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OZET

Poli-ADP-riboz polimeraz-1 (PARP1) enzimi hiicresel fizyolojik kosullarda DNA tamirini
gerceklestirerek hiicrenin genetik stabilitesinin korunmasinda gérev alan bir enzimdir. PARP1, DNA
tamiri slirecinde, PARilasyon olayiyla, poli-ADP-riboz (PAR) polimerleri iiretmekte; bu yapilar
hedef proteine eklenerek kirik zincirin onarilmasi saglanmaktadir. Retinitis pigmentosa gibi kalitsal
retinal dejenerasyonlarda genetik mutasyonlara bagli olarak asirt DNA hasarimin gergeklestigi,
PARP aktivitesinin asir1 arttigt ve bu durumun PAR polimerlerinin birikimine neden olarak
PARthanatos adi verilen bir 6liim yolagiyla fotoreseptor kaybina neden oldugu diisiiniilmektedir.
PARP inhibitorleri ise klinikte kanser tedavilerinde kullanilan ya da klinik ¢alismalar1 devam eden
farmakolojik ajanlardir. Bu ¢aligmada PARP1 inhibitorlerinden Olaparib, Talazoparib (BMN-673)
ve 3-Aminobenzamid’ in (3AB) kalitsal retinal dejenerasyon modellerinden biri olan, PRPH2 geni
mutasyonlu rd2 model (yavas retinal dejenerasyon) farelerdeki noroprotektif —etkisi
immiinohistokimyasal, immiinfloresan ve TUNEL  yontemleriyle aragtirtlmigtir.
Immunohistokimyasal incelemelerde rd2 modeliyle yapilan in vitro retina organ kiiltiirlerinde asir1
PAR birikimi oldugu; buna karsin farkli dozlarda kullanilan her ii¢ PARP inhibitériinden 100nM
Olaparib, 3nM BMN-673 ve 10nM 3AB’ nin PAR birikimini anlamli sekilde azalttigi
gozlemlenmistir. TUNEL yonteminde ise rd2 in vitro retinal kiltiirlerdeki fotoreseptor hiicre dlimii
100nM Olaparib, 3nM BMN-673 ve 10nM 3AB uygulanan gruplarda anlamli sekilde azalmistir. Her
iki yontemde de en etkili PARP inhibitorii BMN-673 olarak tespit edilmistir. Ayrica fotoreseptor
tabakasin1 ve Koni fotoreseptdrlerini korumada, Miiller hiicre aktivitesini ve ekstraselliiler vezikiil
aktivitesini azaltmada, fotoreseptorlerdeki Rodopsin yogunlugunu korumada da rd2 model i¢in bu
inhibitorlerin néroprotektif etkisi oldugu; en etkili olanin ise 3nM BMN-673 oldugu bulunmustur.
PARP inhibitdrlerinin PRPH2 geni mutasyonlu kalitsal retinal dejenerasyonlarda fotoreseptorleri
koruyarak gérme kaybini 6nleyebilecegi, gelecekte terapi yontemi olabilecegi diisliniilmektedir.
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ABSTRACT

Poly-ADP-ribose polymerase-1 (PARP1) enzyme is involved in maintaining the cellular genetic
stability by facilitating DNA repair process under physiological conditions. During the DNA repair
process, PARP1 produces poly ADP-ribose (PAR) polymers, PARylates itself and other proteins to
repair the broken chain. In hereditary retinal degenerations such as Retinitis pigmentosa, excessive
DNA damage occurs due to genetic mutations, PARP activity increased excessively and this causes
the accumulation of PAR polymers, resulting in photoreceptor loss through a death pathway called
PARthanatos. PARP inhibitors are clinically used in cancer treatments or clinical studies. In this
study, the neuroprotective effect of PARP1 inhibitors Olaparib, Talazoparib (BMN-673), 3-
Aminobenzamide (3AB) was investigated in rd2 model (slow retinal degeneration) with PRPH2
gene mutation, a hereditary retinal degeneration model, by immunohistochemical,
immunofluorescence and TUNEL methods. Excessive PAR accumulation in photoreceptors was
observed in rd2 in vitro retinal cultures, but the groups treated with 100nM Olaparib, 3nM BMN-
673, 10nM 3AB significantly reduced PAR accumulation. According to the TUNEL method
photoreceptor cell death reducud significantly in retinal cultures from rd2 mice treated with 100nM
Olaparib, 3nM BMN-673, 10nM 3AB. The most effective PARP inhibitor was BMN-673. In
addition, it has been found that these inhibitors have neuroprotective effects in protecting
photoreceptor layer and Cone photoreceptors, reducing Miiller cell activity and extracellular vesicle
activity and preserving rhodopsin density in photoreceptors, the most effective was 3nM BMN-673.
PARP inhibitors could prevent vision loss by protecting photoreceptors in hereditary retinal
degenerations with PRPH2 gene mutation and may be therapeutic targets for the future.
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1. GIRIS

Gorme engelliligi (kismi korliik) ve korliik, insanlar1 en ¢ok zorlayan ve endiselendiren
saglik sorunlarindan biridir. Kisilerin hayat kalitesini, bagimsizliklarini ve 6zellikle ¢alisan
niifusu ciddi sekilde etkilemekte; ayn1 zamanda agir psikolojik problemleri ve ekonomik
yiikleri de beraberinde getirmektedir. Diinya Saglik Orgiitii’ niin (DSO) yayinladigi, Eyliil
2021 verilerine gore diinyada yaklasik 284 milyon insan gorme engellidir ve 39 milyon insan
ise korliikle miicadele etmektedir. Yayimlanan rapora gore bu engelli niifusunun %60’ inin

65 yas tistii oldugu bilinirken yaklagik 19 milyonu ise ¢ocuklardan olugsmaktadir [1].

