48 (B) saat
sonrasinda yapilan immiinofloresan boyama sonuglari. Dozlar sekil

iizerinde nmol olarak verilmistir (biiylitme orani 20X).

HMC-3 hiicre CoCl> uygulamasinin 24 (A) ve 48 (B) saat
sonrasinda immiinofloresan boyama sonuglari. Dozlar sekil tizerinde

nmol olarak verilmistir (biiylitme oran1 20X).
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Sekil 4.7

Sekil 4.8

Sekil 4.9

Sekil 4.10

Sekil 4.11

Sekil 4.12

Intravitreal 1X PBS enjeksiyonu yapilmis deneklerin 2 hafta sonraki
retinal tabakalarin durumu. (Biiyilitme oran1 4X (A) ve 40X (B — G))

5 ul steril distile su igerisinde ¢Ozdiiriilmiis 5 nmol CoCly
soliisyonunun intravitreal enjeksiyonundan 2 hafta sonra sakrifiye
edilen siganlarin géz dokularindan 6 pm kalinliginda alinan
kesitlerdeki H&E boyama sonugclari. (Biiyiitme orani 4X (A) ve 40X
(B-0))

Sul steril distile su igerisinde ¢ozdiirilmiis 15 nmol CoCly
soliisyonunun intravitreal enjeksiyonundan 2 hafta sonra sakrifiye
edilen sicanlarin g6z dokularindan 6um kalinliginda alinan
kesitlerdeki H&E boyama sonuglari. (Biiyiitme orani 4X (A) ve 40X
(B-G))

5 ul steril distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiis 50 nmol CoCly
soliisyonunun intravitreal enjeksiyonundan 2 hafta sonra sakrifiye
edilen siganlarin géz dokularindan 6 pm kalinliginda alinan
kesitlerdeki H&E boyama sonugclari. (Biiyiitme orani 4X (A) ve 40X
(B-0))

5 pul steril distile su igerisinde ¢ozdiriilmiis 150 nmol CoCly
soliisyonunun intravitreal enjeksiyonundan 2 hafta sonra sakrifiye
edilen siganlarin géz dokularindan 6 pm kalinliginda alinan
kesitlerdeki H&E boyama sonugclari. (Biiyiitme orani 4X (A) ve 40X
(B-0))

5 pul steril distile su igerisinde ¢ozdiriilmis 500 nmol CoCly
soliisyonunun intravitreal enjeksiyonundan 2 hafta sonra sakrifiye
edilen sicanlarin g6z dokularindan 6um kalinliginda alinan
kesitlerdeki H&E boyama sonugclari. (Biiyiitme orani 4X (A) ve 40X
(B-0))
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Sekil 4.13

Sekil 4.14

Sekil 4.15

Sekil 4.16

Sekil 4.17

5 ul steril distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiis 50 nmol CoCly
soliisyonunun intravitreal enjeksiyonundan 2 hafta sonra sakrifiye
edilen siganlarin géz dokularindan 6 pm kalinliginda alinan
kesitlerdeki H&E boyama sonugclari. (Biiyiitme orani 4X (A) ve 40X
(B-0))

5 pul steril distile su igerisinde ¢ozdiriilmis 100 nmol CoCly
soliisyonunun intravitreal enjeksiyonundan 2 hafta sonra sakrifiye
edilen siganlarin géz dokularindan 6 pm kalinliginda alinan
kesitlerdeki H&E boyama sonugclari. (Biiyiitme orani 4X (A) ve 40X
(B-0))

5 pul steril distile su igerisinde c¢ozdiriilmiis 150 nmol CoCly
soliisyonunun intravitreal enjeksiyonundan 2 hafta sonra sakrifiye
edilen siganlarin géz dokularindan 6 pm kalinliginda alinan
kesitlerdeki H&E boyama sonugclari. (Biiyiitme orani 4X (A) ve 40X
(B-0))

5 ul steril distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiis 50 nmol CoCly
soliisyonunun intravitreal enjeksiyonundan 3 hafta sonra sakrifiye
edilen siganlarin géz dokularindan 6 pm kalinliginda alinan
kesitlerdeki H&E boyama sonugclari. (Biiyiitme orani 4X (A) ve 40X
(B-0))

5 pul steril distile su igerisinde ¢ozdiriilmiis 100 nmol CoCly
soliisyonunun intravitreal enjeksiyonundan 3 hafta sonra sakrifiye
edilen siganlarin géz dokularindan 6 pm kalinliginda alinan
kesitlerdeki H&E boyama sonugclari. (Biiyiitme orani 4X (A) ve 40X
(B-0))
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Sekil 4.18

Sekil 4.19

Sekil 4.20

Sekil 4.21

Sekil 4.22

5 pul steril distile su igerisinde ¢ozdiriilmiis 150 nmol CoCly
soliisyonunun intravitreal enjeksiyonundan 3 hafta sonra sakrifiye
edilen siganlarin géz dokularindan 6 pm kalinliginda alinan
kesitlerdeki H&E boyama sonugclari. (Biiyiitme orani 4X (A) ve 40X
(B-0))

5 ul steril distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiis 50 nmol CoCly
soliisyonunun intravitreal enjeksiyonundan 4 hafta sonra sakrifiye
edilen siganlarin géz dokularindan 6 pm kalinliginda alinan
kesitlerdeki H&E boyama sonugclari. (Biiyiitme orani 4X (A) ve 40X
(B-0))

5 pul steril distile su igerisinde c¢ozdiriilmis 100 nmol CoCly
sollisyonunun intravitreal enjeksiyonundan 4 hafta sonra sakrifiye
edilen siganlarin g6z dokularindan 6 pm kalinliginda alinan
kesitlerdeki H&E boyama sonugclari. (Biiyiitme orani 4X (A) ve 40X
(B-0))

5 pul steril distile su igerisinde ¢ozdiriilmiis 150 nmol CoCl,
soliisyonunun intravitreal enjeksiyonundan 4 hafta sonra sakrifiye
edilen siganlarin géz dokularindan 6 pm kalinliginda alinan
kesitlerdeki H&E boyama sonugclari. (Biiyiitme orani 4X (A) ve 40X
(B-0))

5 ul steril distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiis 50 nmol CoCly
soliisyonunun intravitreal enjeksiyonundan 2, 3, 4 ve 7 giin sonra ve
1X PBS uygulamasindan sonra (0) sakrifiye edilen siganlarin goz
dokularindan 6 pm kalinliginda alinan kesitlerdeki TUNEL boyama
sonuglari. Apoptotik hiicre ¢ekirdekleri koyu kahverengi boyandi.
Metil yesili zit boyama i¢in kullanild1 (Biiyilitme orant 40X (A ve B)
ve 64X (C)).
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SIMGELER ve KISALTMALAR

ARPE-19 : Adult Retinal Pigment Epithelium

BSA : Bovine Serum Albumin

CoCl : Kobalt Kloriir

DAB : 3,3'-Diaminobenzidine

DAPI : 4',6-Diamidino-2-Phenylindole Dihydrochloride
dk : Dakika

DMSO : Dimethyl Sulfoxide

DNT : D1g Niikleer Tabaka

DPT : D1s Pleksiform Tabaka

DS : D1s Segment

ECL : Enhanced Chemi-Luminescence
GHT : Gangliyon Hiicre Tabakas1
HIF-1a : Hypoxia-inducible factor 1-alpha
HMC-3 : Human Microglia Cells-3

H,0; : Hidrojen Peroksit

H&E : Hematoksilen ve Eozin

HRP : Horse Radish Peroksidaz

IL -1a : Interlokin 1 alfa

IL-1B : Interldkin 1 beta



IL-6

INT

iPT

is

kDa

ml

MTT

nm

nmol

NO

NOS-2

PBS

PBS-T

PFA

PVDF

RCS

rd

rds

ROS

: Interlokin alt1

: I¢ Niikleer Tabaka

: I¢ Pleksiform Tabaka

: I¢ Segment

: Kilodalton

: Mililitre

: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
: Nanometre

: Nanomol

: Nitrik Oksit

: Nitrik Oksit Sentaz-2

: Phosphate Buffer Saline

: Phosphate Buffer Saline — Tween 20
: Paraformaldehit

: Polyvinylidene Difluoride

: Royal College of Surgens

: retinal dejenerasyon

: retinal dejenerasyon slow

: Reactive Oxygen Species

: Retinitis Pigmentoza



RPE : Retinal Pigment Epitelyum
SDS : Sodyum dodesil siilfat

SDS-PAGE : Sodium Dodecyl Sulfate—Polyacrylamide Gel Electrophoresis

sn : Saniye

SOD : Stiperoksit Dismutaz

TdT : Terminal Deoxynucleotidyl Transferase

TNF-a : Timor Nekrozis Faktor Alfa

TUNEL : Terminal Deoxynucleotidyl Transferase dUTP Nick End Labeling
\ : Volume

w : Weight

ng : Mikrogram

pl : Mikrolitre

pm : Mikrometre



1. GIRIS

Retinal hiicreler, gorme islevinin erken evrelerinden sorumlu, goziin 1518a duyarh
dokusunu olusturan birbiriyle baglantili sinir hiicreleridir. Kalitsal retinal distrofi,
retinanin yavag ve ilerleyen dejenerasyonuyla karakterize, korliige neden olan bir
hastaliktir. Siklikla fotoreseptorlerdeki (rod ve koniler), bazen de retinal pigment
epitelyum hiicrelerindeki (RPE) gen mutasyonlari buna neden olur. Kalitsal
retinopatiler, genetik bozuklugun kalittim sekli, gorme kusuru ve hastalik
progresyonu gibi durumlara gore siiflandirilsa da en sik goriilen retinopati tipi
retinitis pigmentozadir (RP). Yayginlig1 1:4000 olan RP; diinya genelinde 2,5 milyon
kisiyi etkileyen, rod ve koni hiicrelerinin ilerleyen dejenerasyonuyla karakterize ve
her iki gozde de korliikle sonlanan bir gérme bozuklugudur. Farkli farmakolojik
ajanlar (norotrofik faktorler, antioksidanlar ve antiapoptotik ilaglar) kullanarak
yapilan tedavi girisimleri; tekrarlayan uygulamalar gerektirdiginden ve hastaliga
neden olan temel sebebi ortadan kaldirmaya ydnelik olmadigindan ancak smirli bir
klinik etki gosterebilmektedir. Viral ve viral olmayan gen nakil vektorleri kullanarak
genetik bozukluklar1 diizeltmeye yonelik gen tedavisi stratejileri, hastaliga sebebiyet

veren geni susturarak veya degistirerek hastaliga kesin ¢6ziim imkani sunar.