Gorme kaybina yol agan pek ¢ok neden vardir. Akut travmalar, bir ya da birden fazla baska
hastaligin daha eslik ettigi patolojik siirecler ya da kalitsal dejenerasyonlar goziin islevini
yitirmesine neden olabilirler. Retinal dejenerasyonlar pek ¢ok farkli gesitte olup periferik ya
da merkezi veya her ikisini birden etkileyecek dejenerasyonlar seklinde goriilebilir. Periferik
dejenerasyonlarda agirlikli olarak Rod (cubuk) fotoreseptor kaybi gozlenirken merkezi

dejenerasyonlar Koni fotoreseptorlerinin kaybu ile karakterizedirler [2].

Kalitsal retinal dejenerasyonlar; gece korliigii (niktalopi), karanliga adaptasyonda sorun,
fotofobi, gérme alan1 daralmasi, merkezi gérme kaybi, nistagmus ve pupiller anormaliteler
gibi ilerleyici sorunlara neden olurlar [3]. Bu dejenerasyon tipi ortalama her 2000 kiside 1
yayginliga sahiptir ve diinya genelinde yaklagik 2 milyon kisiyi etkilemektedir [4]. Genetik
heterojenite gosterirler. Son yillardaki artan teknoloji ve gelismelerle birlikte kalitsal retinal
dejenerasyonlara neden olan pek cok gen ve bu genlerdeki mutasyonlar ortaya konmustur.
Glintimiize dek bu hastaliklarin olusumunda 300’ {in tizerinde farkli gen ve gen lokusunun
yer aldigi tespit edilmistir [5]. Bu genlerdeki mutasyonlar dogrudan fotoreseptorleri
etkileyebildikleri gibi ve/veya retinal pigment epitelinin (RPE) fonksiyonunu da
etkileyebilmektedirler. Genetik heterojenitenin vurgulanmasi bakimindan; otozomal baskin,
otozomal ¢ekinik, X-kromozomu iligkili, dijenik ve mitokondriyal kalitimla aktarilan
kalitsal retinal dejenerasyonlar seklinde siniflandirilmislardir [3, 6-9]. Ayrica kalitsal retinal
dejenerasyonun goriildiigii patolojik tablolar non-sendromik, sendromik, stabil ve ilerleyici
olarak da smiflandirilabilir [10]. Nonsendromik vakalarda hastanin yalnizca gozleri
etkileniyorken, sendromik vakalarda diger norosensorleri ya da sistemik organlari da
etkilenmektedir. Bu genlerdeki mutasyonlarin ayni ailedeki bireyler arasinda bile ¢esitlilik

gosterebildigi ve farkli kombinasyonlar olusturabildigi goz oniine alindiginda hastaliga



neden olacak kalitsal mutasyonlarin son derece c¢esitli olabilecegi dikkate alinmalidir.
Fenotipik ¢esitlilik bakimindan ise 20’ den fazla gesit kalitsal retinal dejenerasyon vardir
[11]. Bunlar arasinda Retinitis pigmentosa (RP), koni distrofileri, koni-rod distrofileri,
Leber’in konjenital amaurosisi (LCA) ve yasa-bagli makiiler dejenerasyon (YBMD) gibi

hastalik gruplari kalitsal retinal dejenerasyonlari olusturan en temel siniflamalardir [12].

Kalitsal retinal dejenerasyonlarin biiyiik bir bolimiinii olusturan Retinitis pigmentosa i¢in
bugiine dek kesin bir tedavi metodu gelistirilememis olmasi, bu alanda yapilan ¢alismalarin
onemini artirmaktadir. Giiniimiizde Retinitis pigmentosa’ nin tedavisi ya da en azindan
ilerlemesinin durdurulmas: i¢in genel olarak genel olarak; a) A vitamini ve retinoid
desteklerin palyatif kullanimi, b) gen terapileri c) retina pigment epiteli ve fotoreseptor
transplantasyonu ya da elektronik protezler gibi “replasman tedavileri” uygulanmaktadir.
Son donemlerde fotoreseptor 6liim mekanizmasinin basamaklarinin anlagilmaya calisilmasi
lizerine yapilan arastirmalar; poli-ADP-riboz polimeraz (PARP) inhibitorlerinin de kalitsal

retinal dejenerasyonlar i¢in bir umut olabilecegi fikrini dogurmustur.

Poli-ADP-riboz polimeraz (PARP) enzim ailesi; adenozin difosfat (ADP) ribozilasyonunu
gerceklestiren ve normal hiicre fizyolojisi i¢in son derece onemli olan bir enzim ailesi
grubudur. ADP-ribozilasyonunu poli- ya da mono- olarak gergeklestirebilme erkine sahiptir.
En ¢ok calisilan iiyesi PARP1 olup PARP1’ in poli-ADP-ribozilasyon gergeklestirdigi ve
bunun neticesinde poli-ADP-ribozil (PAR) polimerlerinin olustugu bilinmektedir [13].
PARP’ lar normal sartlarda deoksiribo niikleik asit (DNA) hasar tamir mekanizmasinda
gorev alan ve hiicrenin sagkalimindan sorumlu enzimlerdir. Ayni zamanda hiicresel
sinyalizasyon, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, protein ve lipid metabolizmasinin
dengelenmesi, adaptif bagisiklik ve programli hiicre 6liimii gibi birgok hiicresel yolakta yer
almaktadirlar [14]. PARP enzimleri temelde hafif genotoksik stres faktorlerine karsi hiicreyi
koruyarak DNA tamirinde gorev alirlarken yogun DNA bozunmasinin gerceklestigi
durumlarda asir1 ifadelenerek, ironik bir sekilde, hiicreyi 6liime gotiiren bir yolakta yer
alirlar. Tam bu noktada DNA’y1 tamir edemeden hiicre 6liimiine neden olan PARP aktivitesi
s6z konusu oldugu i¢in Berger bu durumu “PARP’ 1n intihar hipotezi” olarak adlandirmistir
[15]. Boylece PARP, kaspaz-bagimsiz olan, fakat poli-ADP-riboz (PAR) birikimi ve
apoptoz-indiikleyici faktoriin (AIF) mitokondriden niikleusa translokasyonunu iceren yeni
bir hiicre 6liimii mekanizmasinin temel aktorii olmus olur [16]. Bu 6zel hiicre oliimii

mekanizmasi “PARthanatos” olarak isimlendirilmistir [17]. Genetik mutasyonlu, kalitsal



retinal dejenerasyonlu fare retinalarinda PARP enziminin asir1 diizeyde var oldugu (over-
ekspresyon) gosterilmistir [18, 19]. Bu noktadan hareketle, hali hazirda klinikte meme, over
ya da prostat kanserleri gibi bazi kanser tiirlerinde kullanilan [20-22], ayrica Alzheimer gibi
bazi norodejeneratif hastaliklarda pre-klinik ¢alismalart devam eden [23] PARP
inhibitorlerinin kalitsal retinal dejenerasyonlar i¢in de tedavi edici bir ajan olabilecekleri

hipotezi dogmustur.

Memeli retinalarinda PRPH2 (Peripherin-2) genindeki bazi mutasyonlara bagli olarak
fotoreseptorler olmalar1 gerektigi sekilde gelisememektedirler [24, 25]. Bu mutasyonun
varliginda, 15181n algilanarak elektrokimyasal iletiler seklinde beyne iletilmesinde temel
gorevi olan fotoreseptorlerin dis segmenti olmasi gerektigi gibi gelisemez. Bu da kademeli
sekilde fotoreseptér kaybina neden olarak nihayetinde tam korlilk gelismesine yol

acgmaktadir.

Yapilan ¢aligmalarda insan PRPH2 geni mutasyonunun rd2 model (retinal dejenerasyon-2/
retinal dejenerasyon slow) farelerde homolog olarak calisilabildigi gosterilmistir. Bu
bilgiden yola ¢ikarak biz de ¢alismamizda kalitsal retinal dejenerasyonlu rd2 model fare
retinalarinda PARP inhibitorlerinden Olaparib, Talazoparib (BMN-673) ve 3-
aminobenzamid’ in (3AB) olas1 noroprotektif etkisini arastirmay1 planladik. Bu amagla in
vitro rd2 retinal kiiltiirler dogum sonrasi (Post natal/PN) onbirinci giinde PARP inhibitorleri
ile PN18’ e dek tedaviye alindilar. Tedavi sonrasi uygulanan TUNEL yontemi ile
fotoreseptdr hiicre Oliimlerini; immiinohistokimyasal yontem olarak DAB esliginde
kullandigimiz PAR boyamasi yontemi ile Parthanatos hiicre 6liim mekanizmasiin temel
gostergelerinden baslicast olan PAR birikimini; Cone-Arrestin, Glial fibriler asidik protein
(GFAP), CD9 (tetraspanin ailesinden bir transmembran proteini) ve Rho (Rhodopsin)
immiinfloresan boyamalar1 ile de sirastyla koni fotoreseptorlerinin sag kalim diizeylerini, bir
oksidatif stres belirteci olarak kabul edilen Miiller hiicre aktivasyonunu, fotoreseptor
oliimiinde yer aldig1 baska calismalarda gosterilmis olan [26] ekstraselliiller vezikiil (eV)
aktivitesini ve ¢ubuk fotoreseptorlerin (Rod’ larin) dis segment gelisiminin bir gdstergesi
olan Rodopsin ifadelenmesini arastirdik. Ayn1 zamanda Cone-Arrestin boyamamizi, saglikli
(Wt- Wild type) retinalar ile rd2 retinalar arasinda da kalitsal retinal dejenerasyona bagl
olarak gelisen koni fotoreseptdr kaybi dagilimlarini gézlemlemek iizere gerceklestirdik.
CD9 ve RHO immunfloresan boyamalarimizda da saglikli (Wt) ve kalitsal retinal