Cok cesitli mutasyonlarin sebebiyet verdigi dejeneratif retinopatiler tedavi edilmesi
zor hastaliklardir. Bu hastaliklarin her birinin farkli biyokimyasal mekanizmasi veya
nedeni olsa da retinal hiicrelerin oliimiiyle olusan fonksiyonel bozukluk sonucu
ortaya ¢ikan patolojik tablo genel olarak aynidir. Fotoreseptorlerin 6zellikle de koni
hiicrelerinin korunmasina yonelik gelistirilen tedavi yaklagimlari, korliik tedavisinde
¢1gir agma potansiyeline sahiptir. Fotoreseptorlerin dejenerasyon mekanizmasinin
aydinlatilmasi, bu konuda atilacak ilk adim olmalidir. Olas1 gen tedavisi ¢aligmalari
icin her bir mutasyona 6zgii ayr1 bir deney hayvan modeli kullanmak yerine; ¢esitli
mutasyonlar sonucu olusan ortak hastalik patolojisini taklit eden yeni bir deney
hayvan modelinin denenmesi, kullanilabilecek tedavi metodunun etki alanim
genisletecektir. Bu nedenle projenin amaci, gelistirilebilecek gen tedavisi ¢aligmalari
icin ortak bir progresif retinal dejeneratif hastalik modelinin in vivo olarak

olusturulmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Goz Anatomisi ve Fizyolojisi

Goz, goriintiiyii algilayip islemek {izere tasarlanmis karmasik bir organdir. On
kisminda konjenktiva, kornea, iris ve lens varken; arka kisminda vitreus sivisi, noral
retina, retinal pigment epiteli (RPE), Bruch membrani, koroid ve sklera yer alir.
Retinitis pigmentoza ve diger retinal distrofilerde dejenerasyona ugrayan en 6nemli

hiicreler fotoreseptorler (rodlar ve koniler) ve RPE hiicreleridir (Sekil 2.1).

Cornea

Lens

Vitreous Photoreceptor cell nuclei

(Outer nuclear layer)

Retina
Choroid
Sclera
Optic nerve

Inner segment

Photoreceptors

_— Retinal nerve fibers
—=—— Ganglion cells nuclei
Inner Nuclear Layer (INL)
s — Outer Nuclear Layer (ONL)
&— Photoreceptors
>~ Retinal pigment epithelium
(RPE)
Choroid

Retinal pigment epithelium
(RPE)

Sekil 2.1: Insan gozii ve retinal hiicre tabakalarinin sematik goriintiisii.
(Dias ve ark., 2018).

Isiga duyarl fotoreseptorler rodlar ve koniler olmak iizere iki farkli hiicre grubudur.
Kisik 1518a duyarliligr saglayan rodlar retinanin periferinde bulunurken, parlak 1sikla
aktive olan koniler ise retinanin merkezinde yer alan makula bdlgesine yerlesmistir.
Fotoreseptorler; i¢ segment, dis segment, hiicre gdvdesi ve sinaptik terminal
bolgelerinden olugmustur. Dis segment, her bir fotoreseptorlerin RPE hiicreleriyle
direkt temasini saglayan 1s18a duyarli bir organeldir. Kan retinal bariyeri olusturan
tek katli, hekzagonal hiicrelerden olusan RPE tabakasi, fotoreseptor hiicrelerinin
beslenmesini saglamanin yaninda toksik iriinleri fagosite etmek ve retinay1

fototoksik hasardan korumak gibi gorevler iistlenmistir.

2.2. Retinitis Pigmentoza
Retinitis pigmentoza (RP), fotoreseptér dejenerasyonu sonucu olusan pigment

birikimiyle karakterize bir hastaliktir. Cogunlukla 6nce rod hiicre dejenerasyonu,

2



sonrasinda da koni hiicre dejenerasyonu goriiliir (Hamel, 2006). Bu da iki hiicre
grubunun yasamsal agidan birbirine bagimliligini gosterir. Rod hiicreleri periferal
retinada lokalize oldugundan, hastalarda tiinel goriintli ile sonlanan periferal goriis
alaninda bir daralma s6z konusudur (Cuenca ve ark., 2004). RP hastaliginin 3 evresi
vardir (Hartong ve ark., 2006). Baslangicta ergenlik c¢agindaki c¢ocuklarda rod
hiicrelerinde fonksiyon bozuklugu sonrasinda apoptozis ve rod hiicre kaybi nedeniyle
gelisen gece korligii ortaya c¢ikar. Ara evrede, aksam {istii araba kullanma ve
yiirlimeyi dahi zorlagtiran diizeyde bir gece korliigii s6z konusudur. Bu dénemde,
goz dibi muayenesinde retinal atrofiyle beraber pigment birikimlerinin goriilmesiyle
klinik teshis konulabilir. Hastaligin ileri evresinde hem periferal hem de merkezi
goriintii kaybina bagl olarak hastalarda gilindiiz gérme bozuklugu da ortaya cikar.
Hastaligin ileri evre goz dibi muayenesinde, pigment birikimleri ve RPE atrofisi
gozlemlenir. RP genelde oldukca yavas ilerleyen bir hastalik olup, hastalarin
periferal goriintii alaninda yillik %2-13 daralma s6z konusudur. Gérme fonksiyon
kaybinda gen ve mutasyon tipinin etkisinin yaninda diger genetik ve cevresel
faktorler de etkilidir (Hamel, 2006). RP ¢ogunlukla monogenik bir hastalik olmasina
ragmen 3000’den fazla mutasyon, sendromik RP ile iligkilendirilmistir (Guadagni ve
ark., 2015). RP’ye sebebiyet veren gen mutasyonlarinin ¢ogunlugu rod hiicrelerinde

bulunmasina ragmen ¢ok az1 da RPE gibi diger retinal hiicrelerde de goriiliir.

2.3. Retinitis Pigmentozanin Molekiiler Genetigi

RP, genetik ve fenotipik olarak hetorojen bir hastaliktir. Klinik belirtiler gozle kisith
olsa da hastalarin %20-30’unda sistematik problemler de go6zlenebilir. Retinada
sentezlenen ve retinaya 0zgilin fonksiyonlar1 kodlayan genlerdeki mutasyonlar, tipik
RP’ye (sendromik olmayan) sebebiyet verirken, farkli doku ve hiicrelerde gorev
yapan proteinleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar, sendromik RP’ye neden olur
(Verbakel ve ark., 2018). Simdiye kadar yapilan g¢aligmalarda isitme duyusunu
etkileyen Usher sendromu, obezite ve renal disfonksiyona sebep veren Bardet-Biedl
sendromu gibi 30°dan fazla farkli sendromik RP vakalar1 bildirilmistir (Weihbrecht
ve ark., 2017). Hatta Bardet-Biedl sendromu gibi RP’nin sendromik formuna neden
olan genlerin sendromik olmayan RP’yle karisabilecegi belirlenmistir (Nash ve ark.,

2015). RP ve diger kalitsal retinal distrofiler arasindaki bu genetik ortiisme, klinik



bulgular1 farkli olsa da hastalik gelisiminde ortak genetik yolaklarin ve temel
mekanizmalarin rol oynadigimi gostermektedir. Dahasi heterojenitesine ragmen bu
genetik Ortiisme; kalitsal retinal distrofilerde tedavi secenegini, klinik bulgulart ve
hastaligin patofizyolojisini anlamada; genetik yaklasimlarin ne kadar Onemli
oldugunu gostermektedir. Genetik RP vakalarinin %15-25’1 otozomal dominant, %5-
20’si otozomal resesif, %5-15’1 X-bagimli olsa da RP’nin %40-50’sinin genetik
gecis sekli halen bilinmemektedir (Verbakel ve ark., 2018).

2.4. RP Fotoreseptor Dejenerasyon Mekanizmasi

RP, rod ve koni hiicrelerin dejenerasyonuyla karakterize kalitsal bir hastaliktir.
Hemen hemen biitiin RP formlarinda genetik mutasyon ¢ogunlukla rod hiicrelerini
etkilemesine ragmen, zamanla koni hiicreleri de 6lmektedir. Bu baglamda, RP’ye
bagh ikincil sebeplerle koni hiicrelerinin 6liim sebebi halen aydinlatilamamustir.
Simdiye kadar yapilan galismalarda, 5 farkli koni hiicre dejenerasyon mekanizmasi
ileri siirlilmiistiir (Narayan ve ark., 2016). Trofik faktor teorisinde, rod hiicrelerin,
koni hiicrelerinin saglikli kalmasi icin yasamsal faktorler salgiladigr ileri
stiriilmiistiir. Rod hiicrelerin zaman igerisinde kaybi, bu yasamsal faktorlerin de
ortadan kalkmasina neden olarak koni hiicrelerin Oliimiine yol agar. Saglikli bir
retinada RPE hiicreleri, bir taraftan parcalanmis dis segmentleri fagosite ederek
ortadan kaldirirken, diger taraftan da retinaya besin destegi ve oksijen saglar. Bu
faaliyetler, RPE hiicreleri ile rod hiicrelerinin ¢ok sayida yaptigi kontak sayesinde
gerceklesir. Buna bagli olarak koni hiicre aglik teorisinin temelinde; rod hiicre kaybi1
kritik bir esigin iizerine ¢iktiginda, RPE-koni dis segment interaksiyonlarinin kaybi
ile koni hiicrelerine besin ve oksijen girisinin duracag: diigiincesi yatmaktadir. Rod
kokenli toksin teorisinde ise; rod hiicrelerinin Oliirken toksik metabolitler salarak
(glutamat gibi) koni hiicrelerinin 6liimiine sebebiyet verdigi ileri siiriilmiistiir. RP’de
koni dejenerasyonuna neden olan dordiincii mekanizma olarak reaktif oksijen (ROS)
iiretim ve eliminasyon dengesizligi, yani oksidatif stres One siiriilmiistiir (Shen ve
ark., 2005). Dis retinaya giden oksijenin ¢ogu, fotoreseptorlerin %95’ini olusturan
rod hiicreleri tarafindan kullanilir. D1s retinaya oksijen saglayan koroid damarlarda
otokontrol mekanizmasi olmadigindan rod hiicreleri 6ldiiglinde, retinadaki oksijen

seviyesi artar. Bagka bir ifadeyle rod hiicreleri dejenere oldukga, koni basina diisen



oksijen seviyesi ylikselir. Yiiksek oksijen koni hiicrelerinde siiperoksit radikallerinin
olusmasina sebebiyet verir (Usui ve ark., 2009). Siiperoksit radikaller peroksinitrit
olusturarak lipitlere, proteinlere ve DNA’ya saldirir. Normalde fotoreseptor ig
segmentleri siliperoksit dismutazlar (SOD) gibi antioksidan yolaklarla ROS’lar1
temizler. Ek olarak, fotoreseptor dig segmenti okside proteinleri ve lipidleri giinliik
disk atimi ve yenilenmesi ile ortadan kaldirir. Ancak rod hiicreleri dejenere
oldugunda, koni hiicreleri kendi antioksidan kapasitesini asan, hiicresel hasara yol

acan bir ROS iiretimiyle kars1 karsiya kalir ve zamanla oksidatif strese yenik diiser.

Mikroglial aktivasyon, koni hiicre dejenerasyonundaki besinci ve en Onemli
nedenlerden biri olarak lanse edilmistir (Gupta ve ark., 2003). Mikroglialar, merkezi
sinir sisteminin bagisik yanit1 verebilen hiicrelerinden biridir. Normal sartlar altinda,
hareketli uzantilar gondererek cevreyi stirekli izleyen hiicrelerdir. Doku hasari
oldugunda aktive olarak hiicresel kalintilar1 temizlemek iizere hasarli bolgeye goe
eder. Ancak, retinada asir1 ve uzun siliren mikroglial aktivasyonun, geri doniislimii
olmayan sinir kaybiyla karakterize kronik inflamasyona da sebebiyet verebildigi
iddia edilmistir (Karlstetter ve ark., 2010). Baslangigta, mikroglial fonksiyonlarin
merkezi sinir sistemi i¢in yararlt olduguna inanilirdi. Diger taraftan, mikroglial
aktivasyonun pek cok akut ve kronik norodejeneratif hastaliklarla iligkilendirilmesi
zararli yOnlerinin de olabilecegini disiindlirmiistiir. Aktif mikroglialarin zararh
etkileri, proinflamatuvar tipe donlisimiiyle ortaya ¢ikar. Bu baglamda,
norodejeneratif hastaliklarda ¢evresel toksinlere ek olarak 6len hiicrelerden salinan
sinyal molekiilleri proinflamatuvar mikroglial yanit1 tetikler. Bunun sonucunda aktif
mikroglialar hastalik bolgesine go¢ ederek, tiimor nekrozis faktdr alfa (TNF-a) ve
nitrik oksit sentaz 2 (NOS-2) gibi bir dizi proinflamatuvar sitokin salgilar. TNF-a
hedef hiicre iizerindeki reseptorlerine baglanarak apoptotik yolaklar1 aktive ederken,
NOS-2 oksidatif stres olusturarak hiicre dliimiiyle sonuglanan kaspaz aktivasyonuna
ve mitokondriyal fonksiyon bozukluguna yol acar. RP’de, erken rod hiicre
dejenerasyonunun mikroglial aktivasyonu tetikleyerek koni hiicrelerinin 6liimiine
sebep oldugu iddia edilmistir (Narayan ve ark., 2016). RP hastalarinda retinanin i¢ ve
dis niikleer tabakasinda ve subretinal boslukta aktif mikroglialarin gézlemlenmesi bu

hipotezi dogrular niteliktedir (Gupta ve ark., 2003).



Mikroglial aktivasyon ve fotoreseptdr dejenerasyonu arasinda nedensel bir iligki de
ortaya atilmistir (Roque ve Caldwell, 1993). RP modeli olan Royal College of
Surgeons (RCS) sicanlarindan almman mikroglial hiicrelerin immortalize koni
fotoreseptdr hattiyla birlikte kiiltiirii, fotoreseptdr hiicrelerin apoptotik hiicre
oliimiinde bir artiga yol agmistir (Roque ve ark., 1999). Minosiklin isimli mikroglial
aktivasyon inhibitoriiniin Rd10 farelerde kullanilmasi, mikroglia hiicrelerinden
proinflamatuvar sitokin saliimini engelleyerek rod fotoreseptor kaybini dnlemistir.
Sonug olarak, RP modellerinde gerceklestirilen mikroglia aktivasyonu caligsmalari
erken rod fotoreseptdr hiicre oOliimiiyle mikroglia aktivasyonu iligkisini ortaya

cikardi.

2.5. Retinal Dejenerasyona Kars1 Yeni Tedavi Stratejileri Gelistirmek Icin
Kullanilabilecek Deney Hayvan Modelleri

Gilinlimiizde yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi amaciyla kullanilabilecek retinal
dejenerasyon deney hayvan modelleri mevcuttur (Kostic ve Arsenijevic, 2016). RP
hayvan modellerinde erken donemde retinal fotoreseptor dejenerasyonuyla beraber
mikroglia aktivasyonu ve gocii gézlemlenmistir (Zeiss ve Johnson, 2004). Otozomal
resesif RP fare modellerinde, retinal dejenerasyon slow (rds) farelerde ve Royal
College of Surgeons sicanlart (RCS) iceren kalitsal retinal dejenerasyon sican
modellerinde, aktif mikroglia hiicrelerinin varlig1 tespit edilmistir (Jimenez ve ark.,
1996). Aktif mikroglia hiicreleri; glutamat tasiyicilari ve sinir fonksiyonunu diizelten
antioksidan molekdiller salgilayabilir. Ancak diger taraftan aktif mikroglia hiicreleri;
yaslanma, kimyasal hasar ve enfeksiyonlarin sebebiyet verdigi norolojik
hastaliklarda, nitrik oksit (NO) ve proinflamatuvar sitokinler (IL-1a, IL-1B, TNF-a,
IL-6 vb.) gibi norotoksik friinler de salgilayabilir. Retinal ndrodejeneratif
hastaliklarda kronik mikroglia aktivasyonu ve noroinflamasyon ortak gézlemlenen
bulgulardandir. RP’de rod hiicrelerinin primer O6liimii, mikroglia hiicrelerinin
aktivasyonuna ve hiicre kalintilarin1 ortadan kaldirmak amaciyla mikroglialarin dis
retinaya gogiine neden olur. Bunu yaparken de NO gibi sitotoksik faktorler
salgilayarak, bitisikteki koni hiicrelerinin de tahribatina sebebiyet verir (Gupta ve
ark., 2003). Retinal dejenerasyon modeli olarak iyi bilinen rd fareler, rod hiicresine

ozgilin fosfodiesteraz genindeki mutasyon sebebiyle, dogduktan sonra birka¢ hafta



icinde, hizli ve yogun rod hiicre kaybi sergiler. 2 ay i¢inde de koni hiicre

dejenerasyonu ve korliik goriiliir.

Hastalik patolojisi ve prognoz takibi i¢in spontan retinal dejenerasyon hayvan
modelleri de yillarca kullanildi. Retinal dejenerasyonun genetik yonii iyi arastirilmis
olmasina ragmen, dejenerasyon isleminin ¢evre ve metabolik baglantisi iyi
bilinmemektedir. Fotoreseptorlerin kaybinin bile kendi basina retinada metabolik
degisimi tetikleyecegi asikardir. Bu baglamda, ortamdaki oksijen seviyelerini kobalt
kloriir (CoCl2) gibi hipoksiyi tetikleyen ajanlarla manipiile ederek, fotoreseptor
dejenerasyon hizin1 kontrol etmenin miimkiin oldugu ileri siiriildii. CoClz, insan
yasami i¢in esansiyel olan B12 vitaminin yapitasi olsa da asir1 miktar1 doku ve
hiicrelere toksik etki eder. Ornegin, yiiksek doz kobalt kloriir uygulamas: retinal
organ kiiltiir modelinde sinir hiicrelerinin tahribatina neden olmustur (Kuehn ve ark.,
2017). Kobalt kloriiriin kemirgen mikroglia hiicre hattinda mikroglialar1 aktive
ederek; TNF-a, IL-6 ve NO gibi sitokinlerin salinmasina sebebiyet verdiginin tespit
edilmesi, bu ajanin retinal dejenerasyon deney hayvan modeli gelistirilmesi amaciyla
kullanilmasima yol agmistir (Mou ve ark., 2012). Kobalt kloriir indiiklii mikroglia
aktivasyonunda, reaktif oksijen lriinlerinin (ROS) de rol oynadig1 bilinmektedir.
Nitekim, kobalt kloriirlin intravitreal enjeksiyonuyla hem fare hem de siganlarda,
retinanin dis niikleer tabakasini igeren yeni bir fotoreseptor dejenerasyon modeli
basariyla olusturuldu (Hara ve ark., 2006). CoCl> enjeksiyonundan 2 hafta sonraki
retinal morfolojinin, ilging bir bicimde mutant rd fare retinasina ¢ok benzer oldugu
da gosterildi. Bu da fotoreseptdr hiicre dejenerasyonunun genetik yoniiyle metabolik
yOniiniin mekanizma agisindan ortak yolaklarmin olabilecegi diislincesini dogurdu.
Sonug olarak retinal genetik mutant dejeneratif hayvan modeli kullanmadan da
kobalt kloriir enjeksiyonuyla, deneklerde fotoreseptér dejenerasyonunun
indiiklenebilecegi gosterildi. Kobalt kloriiriin, mikroglialardan NO, TNF-o and IL-6
gibi stokin iiretimini tetiklemesi, onun ayn1 zamanda iyi bir mikroglia aktivatorii

olduguna da isaret edebilir (Mou ve ark., 2012).



3. GEREC ve YONTEM

3.1. in vitro Hastallk Modelinin Olusturulmasi

Kimyasal indiikli dejeneratif retinal hastalik modelinin in vitro kosullarda
olusturulmasi icin insan retinal pigment epitelyum (RPE) hiicre hatt1 olan ARPE-19
(ATCC® CRL2302™) ve insan mikroglia hiicre hattt olan HMC-3 hiicreleri
(ATCC® CRL3304™) kullanildi. Kimyasal olarak, hiicrelerde hipoksi olusturma
etkileri ile bilinen kobalt kloriir (CoCly) tercih edildi. Uygulanacak CoCl, dozuna
karar verebilmek icin ise her iki hiicre hatti da 10 pl steril distile su igerisinde
cozdiiriiliip filtrelenmis 5, 15, 50, 150, ve 500 nmol CoCl, (Kobalt Kloriir, C8661-
Sigma) soliisyonuna maruz birakildi. Uygulamanin ardindan 24 saat araliklarla

yapilan MTT testi ile kimyasalin hiicre canlilig1 iizerindeki etkisine bakildu.