dejnerasyonlu (rd2) fare retinalar1 arasindaki farklar1 arasgtirdtk. TUNEL ve PAR



aragtirmalarimiz  doza bagimli sekilde, her bir inhibitér i¢in farkli dozlarda
gerceklestirilmisken diger boyamalarimizda bu yoOntemlerden elde ettigimiz bulgulara

dayanarak her bir inhibitdr i¢in en etkili dozlar1 segerek calismamizi stirdiirdiik.

Calismamizda PRPH2 geni mutasyonuna bagli olarak, yavas sekilde gelisen rd2 kalitsal
retinal dejenerasyon modelinde Olaparib, BMN-673 (Talazoparib) ve 3-Aminobenzamid
(3AB) olmak iizere 1U¢ farkli PARP inhibitoriiniin olast néroprotektif etkileri
immunohistokimyasal yontemle, TUNEL yontemiyle ve immunfloresan yontemlerle
arastirllmistir. Bu amacla PARilasyonun ortaya konmasi icin DAB esliginde uyguladigimiz
PAR boyamasi ve fotoreseptor hiicre oliimiiniin arastirilmasi i¢in uyguladigimiz TUNEL
yontemi her ti¢ PARP inhibitoriiniin de farkli dozlarinda olmak tizere, kontrol grubu dahil,
toplamda on iki farkli grupta arastirilirken; immunfloresan yontem kullandigimiz
aragtirmalarimiz bu sonuglardan elde edilen bulgulara dayanilarak her ii¢ PARP
inhibitoriiniin en etkili dozlar1 segilerek siirdiiriilmiistiir. Ayrica Cone-Arrestin, CD9 ve
Rhodopsin immunfloresan aragtirmalarimiz hem in vivo retinal preparatlarda hem de in vitro
retinal kiiltlir tedavi gruplarinda gergeklestirilmistir. Tiim bulgular istatistiksel yontemlerle

degerlendirilmis ve literatiirle karsilagtirmali olarak ele alinmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Retina Embriyolojisi

Gozler embriyonun yirmi ikinci giiniinde onbeynin Diencephalon hizasinda, iki yanda,
yiizeysel oluklar (optik yariklar) seklinde olusmaya baslarlar. Noral tiipiin kapanmasiyla es
zamanli olarak bu oluklar dnbeyinden disariya dogru tasarak bir kabart1 seklinde optik
vezikiilii olustururlar. Optik vezikiiller 6nce ylizey ektodermiyle birleserek ‘lens’ olusumunu
bagslatirlar sonra da invajine olarak ¢ift duvarl ‘Optik Kadeh’leri ve “optik sap”1 olustururlar.
Erken donemde bu ¢ift duvar yapisi arasinda ‘intraretinal bosluk’ adi verilen bir liimen yapisi
bulunsa da gelisim ilerledik¢e bu bosluk kapanir. Yine de bu obliterasyondan arta kalan
kiigiik bir alan ¢ikintisi, asagiya dogru retinal ayrilmay1 olusturmaktadir. Tiim bu bilgiler
1s181nda, en net sekilde ifade etmek gerekirse, goziin en i¢ tabakasi olan Retina, embriyolojik
olarak noroektodermden gelisen optik kadehin i¢ ve dis tabakalarindan kdken almaktadir
[27]. G6z gelisiminde PAX6 ve PAX2’ nin 6nemli bir yeri vardir. PAX6 esas homeotik gen
olup temel olarak optik kadeh ve lens plaginda ifadelenirken PAX2 ise biiyiik ¢ogunlukla
optik sapta ifadelenmektedir [28].

Cift katmandan olusan Optik kadehin dis tabakasi, kiiciik pigment graniilleriyle
karakterizedir ve retina pigment epitelini (RPE) olusturur. Optik kadehin i¢ tabakasi ise noral
retinay1 olusturmaktadir. I¢ tabakanin 4/5°lik posterior béliimii ile 1/5°lik anterior bdliimleri
de farkli yapilar olusturmak iizere gelisirler. Posterior kisim intraretinal boslugu ¢evreler ve
‘pars optika retina’ olarak isimlendirilmektedir. Rod ve koni fotoreseptorleri ile diger retinal
noron tipleri buradan gelisirler. Fotoreseptor tabakasinin komsulugunda ise noronlarin ve
destekleyici hiicrelerin ¢ekirdeklerini igeren ‘i¢ ve dis niikleer tabaka’ ile ‘gangliyon
tabakas1’ olugur. Bu katmanlarin {izerinde sinir hiicrelerinin aksonlarini igeren fibréz yapili
sinir lifleri tabakas1 vardir. Buradaki sinir lifleri, optik sap yoniinde birleserek ‘optik sinir’i
meydana getirirler. Tabakalar halindeki bu yapisal diizenlenme, 151k iletilerinin rod ve koni
fotoreseptorlerine ulagsmadan dnce retinanin tiim bu tabakalarindan gegmesini saglamaktadir
[27]. Optik kadehin 1/5’lik anterior bdliimiinden ise iris ve silier cisim olusacaktir. Irisin
epiteli de siliyer cismin epiteli de ¢ift katl silindirik epitel yapilarini ortaya koyar nitelikte;
optik kadehin hem dis pigment tabakasindan hem de i¢ noral tabakasindan gelismektedirler.