3.2. Hiicre Canhlik Testleri

Farkli dozlarda CoCl> uygulamasinin ARPE-19 ve HMC-3 hiicrelerinin canlilig1
tizerindeki etkileri MTT Hiicre Biiyiime Kiti (Millipore, CT02, MTT Cell Growth
Assay kit) kullanilarak belirlendi. Kimyasal uygulamasindan bir giin dnce 96 kuyulu
petrilere kuyu basina 10* hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapildi. Hiicreler
belirlenen dozlardaki CoCl: soliisyona maruz birakildi. CoCl; soliisyonu kullanimdan
hemen Once steril distile su icerisinde ¢ozdiiriiliip filtrelenen stok soliisyonunun diliie
edilmesi ile hazirlandi. Yapilan uygulamanin ardindan 24, 48, 72 ve 96. saatlerde
MTT testi yapildi. Hiicreler kuyulara eklenen 10 pl MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) soliisyonu ile 4 saat 37 °C’de inkiibe edildi. 4
saat sonrasinda durdurucu soliisyon olarak 100 ul DMSO (Dimetil siilfoksit) (Sigma-
D2650) eklenerek olusan renk 540 — 690 nm referans aralifinda absorbans 6l¢iimii
ile Thermo Multiskan Spektrum cihazi kullanilarak tayin edildi. Canli hiicreler
metabolik aktiviteleri sayesinde MTT substratin1 formazana doniistiirme yetenegine
sahip oldugundan, daha yiiksek canlilik olan kuyularda daha yiiksek absorbans
Ol¢timii beklendi. Bu dogrultuda kobalt kloriiriin farkli dozlarinin hiicre canliligi

iizerindeki etkisi test edilmis oldu.



3.3. Western Blot Yontemiyle RPE ve Mikroglialarda CoCl: Uygulamasi
Sonrasi HIF-1a Sentez Diizeyinin Belirlenmesi

Hiicre canlilik testlerinin ardindan hipoksi belirteci olan hipoksi indiikleyici faktor 1
alfa (HIF-1a) protein tayini i¢in western blot analizleri gerceklestirildi. Bu amacla 6
kuyulu kiiltiir kaplarina 50x10* hiicre/kuyu olacak sekilde ARPE-19 ve HMC-3
hiicreleri ekildi. 24 saat 37°C, %5 CO-'li ortamda inkiibasyon sonrasi hiicre besiyeri,
belirlenen dozlarda CoCl: igeren taze besiyeri ile degistirildi. CoClz uygulamasindan
48 saat sonra her bir kuyu, besiyerleri uzaklastirilarak soguk 1X PBS ile yikandi.
Hiicreler, tizerlerine proteaz inhibitor kokteyli (P8340- Sigma Aldrich) igeren Triton-
X Liziz tamponu eklenerek toplandi. Vortekslenen lizatlar 20 dk buz iizerinde
bekletildikten sonra 12.000 g’de 4°C'de 30 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi elde
edilen siipernatantlar ayr1 deney tiiplerine hiicre lizati olarak ayrildi. Lizatlardaki
protein miktar1 Bradford (BioRad 500-0006) reaktifi kullanilarak BSA standartlarina
kars1 gerceklestirildi. Miktarlar1 belirlenen 6rnekler ayni hacimdeki -SDS, bromfenol
blue ve 0,5 p-merkaptoetanol igeren- SDS yiikleme tamponu ile
karistirilarak 95°C’de 5 dk bekletildikten sonra %10’luk poliakrilamid SDS-PAGE
jele yiiklendi. Ornekler toplama jelinde 40 voltta yiiriitiildiikten sonra voltaj 120
volta ¢ikarilarak yiiriitme islemi tamamlandi. Islemin tamamlanmasinin ardindan
jeldeki proteinler Semi-Dry Transfer yontemi kullanilarak BioRad Trans-Blot SD
cihaz1 ile PVDF (BioRad 162-0177) membrana transfer edildi. Transfer sandvigi
cihaz iizerinde hazirlanmadan 6nce ayni boyutlarda hazirlanan jel ve membran, tris
base, glisin ve metanol igeren transfer tamponunda 15 dk siireyle yikandi. Ardindan
cihaz tlizerinde sirasi ile transfer tamponunda 1slatilmis filtre kdgidi, PVDF membran,
yiiriitiilen jel ve ayni tamponda 1slatilmis filtre kdgidindan olusan transfer sandvigi
hazirlandi. Transfer 15 voltta 1 saat siireyle gerceklestirildi. Transfer sonrasi
membran 1X PBS-T icerisinde 2 defa 15 dk siireyle yikandi. Yikama sonrasi protein
bloklama i¢in membran %1 BSA soliisyonu igerisinde 1 saat oda sicakliginda inkiibe
edildi. Daha sonra soliisyon uzaklastirilarak yikama yapilmadan membran %1 BSA
icerisinde Onerilen diliisyonda hazirlanmis primer antikor (Anti-HIF-1a antikoru
(Abcam, abl))ile oda sicakliginda 2 saat siireyle inkiibe edildi. Primer antikor ile
inkiibasyonun ardindan membran 2 defa 15 dk siire ile yikandiktan sonra 1 saat oda

sicakliginda primer antikora uygun olarak sec¢ilmis HRP-konjuge sekonder antikor
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(Goat Anti-Mouse IgG H&L (HRP) (ab205719)) ile muamele edildi. Sekonder
antikorla isaretlemenin ardindan 2 kez 15 dk siire ile yikanan membran ECL

sollisyonu (BioRad 170-5061) kullanilarak goriintiilendi.

3.4. Immiinofloresan Yéntemiyle Retinal Hiicrelerde ve Mikroglialarda CoCl,
Uygulamasi Sonras1 HIF-1a Sentez Diizeyinin Belirlenmesi

CoCly ile in vitro ortamda hipoksi durumunun basartyla indiiklenebildigini
gostermek i¢in ARPE-19 ve HMC-3 hiicrelerine farkli dozlarda CoCl, uygulamasi
yapildiktan sonra aktive olan hipoksi indiikleyici faktor 1 alfa (HIF-1a) protein
varlig1 immiinofloresan yontemiyle belirlendi. Bunun i¢in CoCl, uygulamasindan bir
giin once, her iki hiicre hatti da steril 24 kuyulu kiiltiir kaplarina her bir kuyu 10°
hiicre icerecek sekilde ekildi. 24 saat 37°C, %5 CO>'li ortamda inkiibasyon sonrasi
hiicre besiyeri, belirlenen dozlarda CoCl; iceren taze besiyeri ile degistirildi. CoClz
uygulamasini takiben 24, 48, ve 72. saatlerde hiicrelerde immiinofloresan boyama
gerceklestirildi. Oda sicakliginda %4’°liik PFA (2g PFA, 50 ml PBS) ile 20 dk fikse
edilen hiicreler 15 dk permeabilizasyon soliisyonu (20 ml PBS, 20 ul Tween 20),
sonrasinda ise 1 saat bloklama tamponu (%1 BSA) igerisinde birakildi. Hiicreler,
primer (Anti-HIF-1a antikoru, Abcam, ab1l) ve sekonder (Alexa Fluor Plus 555 goat
anti-mouse IgG, Invitrogen, A32727) antikorlarla karanlikta inkiibe edildi.
Hiicrelerde ¢ekirdek goriintiilenmesi amaciyla 6 dk DAPI  boyamasi
gerceklestirildikten sonra Ornekler uygun filtreler kullanilarak Olympus I[X-81

floresan mikroskobunda goriintiilendi.

3.5. Kimyasal Ajan Indiiklii Dejeneratif Hastalik Modelinin in vivo Kosullarda
Olusturulmasi

Kimyasal ajan indiiklii dejeneratif retinal hastalik modelinin in vivo ortamda
olusturulmas1 amaciyla Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nden 12 haftalik erkek outbred Wistar sicanlar tedarik edildi.
Deney grubu hayvanlarina uygulama yapilacak kimyasalin dozunun belirlenmesi igin
5 pl steril distile su igerisinde ¢oziilmiis 5, 15, 50, 150, ve 500 nmol CoCl
cozeltisinin intravitreal enjeksiyonu gergeklestirildi. Kontrol olarak kullanilan
sicanlara ise ayni hacimde 1X PBS enjeksiyonu yapildi. Bu iglem i¢in, genel anestezi

ketamin-ksilazin kombinasyonunun intraperitoneal enjeksiyonu ile
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gerceklestirilirken, topikal anestezi ise goze bir damla proparakain hidrokloriir
(Alcaine) uygulamasi ile yapildi. Hayvanlar pron pozisyondayken %0,5 fenilefrin
hidroklorid (Mydfrin damla), %0,5 tropikamid (Tropamid %0,5) ve %1 siklopentolat
hidrokloriir damla ile pupil dilatasyonu saglandi. Siganlarin goz dibi
goriintiilenmesinin saglanabilmesi i¢in bir damla %2 hidroksil propilmetil seliiloz
(Aurovisc) kullanildi. Kornea, nazal bdlgede pupil kenarinin mediyalinden, 30-gauge
hipodermik igne (BD Microlance, ABD) ile delinerek ignenin 6n kamaraya
ilerlemesi saglandiktan sonra intravitreal ilacin geri kagmasini engellemek i¢in 6n
kamaraya %2 hidroksil propilmetil seliilloz (Aurovisc) enjekte edildi. Daha sonra 33-
gauge ignenin, Hamilton siringast (Hamilton Model 705 RN SYR 50 ul PN 7637-01)
ile korneal giris yerinden girilmesi saglandiktan sonra iris ve lens travmasindan
kaginilarak lensin mediyali ve irisin lateralinden gegip arka kamaraya ulasildi. Igne,
vitre bosluguna, retina yiizeyine dogru ilerletilip igne ucu enjeksiyon bolgesine
ulaginca 5 pl CoCl; soliisyonu (kontrol hayvani i¢in 1X PBS) yavasca enjekte edildi
ve hayvanlar ayni pozisyonda yaklasik 30 sn bekletildi. Tiim bu islemler ZEISS
Discovery V8 Stereo Mikroskop altinda vitreo-retinal cerrah tarafindan
gerceklestirildi. Islemlerin tamamlanmasinmi takiben hayvanlarm anesteziden ¢ikip
stabil duruma gelmeleri beklendi. Bu hayvanlar, sakrifiye edilecekleri zamana kadar

rutin olarak takip edildi.

3.6 Retinal Dokunun Histo-patolojik Analizi

in vivo hastalik modelinin olusturulmasinda kullanilacak uygun dozun belirlenmesi
icin farkli dozlarda CoCl> uygulamasi yapilan hayvanlar 2 haftalik takip stiresi
sonunda sakrifiye edildi. Dokularin daha hizli ve diizgiin bir sekilde fiksasyonunun
saglanabilmesi i¢in sakrifikasyon iglemi perfiizyon yontemi ile gerceklestirildi.
Bunun icin; genel anestezi altindaki hayvanlarin sol ventrikiillerine iris makasiyla
kesik atild1 ve 15 gauge’lik kiint uclu perfiizyon kaniilii ile aorta ilerlendi. Kaniil,
geriye kagmanin engellenmesi amaciyla klemple sabitlendi. Sol ventrikiile basing
yapilarak sismesi saglanan sag artriyuma da iris makasi ile bir kesik atilarak deney
hayvam perfiizyon islemine hazir hale getirildi. Oncelikle kaniille yaklasik 20 ml’lik
37°C 1X PBS soliisyonu hizli ve sabit bir basingla enjekte edildi. Soliisyonun tiim

vaskiiler sistemi dolasarak kani viicuttan basarili bir sekilde uzaklagtirdigini takip
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etmek i¢in karacigerdeki renk degisimine bakildi. Soliisyonun bitmesine yakin, hava
kabarcigi olusmasindan kacinilarak 50 ml 37°C %4’lilk PFA soliisyonu enjekte
edildi. Islemin basaris1 igin 6nemli bir gdsterge olan fiksasyon titremelerinin
saniyeler icinde baslamasi takip edildi. Perflizyon isleminin ardindan steril, acili
forsepsler yardimiyla optik sinirin goziin arkasindan sikica kavranmasi ve dairesel
hareketlerle biiziilmesi saglanarak goz kiireleri ¢ikarildi. Takip isleminden 6nce her
bir goziin korneasina kesik atildi ve 5 pl Davidson soliisyonu 30 gauge’lik siiper
insiilin enjektorii (BD Microlance, ABD) ile enjekte edildi. Davidson soliisyonu lensi
yumusatmak amaciyla tercih edildi ve 30 ml %095 etil alkol, 20 ml %10’lik nétral
formalin tamponu, 10 ml glasiyel asetik asit ve 30 ml distile su karistirilarak elde
edildi. Davidson soliisyonunda +4°C’de bir gece boyunca fikse edilen gozler
fiksatifin uzaklastirilmas1 amaciyla 1X PBS ile 3 kere 5 dk yikandiktan sonra
dehidrasyon i¢in 10 dk %50 etil alkol, 10 dk %70 etil alkol, 2 kere 10 dk %95 etil
alkol ve 2 kere 10 dk %100 etil alkol serilerinden geg¢irildi. Ardindan 3 kere 5 dk
ksilen serilerinden gegirilen goz dokular1 birer saat boyunca 60°C’de 3 farkli parafin
serisiyle muamele edilerek parafine gdmme islemleri tamamlandi. Parafine gomiilii
dokulardan mikrotom cihazi (THERMO Shandon Finesse 325) kullanilarak 6 pm
kalinliginda kesitler alindi. Hematoksilen & eozin (H&E) boyamalar

gerceklestirilerek retinal dokularin histolojik analizleri yapildi.

3.7. Retinal Dejenerasyonun TUNEL Boyamayla Gosterilmesi

Hastalik modelinin olusturulmasinda retinal dejenerasyon i¢in en uygun doz
secildikten sonra, 5 pl steril distile su igerisinde ¢ozdiiriilen 50 nmol CoCl, ve
kontrol olarak 1X PBS enjeksiyonu yapilan si¢anlar belirli takip siireleri sonunda (0,
2,3, 4 ve 7. giin) sakrifiye edildi. Sakrifikasyonun ardindan alinan g6z dokular1 daha
once bahsedilen metoda uygun sekilde takip edilerek parafine gomiildii ve 6 pm
kalinliginda kesitler alindi. Bu kesitlerde, hipoksiye bagli gerceklesen apoptotik
hiicre o6liimlerinin belirlenmesi amaciyla ApopTag® Plus Peroxidase In Situ
Apoptosis Saptama Kiti (Sigma-Aldrich, S7101) kullanilarak TUNEL boyama
yapildi. Oncelikle deparafinize ve dehidre edilen dokular, hiicrelerin gegirgenligini
arttirmak amaciyla 1X PBS icinde ¢ozdiiriilen Proteinaz K (Sigma-Aldrich, p6556)
(20 pg/ml) ile oda sicakliginda 15 dk inkiibe edildi. Daha sonra dokular %3 H»O» ile
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5 dk muamele edilerek endojen peroksidaz aktivitesinin bloklanmasi saglandi ve
dengeleme tamponunda yaklasik 40 sn bekletildi. Sonrasinda dokulara, reaksiyon
tamponuyla birlikte TdT enzimi (7:3 oraninda) uygulanarak DNA kiriklarinin
etiketlenmesi saglandi. Nemli ortamda 1 saatlik inkiibasyonun ardindan dokular,
enzim aktivitesinin durdurulmasi i¢in durdurma/yikama soliisyonu ile yikandi.
Ardindan preparatlar anti-digoxigenin-peroksidaz ile 30 dk inkiibasyona birakild1 ve
DAB (147 ul DAB soliisyonu, 3 ul DAB substrat) ile 5 dk muamele edildi.
Sonrasinda dokular ¢ekirdek boyamasi amaciyla 10 dk boyunca 0,1M sodyum asetat
ile hazirlanan %0,5 (w/v) metil yesili (Sigma Aldrich, 323829) icerisinde bekletildi.
Son olarak, her birinde 30 sn olacak sekilde 3 farkli %100 N-biitanol serisinden ve
hemen ardindan 2’ser dk 3 farkli ksilen serisinden gegirildi ve entellan ile kapatilarak

Olympus IX-81 mikroskobuyla goriintiilendi.
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4. BULGULAR

4.1. Farkh CoCl, Dozlarinin ARPE-19 ve HMC-3 Hiicre Canhhg Uzerindeki
Etkileri

Dejeneratif retinal hastaliklarin tedavisinde kullanilmak iizere deney hayvan
modelinin olusturulmas1 amaciyla planlanmis projemizde ilk asamada hastalik
modelinin in vitro ortamda olusturulmas: amaglandi. Bu dogrultuda kullanilmak
izere insan retinal pigment epitelyum (RPE) hiicre hatt1 (ARPE-19) tercih edilerek
gerekli dejenerasyon kimyasal indiiklii olarak kobalt kloriir (CoCl,) ile olusturuldu.
Farkli dozlarda CoCl» soliisyonunun ARPE-19 hiicrelerinin canliliklari iizerindeki
etkileri MTT testleri ile belirlendi. Hiicreler 10 pl igerisinde 5, 15, 50, 150, ve 500
nmol olacak sekilde kullanimdan hemen 6nce hazirlanan CoCl; soliisyonuyla 24, 48,

72 ve 96 saatlik uygulamaya tabi tutuldu.
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Test sonucu alinan kolorimetrik sonuglarin analizlerine gére ARPE-19 hiicre hattinda
150 ve 500 nmol uygulamalar1 ¢ok siddetli etki gosterip ilk 24 saatte hiicrelerin
%90’1indan fazlasini 6ldiirtirken, 50 nmol CoClz uygulamasi alan hiicrelerde 48 saat
icerisinde %50°1ik bir hiicre kaybi tespit edildi. Bununla beraber diisiik doz 5 nmol
CoCly uygulamast ise 96 saatlik uygulamada hiicre canliliginin ancak %40’ 1
etkileyebildi. Sonug¢ olarak CoCl> dozu ve inkiibasyon siiresi arttik¢a retinal hiicre

Oliim oranlarinin da arttig1 belirlendi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1: CoClz uygulamas: almis ARPE-19 hiicrelerinin 24(A), 48(B), 72(C), ve 96.(D) saatlerde
yapilan MTT test sonuglarini gosteren grafikler (One-way ANOVA, p****<0,0001).

Retinal dejeneratif hastaliklardaki hasarin olusmasina dair teorilerden biri mikroglia
hiicre aktivasyonudur. Ozellesmis makrofaj hiicresi olan mikroglialar, retinal katman
hiicrelerinde meydana gelen hasara karsilik hiicre 6lim mekanizmasini tetikleyici

sitokinler salgilayarak hasarin daha da artmasina sebebiyet verirler. Retinal hiicre
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hasarindaki yeri bilinen mikroglia hiicrelerinin model olusturmada kullanilan CoCl>

uygulamasindan ne derece etkilendigini arastirmak icin ARPE-19 hiicrelerinde

yapilan CoCl, denemeleri insan mikroglia hiicre hattt olan HMC-3 hiicrelerinde de

gerceklestirildi. 24, 48, ve 72 saatlik uygulamalar sonrasi yapilan MTT testlerinin

analizlerinde artan doz ve uygulama siiresiyle dogru orantili olarak artan hiicre 6liim

miktarlart tespit edildi (Sekil 4.2). 50 nmol CoCl; uygulamas1 alan HMC-3 hiicre
hattinda 24 saat icerisinde %50’den fazla bir hiicre kaybi belirlendi. ARPE-19

hiicreleri ile HMC-3 hiicreleri in vitro kosullarda karsilastirildigt zaman mikroglia

hiicrelerinin CoClz> kimyasal uygulamasina kars1 diisiik dozlarda bile daha hassas

oldugu gozlemlendi.
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Sekil 4.2: HMC-3 hiicre hatlarinda CoCl> uygulamasi sonrast 24 (A), 48 (B) ve 72. (C) saatlerde
yapilan MTT test analizlerini gosteren grafikler (One-way ANOVA, p****<(,0001).
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4.2. RPE ve Mikroglia Hiicrelerinde CoCl> Uygulamasi Sonras1 HIF-1a Sentez
Diizeyinin Western Blot Yontemiyle Gosterilmesi

Farkli dozlardaki CoCl, uygulamasinin RPE ve mikroglia hiicre canlilig1 iizerindeki
etkileri MTT testleriyle belirlendikten sonra, hiicre 6lim mekanizmasmin hipoksi
sebepli olup olmadiginin arastirilmasi amaciyla western blot yontemi ile hipoksi
belirteci olan HIF-la protein tayini yapildi. Bunun i¢in 48 saat boyunca 5, 15, 50,
150, ve 500 nmol CoCl, uygulamasina maruz kalan RPE ve mikroglia hiicrelerinden
toplanan lizatlar kullanildi. ARPE-19 hiicrelerinde yapilan western blot sonuglarinda
uygulama almamis hiicrelerde bant olusumu gozlenmezken uygulama almis hiicre
lizatlarinda 95 kDa dolaylarinda HIF-lo proteinine rastlandi (Sekil 4.3). Ayni

membran lizerinde yikama yapilarak -actin isaretlemesi de yapildi.
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Sekil 4.3: ARPE-19 hiicrelerinin 48 saat CoClz ile muamelesinin ardindan toplanan hiicre lizatlarinda
HIF-1a ve B-actin proteinlerinin western blot ile tayini. Kullanilan dozlar sekil izerinde nmol olarak
verilmisgtir.
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48 saatlik 5, 15, 50, 150, ve 500 nmol CoCl, uygulamasi yapilmig HMC-3 hiicre
lizatlarinda yapilan western blot sonuglarinda uygulama almamis hiicrelerde bant
olusumu goézlenmezken uygulama almis hiicre lizatlarinda 95 kDa dolaylarinda HIF-
la proteinine rastlandi (Sekil 4.4). Aynt membran iizerinde yikama yapilarak B-actin

isaretlemesi de yapildi.
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Sekil 4.4: HMC-3 hiicrelerinin 48 saat CoClz ile muamelesinin ardindan toplanan hiicre lizatlarinda
HIF-1a ve B-actin proteinlerinin western blot ile tayini. Kullanilan dozlar sekil {izerinde nmol olarak
verilmisgtir.