Iristeki dilatator pupilla ve sfinkter pupilla kaslari dis pigmentli tabakadaki epitel



hiicrelerinin degiserek kontraksiyon yetenegi kazanmasiyla olusurlar. Siliyer kaslar ise

koroid i¢inde mezodermden gelisirler.

Lens ile retina arasindaki retinal boslugu dolduran jelatindz, seffaf sivi “vitreus sivisi”
(Vitroz cisim) olarak adlandirilmaktadir ve o da siliyer kaslar gibi koroid i¢ine go¢ eden

mezodermden gelismektedir [28].

Retinanin gelisimi sirasinda gerceklesebilecek en yaygin malformasyonlar retina dekolmant,
genetik retinoblastom, retinosel ve retrolental fibroplazi’ dir. Retina dekolmani postnatal
olarak herhangi bir bas travmasi ya da patolojik durum nedeniyle gerceklesebilecek olsa da
konjenital retina dekolmaninin kaynagi gelisim sirasinda, optik kadehin i¢c ve dis
tabakalarinin birbirinden ayrilmasidir. Bu ayrilma sonucu retina; koroid ve sklera’ dan
ayrilarak islevsiz hale gelmis olacaktir. Genetik retinoblastom, Retinoblastoma proteini
ireten RB1 genindeki bir mutasyondan kaynaklanmaktadir. Otozomal dominant bir genetik
hastaliktir. Cift gérme, sasilik, gorme kaybi ya da goz kiiresi i¢cinde gelisen malign timorler
ile karakterize olabilir. Retinosel’ de koroid fissiiriin kapanmamas1 ya da skleranin retina
icine dogru gelismesi s6z konusu iken “prematiire retinopati” olarak bilinen Retrolental
fibroplazi’ de prematiire bebeklerde suni oksijen tedavisi verilmesine bagli olarak gelisen

retinopati goriilmektedir [28].

2.2. Retina Anatomisi

Retina anatomisini tanimlayabilmemiz i¢in oncelikle goziin anatomisine deginmek yerinde
olacaktir. Gozler 15181n beyindeki gorme korteksine iletimini ve bu siirecgte 151k iletilerinin
elektrokimyasal iletilere doniistiiriilerek algilanmasini saglayan organlardir. Kendiliginden
odaklanabilme ve 151k yogunluguna uyum saglayabilme ozellikleri vardir. Gozler 15181n
siddetini (parlakligini) ve dalga boyunu (rengini) algilayarak beyinde goriintiiniin olusmasin1
saglarlar. Omurgali canlilar i¢in goriilebilir 15181n dalga boyu 400-750 nm araligindadir [29].
Gozler, insanlarda orbital kemik igerisine gizlenmiglerdir ve orbital boslukta adipoz doku ile
sartlmig olarak bulunurlar. Goziin hareketlerini alti adet ekstrinsik kas saglamaktadir.
Gozler, yiiziin her iki yaninda yaklasik 24 mm capl, bir ¢ift kiire seklinde yer alirlar. En dig
yiizeyleri dis diinyayla direkt temasta olup igeride ise optik sinir araciligiyla beyinle
baglantidadirlar. Goz kiiresi ii¢ ana tabakadan olusur: en dista yer alan kornea ve sklera, orta

tabaka ya da vaskiiler tabaka olarak bilinen uvea ve en i¢ tabaka olan retina [30] (Sekil 1).



G0z kiiresine ait bu tabakalarin haricinde; konjonktiva, lakrimal sistem (gdzyasi sistemi) ve
g0z kapaklar1 da goziin yapisina eslik eden yapilardir [31]. En dis yiizey olan Kornea’ nin
merkezi, gbziin 6n kutbunu olusturuyorken retinadaki ¢ukur bir bdlge olan fovea ve optik
disk gdz kiiresinin arka kutbunu olusturur. iki kutbu birlestirdigi var sayilan ¢izgiye
‘Anatomik eksen (optik aksis)’ denir. On kutup ile fovea’ nin tam merkezini birlestirdigi var
sayilan cizgiye ise ‘Gorme ekseni’ denir; bu eksen goz kiiresini nazal ve temporal olmak

iizere iki yar1 kiireye boler.
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Sekil 2.1. Goziin genel yapisi [32]

Go0z; farkli ve birbiri ile baglantili ii¢ oda ya da {i¢c kamaradan olusmaktadir. Bunlar; kornea
ile iris arasinda bulunan 6n kamara, iris ile lens arasinda bulunan arka kamara ve lensin
arkasinda yer alan, geri kalan tiim goz kiiresini olusturan vitreus boslugudur. On ve arka
kamaralarda ak6z hiimoér bulunurken vitreusta vitréz hiimor bulunmaktadir. Bu sivilarla
birlikte orbital kemik, g6z kapaklar1, konjonktiva ve lakrimal sistem (g6zyas1 sistemi) goziin

genel yapisini ve fizyolojik fonksiyonunu koruyan yapilardir [30].



Goziin beslenmesinden ve kanlanmasindan sorumlu kan damart A.carotis interna’ nin bir
dali olan oftalmik arter’ dir. Superior ve inferior orbital venler ise goziin drenajini

saglamaktan sorumludurlar ve intrakraniyal kaverndz sinus’ a bosalirlar .

Goziin kiiresinin en i¢ tabakasi olan, vitreus boslugunu ¢epecevre saran ve kendi igerisinde
de c¢esitli katmanlardan olusan retinanin, saglikli sekilde beslenmesi ve kanlanmasi gérme

islevinin siirdiiriilebilmesi agisindan son derece 6nemlidir.

Retina; temelde morfolojik olarak retina pigment epiteli (RPE) ve noral (duyusal) retina’ dan
olugmaktadir. Noral retina, ora serrata’ ya kadar uzanir; bitiminde ora serrata pigmentasyon
gostermeyen silli epitel ile devam eder. Retina normal sartlarda ince, saydam bir dokudur.
En kalin oldugu bolge optik sinir yakinlarindaki alanda goriiliip buradaki kalinlig1 0,56 mm’
dir. Retinal kalinlik g6z kiiresinin orta hattinda 0,18 mm ortalamasindayken ora serrata’ daki
kalinligt 0,1 mm’ ye kadar diiser. Benzeri sekilde foveal alandaki kalinligi da 0,2 mm

civarlarindadir [2].

2.3. Retinanin Damarlan

Retina yapisal olarak hem dis tarafindaki Koroid’ de bulunan koryokapiller kan damarlari
araciliftyla hem de i¢ tarafindaki merkezi arter ve ven aracilifiyla kanlanmaktadir.
Koryokapiller pleksustaki kan difiizyon yoluyla retinanin dis kompartimaninin tamamini
besler. Santral arter ve santral ven ise optik sinirin ortasindan gecip optik diskten goz
kiiresine girer. Santral arter alt ve tist dallara, hemen sonrasinda da nazal ve temporal dallara
ayrilarak retinanin alt segmentlerinin beslenmesini saglar. Ancak santral artere ait olan bu
dallarin birbirleriyle anostomozlagmadiklar1 bilinmektedir. Bu nedenle santral retinal arterin
dallarina “anatomik ug arterler” de denilmektedir. Santral vende de artere benzer bir
dallanma goriiliir. Optik disk ve yakininda yalnizca vitréz hiimor ve i¢ sinirlayict membran
arasinda bulunan damarlar, perifere dogru gidildikce retinanin daha tist segmentlerine dogru,

i¢ niiklear katmana dek ilerlerler. Burada kapiller pleksuslar olustururlar.

Retina damarlarinin oftalmoskopi sirasinda ayrintili sekilde degerlendirilmesi diyabetik
retinopati, glokom ya da kafa i¢i basing artis1 gibi patolojik durumlarin tespiti agisindan

oldukc¢a 6nemli bulgular igermektedir [33].



2.4. Retina Histolojisi

Goziin en i¢ tabakasi olan ve gdz yuvarini en igten ¢epecevre saran retina; retina pigment
epiteli (RPE) ve noral retina (retina proper) olmak iizere iki boliimden olusur. Gorme
olaymin gerceklesmesini saglayan fotoreseptorleri de iceren tabaka, noral tabakadir. Bu
tabaka optik diskten ora serrata’ ya kadar uzanmaktadir. Retina pigment epiteli ise koroid
komsulugunda yer alan, Bruch membrani aracilifiyla koroidin koriyokapiller vaskiiler
katmanina sikica tutunan bolimdiir [31]. Daha ayrintili incelendiginde noral tabakayi da
distan ice olmak tizere dis kompartiman (Outer segment - OS), i¢ kompartiman (Inner
Segment - IS) ve Ganglioner tabaka seklinde siniflandirmak mimkiindiir [34]. Tam bir
histolojik siiflandirma yapildiginda ise dis kompartimanin a) fotoreseptdr tabakasi, b) dis
sinirlayict membran, c) dis niiklear tabaka d) dis pleksiform tabaka; i¢ kompartimanin a) i¢

niiklear tabaka, b) i¢ pleksiform tabaka; Ganglioner tabakanin a) Ganglion hiicre tabakasi,