4.3. CoCl; Uygulamasi Hipoksi Olusturarak ARPE-19 ve HMC-3 Hiicrelerinde
Dejenerasyona Sebebiyet Verdi

Western blot deney sonuclarimizda, HIF-1a proteininin stabil bir protein olmamasi
ve hiicredeki miktarinin ¢ok az olmasi sebebiyle diisiik yogunlukta bantlar elde
edildi. HIF-1a, hiicrelerin oksijene ulagimi oldugu an kisa siirede degrede olmaya
baslayan bir proteindir. Bu sebeple hiicre icerisindeki proteinleri daha cabuk fikse
ederek goriintiileme imkani sunan immiinofloresan boyama ile de western blot
deneyinde alinan sonuglar teyit etmek istedik. Bunun i¢in ARPE-19 ve HMC-3
hiicre hatlari 24 kuyulu kiiltiir kaplarina kuyu basma 10° hiicre olacak sekilde
ekilerek 5, 15, 50, 150, ve 500 nmol miktarlarinda steril distile su igerisinde
¢ozlilmiis CoClz soliisyonu ile muamele edildi. CoCl; uygulamasini takiben 24 ve

48. saatlerde primer HIF-la antikoru (Anti-HIF-la (abl)) ve sekonder antikorla
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(Alexa Fluor Plus 555 goat anti-mouse IgG, Invitrogen, A32727) immiinofloresan
boyama yapildi. Hiicrelerde ¢ekirdek goriintiilenmesi amaciyla DAPI boyamasi
gerceklestirildikten sonra Ornekler uygun filtreler kullanilarak Olympus IX-81
floresan mikroskobunda 20X objektif biiyiitmesi ile goriintiilendi. ARPE-19
hiicrelerinde yapilan immiinofloresan boyama sonuglarinda 24 ve 48 saatlik
uygulama sonrasit uygulama almamis hiicrelerde 151ma gozlenmezken, uygulama
almig hiicrelerde artan CoCly dozlar1 ve uygulama siiresi ile birlikte artan HIF-la

protein boyamasi gozlendi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5: ARPE-19 hiicre hattinda CoCl2 uygulamasinin 24 (A) ve 48 (B) saat sonrasinda yapilan
immiinofloresan boyama sonuglari. Dozlar sekil iizerinde nmol olarak verilmistir (biiylitme orani
20X).
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HMC-3 hiicrelerinde yapilan immiinofloresan boyama sonuglarinda 24 ve 48 saatlik
uygulama sonrasi uygulama almamis hiicrelerde boyama gozlenmezken yiiksek doz
CoCl, muamelesi sonrasi 6zellikle 48 saat sonrasinda artan HIF-1a protein miktar1
gozlendi (Sekil 4.6). Yiiksek doz (150 ve 500 nmol) CoCl, uygulamasi almig HMC-3
hiicrelerinde hem 24 saat hem de 48 saat ardindan artan hiicre 6liimiine bagli olarak

DAPI ile boyanan hiicre saymda da bir azalma gdzlendi.

o
v
—_
(%2}

50 150 500

50 150 500

) : : a2

Sekil 4.6: HMC-3 hiicre CoCl: uygulamasinin 24 (A) ve 48 (B) saat sonrasinda immiinofloresan
boyama sonuglari. Dozlar sekil iizerinde nmol olarak verilmistir (biiylitme orani1 20X).
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4.4. Intravitreal CoCl, Enjeksiyonu Retinal Dejenerasyona Sebep Oldu

in vitro olarak olusturulan kimyasal ajan indiiklii retinal dejeneratif hastalik
modelinin in vivo ortamda da olusturulmasi amactyla Akdeniz Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden alinan 12 haftalik erkek Wistar
sicanlar kullanildi. Deney grubu hayvanlarina 5 pl steril distile su igerisinde
¢oziilmiis 5, 15, 50, 150 ve 500 nmol CoCl, ¢ozeltisinin intravitreal enjeksiyonu
gerceklestirildi (n=6). Kontrol olarak kullanilan sicanlara ise ayni hacimde 1X PBS
enjeksiyonu yapildi. Yapilan enjeksiyonlarin ardindan siganlar 2 hafta rutin olarak
takip edildi. 2 hafta sonunda sakrifiye edilen sicanlarin goéz dokular1 Davidson
soliisyonunda +4°C’de bir gece boyunca fikse edilerek takip edildi ve parafine
gomiildii. Parafine gomiilen dokulardan 6 pm kalinliginda alinan kesitlerde
hematoksilen & eozin (H&E) boyamalar1 gerceklestirilerek retinal dokularin

histolojik analizleri yapildi.
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Intravitreal 1X PBS enjeksiyonu yapilmis deneklerin kesitlerinde retinal tabakalar -
Retinal Pigment Epitelyum (RPE), Dis Segment (DS), I¢ Segment (iS), Dis Niiklear
Tabaka (DNT), Dis Pleksiform Tabaka (DPT), I¢ Niikleer Tabaka (INT), Ic¢
Pleksiform Tabaka (IPT), Gangliyon Hiicre Tabakasi (GHT)- bir biitiin olarak
gortilmektedir (Sekil 4.7).

A

Sekil 4.7: intravitreal 1X PBS enjeksiyonu yapilmis deneklerin 2 hafta sonraki retinal tabakalarm
durumu. (Biiylitme oran1 4X (A) ve 40X (B — G))



5 nmol CoCl, uygulamasi almis sican kesitlerinde rod ve koni hiicrelerinin
beslenmesinden sorumlu RPE hiicrelerinde ve fotoreseptorlerin dis katmaninda (dis
segment) hafif siddetli dejenerasyon olustugu buna bagli olarak retinanin yer yer

RPE katmanindan ayrilmaya basladigi gozlendi (Sekil 4.8 — B, E ve F paneli).

Sekil 4.8: 5 pl steril distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiis 5 nmol CoClz soliisyonunun intravitreal
enjeksiyonundan 2 hafta sonra sakrifiye edilen siganlarin géz dokularindan 6 pm kalinliginda alinan
kesitlerdeki H&E boyama sonuglari. (Biiylitme oran1 4X (A) ve 40X (B — G))
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15 nmol CoCl> uygulamast almis sicanlarin g6z dokularindaki c¢ekirdek

boyamalarina bakildiginda 5 nmol dozda baslayan RPE ve dis segment hasar1 sonucu

retinal dokunun RPE den ayrilmasinin bu dozda artarak devam ettigi goriildi (Sekil

4.9 — B, E, F ve G paneli).

Sekil 4.9: 5ul steril distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiis 15 nmol CoClz soliisyonunun intravitreal
enjeksiyonundan 2 hafta sonra sakrifiye edilen siganlarin géz dokularindan 6um kalinliginda alinan

kesitlerdeki H&E boyama sonuglari. (Biiyiitme orani1 4X (A) ve 40X (B — G))
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Ucgiincii doz olan 50 nmol CoCl, almis siganlari goz kesitlerindeki H&E boyama
sonuclar1 incelendiginde rod ve koni hiicre ¢ekirdeklerinin bulundugu dis niikleer
tabakaya dogru ilerleyen, fotoreseptdplerin dis ve i¢c segmentlerinde bariz bir hasar
ve i¢ niikleer tabakada da yer yer dejeneratif bozukluklarin oldugu tespit edildi. D1s
ve i¢ segmentte olusan hasar artik bariz bir sekilde fotoreseptdr tabakasinin RPE

katmanindan ayrilmasina neden oldu (Sekil 4.10 — B, E, F ve G Paneli).

Sekil 4.10: 5 pl steril distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiis 50 nmol CoClz soliisyonunun intravitreal
enjeksiyonundan 2 hafta sonra sakrifiye edilen siganlarin g6z dokularindan 6 pm kalinliginda alinan
kesitlerdeki H&E boyama sonuglari. (Biiyilitme orani1 4X (A) ve 40X (B — G))
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150 nmol CoCl; enjeksiyonu yapilmis sicanlarin gz dokularindaki H&E boyama
sonuclarina bakildiginda fotoreseptor dejenerasyonuna ek olarak dig pleksiform
tabakanin neredeyse tamamen kaybolarak dis ve i¢ niikleer tabakanin i¢ ige gegmis
oldugu belirlendi. i¢ ve dis niikleer tabakalarda da bariz incelmeler ve bir dnceki

doza oranla dejenerasyonun artarak devam ettigi gortildii (Sekil 4.11).

Sekil 4.11: 5 pl steril distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiis 150 nmol CoCl: soliisyonunun intravitreal
enjeksiyonundan 2 hafta sonra sakrifiye edilen siganlarin g6z dokularindan 6 pm kalinliginda alinan
kesitlerdeki H&E boyama sonuglari. (Biiyilitme oran1 4X (A) ve 40X (B — G))
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En yiliksek doz olan 500 nmol CoCl; almis hayvanlarin g6z dokularinda
dejenerasyonun tiim katmanlarda siddetli bir sekilde olustugu, katmanlardaki hiicre
kayiplartyla incelmeler oldugu belirlendi. Dis pleksiform tabaka iyice gdzden

kaybolarak i¢ ve dis niikleer tabaka neredeyse birlesti (Sekil 4.12).