b) optik sinir lifleri tabakasi, ¢) i¢ sinirlayict membran’ 1 igerdigi goriiliir [33] (Sekil 2).
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Sekil 2.2. Retinanin histolojik yapis1t RPE: Retina pigment epiteli, DS: Dis segment, DSM:
Dis sinirlayict membran, DNT: Dis niiklear tabaka, DPT: Dis pleksiform tabaka,
INT: Ig niiklear tabaka, IPT: i¢ pleksiform tabaka, GHT: Ganglion hiicre tabakast,
SLT: Sinir lifleri tabakas1, ISM: I¢ smirlayici membran (Yildiz isaretli tabakalar
bu ¢alismada en ¢ok bahsedilenlerdir) (Bu sekil [35] numarali kaynaktan modifiye
edilerek hazirlanmistir)
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Gorme olay1 esnasinda; goziin 6n kamarasindan lens ve mercek yardimiyla gelen 1s1k,
retinanin katmanlarindan gegerek dis segmentteki fotoreseptorler tarafindan tespit edilir.
Goriilebilir 151831n farkli nesneler tarafindan yansitilan dalga boylarinin fotoreseptorler
aracilifiyla belirlenmesiyle 1s1k; elektrokimyasal iletiler olarak optik sinir araciligiyla
merkezi sinir sistemine (beyindeki gérme korteksine) iletilmek iizere kodlanmis olur. Tim
bu siirecin gerceklesmesini saglayan ana unsurlar olan fotoreseptorler; Rod’ lar (Cubuk
fotoreseptorleri) ve Koni fotoreseptdrleri olmak iizere iki cesittir. insan retinasinda yaklasik
120 milyon rod bulunurken 6 milyona yakin da koni fotoreseptorii bulunmaktadir. Rodlar
gece gortisii gibi az 1s1kta gormeyi ve periferik goriisii sagliyorlarken koniler parlak ve renkli

15181n algilanmasinda gorev alirlar ve merkezi goriisten sorumludurlar [34].

2.4.1. Bruch membram

Retinanin beslenmesini saglayan fenestrali kapiller kan damarlarindan olusan koryokapiller
tabaka ile retina pigment epiteli arasinda bir gegis bolgesi olarak uzanir. Optik diskten ora
serrataya kadar 1 - 4 um kalinliginda yer almaktadir. Baz1 uzmanlar ve yazarlar bu amorf,
ince tabakanin koroidal stromaya ait oldugunu ifade etmis olsalar da koryokapiller endotel
ile retina pigment epitelinin bazal membrani bu tabakanin her iki sinirini olusturmaktadir.
Bu iki sinir arasinda ise sirayla kollajen fiberler - elastik fiberler - kollajen fiberler seklinde
bir “sandvi¢ modeli” ni andiran ii¢ tabaka daha bulunmaktadir. Bdylece toplamda bes farkli
tabakadan olusan ve “lamina vitrea” olarak da isimlendirilen Bruch membrani, ora serrata’

dan itibaren kollajendz ve elastik tabakalarini kaybederek siliyer stroma iginde goriinmez

hale gelir [33].

2.4.2. Retina pigment epiteli (RPE)

Retinanin en dis tabakasidir ve retinanin duyusal olmayan boliimiidiir. Bu 6zellesmis epitel
tipi tek katli kiibik ya da algak prizmatik hiicrelerden olusmustur ve retina boyunca diizensiz
yogunlukta yer alir [2, 36]. RPE, yaklasik ii¢ buguk milyon retina pigment epiteli hiicresi
icermektedir ve bu hiicrelerin her biri 14 um genisliginde, 10-14 um uzunlugundadir [33,
37]. Fovea ve komsulugundaki alanlarda en uzun epitel hiicreleri bulunmakta, bu durum da
epitel hiicrelerindeki pigment icerigi nedeniyle bu alanlarin daha koyu renkli goriinmesine
neden olmaktadir. RPE; koroidin koryokapiller tabakasina Bruch membrani araciligiyla

sikica tutunmustur. Diger tarafinda ise noral / duyusal retina yer almaktadir [33]. Noral
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retinanin ilk tabakasi olan fotoreseptor hiicre tabakasi ile RPE hiicrelerinin birbirlerine
tutunmalarini saglayan, amorf sekilli ekstraselliiler matrikse “interfotoreseptor matriks” adi
verilmektedir [30]. Bazi1 patolojik kosullar Retina pigment epitelinin noral retinadan
ayrilmasina neden olabilirler. Bu duruma “retina dekolman1” adi verilmektedir ve retina
pigment epitelinin metabolik desteginden yoksun kalan ndral retinanin bir siire sonra
islevsizlesmesiyle sonuglanan bir tablodur. Hizla lazer ya da cerrahi tedavinin uygulanmasi

prognoz agisindan olumludur [2, 36].