Sekil 4.12: 5 pl steril distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiis 500 nmol CoCl: soliisyonunun intravitreal
enjeksiyonundan 2 hafta sonra sakrifiye edilen siganlarin g6z dokularindan 6 pm kalinliginda alinan
kesitlerdeki H&E boyama sonuglari. (Biiyilitme orani1 4X (A) ve 40X (B — G))
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Farkli dozlarda uygulama almis ve 2 hafta takip edilmis si¢an retinal dokularinda
yapilan histolojik analizler sonrasi uygun hastalik modelini olusturmak i¢in doz
optimizasyonuna devam edilerek 50, 100 ve 150 nmol CoCl> uygulamasi tekrar
edildi. Doz belirlemesinin yaninda bu dozlardaki hasarin zamana bagl degisiminin
de gozlemlenebilmesi i¢in si¢anlar uygulama aldiktan sonra 2, 3 ve 4 hafta siireyle
takip edildi. Sigcanlardan aliman goz dokularinda H&E boyamasi ile histolojik
analizler yapildi (n =6).
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50 nmol CoCl, uygulamasindan 2 hafta sonra sicanlarin retinal dokulari
incelendiginde fotoreseptdrlerin i¢ ve dis segmentinde bariz bir dejenerasyon, i¢ ve
dis niikleer tabakalarinda da kismi hasar gozlendi. Fotoreseptér ve RPE
katmanlarinin yer yer koroid yapidan ayrildig: tespit edildi (Sekil 4.13 — Panel C, D,
E ve G).

Sekil 4.13: 5 pl steril distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiis 50 nmol CoCl» soliisyonunun intravitreal
enjeksiyonundan 2 hafta sonra sakrifiye edilen siganlarin g6z dokularindan 6 pm kalinliginda alinan
kesitlerdeki H&E boyama sonuglari. (Biiyiitme orani1 4X (A) ve 40X (B — G))
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Ara doz olarak denenen 100 nmol CoCl, almis si¢anlarin 2 hafta sonunda retinal
dokularindaki H&E boyama sonuglarina bakildiginda, fotoreseptor hasarindan dolay1
ic ve dig segment sinirlarinin kayboldugu, dis ve i¢ niikleer tabakalarindaki

incelmelerin artarak devam ettigi gézlendi (Sekil 4.14 — Panel D — G).

Sekil 4.14: 5 pl steril distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiis 100 nmol CoCl» soliisyonunun intravitreal
enjeksiyonundan 2 hafta sonra sakrifiye edilen siganlarin g6z dokularindan 6 pm kalinliginda alinan
kesitlerdeki H&E boyama sonuglari. (Biiyilitme orani1 4X (A) ve 40X (B — G))
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2 haftalik 150 nmol CoCl» uygulama sonrasinda ise hemen hemen tiim retinal
katmanlarin hasar aldigi goriildii. Katmanlarda hiicre kaybma bagli incelmeler
gozlenirken, 6zellikle dis pleksiform tabakasinin incelerek dejenerasyona ugradigi ve

i¢ ve dis niikleer katmanlarin i¢ i¢e gectigi belirlendi (Sekil 4.15 — Panel C, D ve G).

Sekil 4.15: 5 pl steril distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiis 150 nmol CoCl» soliisyonunun intravitreal
enjeksiyonundan 2 hafta sonra sakrifiye edilen siganlarin g6z dokularindan 6 pm kalinliginda alinan
kesitlerdeki H&E boyama sonuglari. (Biiyilitme oran1 4X (A) ve 40X (B — G))
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50 nmol CoCl; uygulamasinin ardindan 3 hafta takip edilen si¢anlarin goz
dokularinda yapilan H&E boyamalarina bakildiginda, artan dejenerasyona bagh
olarak dis pleksiform tabakasinin kaybolup, dis ve i¢ niikleer tabakalarin incelerek
birbirine gectigi ve tek bir tabakaymis gibi goriindiigii tespit edildi. Ayrica

fotoreseptor dis ve i¢ segmentinin tamamen belirsizlestigi goriildii (Sekil 4.16).

Sekil 4.16: 5 pl steril distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiis 50 nmol CoCl» soliisyonunun intravitreal
enjeksiyonundan 3 hafta sonra sakrifiye edilen siganlarin g6z dokularindan 6 pm kalinliginda alinan
kesitlerdeki H&E boyama sonuglari. (Biiyilitme oran1 4X (A) ve 40X (B — G))
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100 nmol CoCl, almis sicanlarin 3 hafta sonundaki goz kesitlerindeki H&E boyama
sonuclarina gore (Sekil 4.17) 2. haftada baslayan hasarin siddetlenerek devam ettigi,
fotoreseptorlerin i¢ ve dis segmentindeki dejenerasyona ek olarak i¢ ve dis niikleer

tabakalarda bulunan hiicre yogunlugunda bariz bir azalma tespit edildi.

Sekil 4.17: 5 pl steril distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiis 100 nmol CoCl» soliisyonunun intravitreal
enjeksiyonundan 3 hafta sonra sakrifiye edilen sicanlarin g6z dokularindan 6 pm kalinliginda alinan
kesitlerdeki H&E boyama sonuglari. (Biiyilitme orani1 4X (A) ve 40X (B — G))
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150 nmol CoCl> uygulamasindan 3 hafta sonraki retinal boyamalara bakildiginda
retinal dejenerasyonun artarak devam ettigi, fotoreseptor dis ve i¢ segmentinin ise

yok oldugu goriildii (Sekil 4.18).

Sekil 4.18: 5 pl steril distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiis 150 nmol CoCl» soliisyonunun intravitreal
enjeksiyonundan 3 hafta sonra sakrifiye edilen sicanlarin g6z dokularindan 6 pm kalinliginda alinan
kesitlerdeki H&E boyama sonuglari. (Biiyilitme oran1 4X (A) ve 40X (B — G))
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50 nmol CoCl, uygulamasindan 4 hafta sonra yapilan H&E boyama sonuglarina gore
(Sekil 4.19) retinanin her bir katmaninin hasar aldigi, Ozellikle fotoreseptor

tabakasinin parcalandigi tespit edildi.

Sekil 4.19: 5 pl steril distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiis 50 nmol CoCl» soliisyonunun intravitreal
enjeksiyonundan 4 hafta sonra sakrifiye edilen sicanlarin g6z dokularindan 6 pm kalinliginda alinan
kesitlerdeki H&E boyama sonuglari. (Biiyilitme orani1 4X (A) ve 40X (B — G))
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Yapilan histolojik analizlerde 100 nmol CoCl; uygulamasimin 4 hafta sonunda,
retinal katmanlarda par¢alanmalara sebebiyet vererek retina biitiinliiglinii bozdugu

tespit edildi (Sekil 4.20).

Sekil 4.20: 5 pl steril distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiis 100 nmol CoCl» soliisyonunun intravitreal
enjeksiyonundan 4 hafta sonra sakrifiye edilen siganlarin géz dokularindan 6 pm kalinliginda alinan
kesitlerdeki H&E boyama sonuglari. (Biiyilitme oran1 4X (A) ve 40X (B — G))
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150 nmol CoCl, uygulamasindan 4 hafta sonra retinal dokular incelendiginde, tiim

katmanlarda siddetli bir dejenerasyon gozlendi (Sekil 4.21).

Sekil 4.21: 5 pl steril distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiis 150 nmol CoCl2 soliisyonunun intravitreal
enjeksiyonundan 4 hafta sonra sakrifiye edilen sicanlarin g6z dokularindan 6 pm kalinliginda alinan
kesitlerdeki H&E boyama sonuglari. (Biiyilitme orani1 4X (A) ve 40X (B — G))
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4.5. Retinal Dejenerasyonunun TUNEL analizi

50 nmol CoCl; uygulamasi sonrasi retinada gerceklesen hiicre 6liim mekanizmasini
aydinlatabilmek i¢in siganlar belirli takip siireleri sonunda (0, 2, 3, 4 ve 7. giin)
sakrifiye edilerek retinal kesitlerde TUNEL boyama yapildi. Boyama sonuglar
kontrolle kiyaslandiginda (0 giin 1X PBS almis), 50 nmol CoCl, uygulamasinin 2.
giinde hiicreleri belirgin bir sekilde apoptoza yonlendirdigi ve apoptotik hiicre
Olimlerinin fotoreseptorlerde (dis niikleer tabakada) yogunlastigi tespit edildi.
Ilerleyen giinlerde apoptotik hiicre sayilarinin giderek azaldig: (3 ve 4. giin) ve daha
cok i¢ niikleer ve gangliyon hiicre tabakalarinda yogunlastigi gézlemlendi. 7. giine
gelindiginde ise dis ve i¢ niikleer tabakada az da olsa yer yer kiimelenmis apoptotik

hiicrelerin varligina rastlandi (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22: 5 pl steril distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiis 50 nmol CoCl» soliisyonunun intravitreal
enjeksiyonundan 2, 3, 4 ve 7 giin sonra ve 1X PBS uygulamasindan sonra (0) sakrifiye edilen
sicanlarin g6z dokularindan 6 pm kalinliginda alinan kesitlerdeki TUNEL boyama sonuglari.
Apoptotik hiicre ¢ekirdekleri koyu kahverengi boyandi. Metil yesili zit boyama i¢in kullanildi
(Biiylitme oran1 40X (A ve B) ve 64X (C)).
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5. TARTISMA

Fotoreseptorlerde yapi1 ve fonksiyon bozukluguna neden olan cesitli genetik
mutasyonlar sonucu gelisen retinal distrofiler, ilerleyen donemlerde korliikle
sonu¢lanmaktadir. Hastalia sebep olan mutasyonlar, fotoreseptorler ve retinal
pigment epitelyum hiicreleri (RPE) gibi farkli hiicre gruplarinda, cesitli genler
tizerinde goriiliir. En sik rastlanan retinopati tipi (yaygmlhigi 1:4000) retinitis
pigmentozada (RP) bile 70 farkli gende 3000°den fazla mutasyonun varlig
bilinmektedir. Bu durum, hastaligin gen nakli ile tedavisi i¢in her bir mutasyona
ozgii farkli deney hayvan modellerini ve farkli gen nakillerini gerektirir. Ancak ¢ok
cesitli dejenerasyon yolaklarina ragmen hastalik siirecinde gelisen patolojik tablo
genel olarak aynidir. Bu baglamda, farkli mutasyonlarin neden oldugu ortak hastalik
patolojisini taklit eden yeni bir deney hayvan modelinin olusturulmasi,
gelistirilebilecek olasi gen terapisi ¢alismalarinda kolaylik saglayacaktir. Bu sebeple
calisgmamizda tek bir gen mutasyonuna 6zgii degil, ¢ok sayida mutasyonun sebebiyet
verdigi ortak hastalik patolojisine yonelik bir deney hayvan modelinin olusturulmasi
amaclandi. Kimyasal indiiklii dejenerasyonun olusturulmasi i¢in hiicrelerde hipoksi
olusturma etkileri ile bilinen CoCl; tercih edildi. Uygulanacak doza karar verebilmek
icin ise diisiik dozdan yiiksek doza dogru cesitli dozlar denendi. in vitro CoCly
uygulamasinin sonuglarmin tayini i¢in insan retinal pigment epitelyum (RPE) hiicre
hatti olan ARPE-19 hiicreleri tercih edildi. Yapilan farkli doz uygulamalar
sonucunda CoCl, dozu ve inkiibasyon stiresi arttik¢a retinal hiicre 6liim oranlarinin

da artt1g1 belirlendi.

RP deney hayvan modeli olarak tercih edilen retinal dejenerasyon (rd) fare ve Royal
College of Surgeons (RCS) sicanlarda aktif mikroglia hiicrelerinin varligi retinal
distrofilerdeki dejenerasyonun sebeplerinden birinin mikroglial aktivasyon oldugunu
gosterdi (Roque ve ark., 1999; Zeiss ve Johnson, 2004). Bu sebeple mikroglia
hiicrelerinin model olusturmada kullanilacak CoCl, uygulamasindan ne derece
etkilendigini aragtirmak i¢in ARPE-19 hiicrelerinde yapilan CoCl> denemeleri insan
mikroglia hiicre hattt HMC-3 hiicrelerinde de gercgeklestirildi. Uygulama sonrasi

yapilan MTT testlerinin analizlerinde mikroglia hiicrelerinin CoCl> uygulamasina
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kars1 diisiik dozlarda bile RPE hiicrelerine kiyasla in vitro kosullarda daha hassas

oldugu gozlemlendi.

Farkli dozlarda uygulama almig RPE ve mikroglia hiicrelerinden toplanan lizatlarda
hiicre 6liim mekanizmasi olan hipoksinin indiiklenip indiiklenmediginin kontrolii
olarak HIF-1a proteininin western blot ile tayini yapildi. HIF-1a, ortamdaki oksijen
miktarinin azalmasiyla birlikte agiga cikan ve hiicrelerin oksijene erigimi ile
dakikalar igerisinde degrede olabilen hiicrede az miktarda bulunan bir transkripsiyon
faktoriidiir. Bu sebeple western yiikleme kontrolii olan B-actin protein miktariyla
karsilastirildiginda daha diisiik yogunlukta bant olusumu goézlendi. Western blot
sonuclarina bakildiginda uygulama almamais hiicrelerde bant olusumu gézlenmezken

uygulama almis hiicre lizatlarinda 95 kDa dolaylarinda HIF-1a proteinine rastlandi.

Western blot deney sonucunda alinan bant yogunluklarmin diisiik olmasi sebebiyle
proteinleri ¢ok daha cabuk fikse ederek goriintiileme imkani sunan immiinofloresan
boyama ile de CoCl, uygulamasi almis RPE ve mikroglia hiicrelerinde HIF-1a
protein tayini yapildi. 24 ve 48 saatlik uygulamaya maruz kalan ARPE-19
hiicrelerinde artan doz ve artan uygulama siiresi ile birlikte artan HIF-1a protein
boyamas1 gozlendi. HMC-3 hiicrelerindeki sonuglara bakildiginda ise yiiksek doz
(150 ve 500 nmol) CoCl, muamelesi sonras1 6zellikle 48 saat sonrasinda artan HIF-
la protein miktart gozlendi. Yapilan MTT testlerinin analizlerinde HMC-3 hiicreleri
RPE hiicrelerine kiyasla CoClz uygulamasina karsi daha hassas oldugu belirlenmisti.
Yapilan c¢ekirdek boyamalarina bakildiginda da artan dozlarda azalan DAPI

boyamasi ile bu sonuglar desteklenmis oldu.

in vitro hastalik modellemesi sonrasinda in vivo hayvan modelinin Wistar siganlarda
olusturulmasi amaciyla intravitreal yolla 5 pl steril distile su igerisinde ¢ozdiirtilmiis
5, 15, 50, 150 ve 500 nmol CoCl> enjeksiyonlar1 yapildi. Sicanlar 2 haftalik takibin
sonrasinda sakrifiye edildi ve alinan g6z dokularinda histolojik analizler yapildi.
Alinan gbz dokular1 Davidson soliisyonu igerisinde fikse edilerek parafine gomiildii.
Davidson soliisyonu dokularin igslenmesi sirasinda lensin normalden daha yumusak
olmasin1 saglamasi ve kesit alimini dolayisi ile retinal dokularin gdzlenmesini

kolaylagtirmak icin tercih edildi. Toplanan goz dokularindan 6 um kalinliginda
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kesitler alinarak H&E boyamasi ile hiicre morfolojileri incelendi. 1X PBS
enjeksiyonu yapilan sicanlarin goz kesitlerinde retinal dokular hasarsiz ve bir biitiin
halinde goriilirken, CoCl, uygulamasi yapilmis sicanlarin  dokularinda
fotoreseptorlerin dis segmentinde baslayarak artan dozla birlikte siddetlenerek tiim
tabakalara yayilan retinal dejenerasyon tespit edildi. i¢ ve dis segmentte meydana
gelen hasara bagl olarak retina yer yer RPE katmanindan ayrildi. Yiiksek dozlarda
(150 ve 500 nmol) ise dis pleksiform tabakanin neredeyse kaybolarak i¢ ve dis

niikleer tabakalarinin i¢ ice gectigi gozlendi.

in vivo hastalik modelinde intravitreal kimyasal ajan enjeksiyonu ile progresif retinal
dejenerasyonun gosterilmesi amaglandi. Bu amacla ¢ok genis aralikta denenmis
dozlar arasindan orta siddette hasar vermis 50 ve 150 nmol dozlarma 100 nmol dozu
da eklenerek CoCl> uygulamasi tekrar edildi. ileri donemlerdeki dejenerasyonun
gozlemlenebilmesi i¢in si¢anlar uygulama aldiktan sonra 2, 3 ve 4 hafta siireyle takip
edildi. Yapilan histolojik analizler sonrasinda artan uygulama siiresine bagli olarak
fotoreseptdr dejenerasyonunun da artarak tiim retinal katmanlara yayildigi tespit
edildi. 500 nmol gibi yiiksek CoCl> dozunun siddetli dejenerasyona sebep olmasi i¢in
2 hafta yeterli olurken ayni hasarin 50 nmol CoCl: ile olusturulmasi neredeyse 4
hafta siirdii. Bu sonuclar segilecek olan CoCl> dozun yaninda uygulama siiresinin de

ne kadar 6nemli oldugunu gosterir nitelikteydi.

CoCl, uygulamasiyla retinal tabakalarda gerceklesen hiicre Oliimlerinin
mekanizmasinin apoptozis olup olmadiginin arastirilmasi i¢in intravitreal CoCla
enjeksiyonlarinin ardindan 2, 3, 4 ve 7 giin takip edilen siganlarin goz kesitlerinde
TUNEL boyama gerceklestirildi. 50 nmol CoClz uygulamasinin, 2. giinde hiicreleri
belirgin bir sekilde apoptoza yonlendirdigi ve apoptotik hiicre boyamalariin dis
niikleer tabakada yogunlastigi tespit edildi. ilerleyen giinlerde ise dis niikleer
tabakadaki apoptotik hiicrelerin azaldigi, i¢ niikleer ve gangliyon hiicre

tabakalarindaki boyamalarin arttig1 gézlendi.

Sonu¢ olarak, in vitro CoClo uygulamalarinin retinal hiicrelerde hipoksiyi
indiikleyerek dejenerasyona neden oldugu belirlendi. Wistar sicanlarda yapilan

intravitreal CoCl> enjeksiyonlariyla da fotoreseptor hiicrelerinin apoptozu ile
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baslayarak tiim tabakalara yayilan progresif retinal dejenerasyon olusturulmus oldu.
Retinitis pigmentoza gibi kalitsal retinal disrofilerde belirlenmis ¢ok sayida farkli (70
gende 3000’den fazla) mutasyon bulunsa da hastalik siiresince gelisen ortak patoloji,
yavag ve ilerleyen retinal dejenerasyon olarak goriilmektedir. Projemizde elde edilen
sonuglara bakildiginda, intravitreal CoCl> uygulamalariyla kalitsal retinopatilerin
ortak patolojisini taklit edebilen, kimyasal ajan indiiklii yeni bir dejeneratif retinal

hastalik deney hayvan modelinin gelistirildigi goriilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Cesitli hiicre gruplarinda meydana gelen mutasyonlar sonucu olusan retinal
dejenerasyon ile karakterize retinitis pigmentoza (RP) i¢in bilinen 70 gen ve
3000°den fazla mutasyon mevcuttur. Retinitis pigmentoza gen nakli ile tedavi
edilmek istendiginde bu genetik heterojenite hedef gen se¢imini zorlastirmaktadir.
Secilecek her bir mutasyon i¢in farkli bir gen tedavisi plani beraberinde o mutasyona
0zgli deney hayvan modelinin de olusturulmasini gerektirir. 3000’den fazla
mutasyon diisiiniildiiglinde bu durum maliyet ve zaman agisindan pratikte ¢cok da
uygulanabilir goriilmemektedir. Bilinen ¢esitli mutasyonlara ragmen hastalik
stirecinde gelisen patolojik tablo genel olarak aynidir. Bu baglamda, farkli
mutasyonlarin neden oldugu ortak hastalik patolojisini taklit eden yeni bir deney
hayvan modelinin olusturulmasi, gelistirilebilecek olasi gen terapisi c¢alismalarina
olanak saglayacaktir. Bu amag cergevesinde gelistirilen projemizde Wistar siganlara
intravitreal kobalt kloriir enjeksiyonlar1 yapildi. Enjeksiyonlar sonrasi takip edilen
sicanlarin retinal dokularinda, fotoreseptdrlerde baglayip zamanla tiim tabakalara
yayilan progresif retinal dejenerasyon tespit edildi. Olusturulan yeni deney hayvan
modeliyle, tek bir mutasyonun gen replasmaniyla diizeltilmesi yerine, mutasyonun
neden oldugu patolojinin diizeltilmesine veya hastalik gelisiminin engellenmesine
yonelik ¢aligmalara olanak saglanacaktir. Bu agidan bakildiginda, gelistirilebilecek
gen tedavi stratejilerinin ¢ok daha fazla sayida hastada uygulanabilir olacagi

diistiniilmektedir.
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