Retina pigment epiteli hiicrelerinin histolojik yapisi, bu retinal tabakanin gérmenin
olaylanmasina sundugu biiyiik katkiy1 yansitir niteliktedir. RPE hiicrelerinin apikalinde
sitoplazmik uzantilar vardir ve bu uzantilarda silindirik kiliflar igerisinde melanin grantilleri
bulunmaktadir. Cubuk ve koni fotoreseptorlerine direkt temas etmeyen fakat onlarla iligki
icerisinde olan bu yapilarin i¢indeki melanin pigmenti graniilleri, fotoreseptorlere en yakin
alanlarda birikmislerdir. Noral retinadan gegen 1518in absorbsiyonunu gerceklestirerek
parlamanin engellenmesini saglarlar. RPE hiicrelerinin bazalinde ise ¢ok sayida kivriml
cokiintii ile karakterize hiicre ¢ekirdegi bulunmaktadir. Ayrica bazalde hiicre membrani,
mitokondri ile iliski i¢inde olan bir¢ok katlantiya sahiptir. RPE hiicrelerinin sitoplazmasinda
ise ¢ekirdegin hemen iizerinde yer alan bir Golgi aygiti, yaygin bir diiz Endoplazmik
retikulum agi, rezidiiel cisimcikler, sekonder lizozomlar ve fagozomlar gdzlemlemek
miimkiindiir. Rezidiiel cisimcikler ve fagozomlar igerisinde fototransdiiksiyon sonrasi artik
metabolit haline gelen, fotoreseptorlere ait membrandz disklerin kalintilar1 bulunmaktadir.
Bu durum RPE hiicrelerini gérme olaymin devamliliginin saglanmasi bakimindan son
derece onemli bir konuma tasir. Ciinkii fotoreseptorlerin yenilenmesini saglayan, gorme
pigmentlerinin fotosensitivitesini yeniden kazandiran, bu rezidiiel cisimcikler ve fagozomlar
sayesinde, RPE hiicreleri olmaktadir. Ek olarak RPE hiicreleri serbest radikalleri ortadan
kaldirma yoluyla bir antioksidan olarak gorev yaparlar. Adenozin trifosfat (ATP), cesitli
biliylime faktorleri ve immiinmodiilatorler sentezleyerek noral retinanin sagligini korur ve
onlar1 metabolik olarak desteklerler. Ayni zamanda RPE hiicreleri arasinda zonula
okludensler, zonula adherensler ve oluklu baglantilar bulunmaktadir. Bu kompleks
baglanma yapilari, kan-retina bariyerini olusturarak retinanin sagligini ve canliligini koruyan

temel aktorlerden biri olmus olur [33, 36].
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2.4.3. D1s kompartiman

“Retina Histolojisi” baslig1 altinda belirtildigi tizere, D1s kompartiman (Outer segment / OS)
noral retinanin basladigi alandir. Fotoreseptor tabakasi, dis sinirlayict membran, dis niiklear

tabaka ve dis pleksiform tabaka’ dan olusur.

Fotoreseptor tabakas:,; gubuk (Rod) ve koni fotoreseptor hiicrelerinin membranéz disklerini
ve ¢ekirdege kadar olan hiicre gdvdelerini igeren tabakadir. Bu alanda yer alan 600 ila 1000
adet membrandz disk, morfolojileri itibariyle fotoreseptorlerin ¢ubuk ya da koni seklinde
adlandirilmasint saglayan yapilar olup néral retinanin 1513a esas duyarli alanlaridir.
Fototransdiiksiyon islemi bu disklerde ger¢eklesmektedir. Disklerin diizenlenme bigimleri
nedeniyle 151k mikroskobunda fotoreseptor tabakasini dikey ¢izgilenmeler seklinde goriiriiz.
Gormenin gerceklesebilmesi i¢in bu katmanda {iretilen sinyaller diger tiim retina

tabakalarindan gecerek beyne iletilmektedir [33, 38].

Dus simirlayict membran,; fotoreseptor tabakasi ile fotoreseptor hiicre ¢ekirdeklerinin yer
aldig1 dis niiklear tabaka arasinda konumlanan, soluk renkli gézlemlenen, esasen gergek bir
membran olmayan yapidir. Dev sekilli Miiller hiicrelerinin uzantilar: ile fotoreseptorler
arasindaki zonula adherens baglantilar1 tarafindan olusturulmustur. Bu membran siniri,
biiylik molekiillerin retinanin i¢ tabakalarina gegisini Onleyen bir bariyer olarak gorev yapar
[33, 36]. Isik mikroskobisi i¢in bu tabakanin yeri, Miiller hiicrelerinin sonlandigi alan olarak
isaretlenebilir ki; bu da fotoreseptdr hiicre govdelerinin bazaline, fotoreseptor hiicre

cekirdeklerinin ise hemen apikaline denk gelmektedir.

Dis niiklear tabaka; Rod ve Koni fotoreseptorlerinin hiicre ¢ekirdeklerinin bulundugu
tabakadir. Foveal alanda en ince kalinliktadir. Fotoreseptorlerin dis segmentlerinde oldugu
gibi c¢ekirdekleri arasinda da histolojik farklar mevcuttur. Rod fotoreseptor ¢ekirdeklerinin
oldugu sitoplazma alani, i¢ segmentteki sitoplazmadan daha ince ve az iken Koni
fotoreseptorlerinin ¢ekirdeklerinin etrafin1 saran sitoplazmada bdyle bir incelme ya da
miktarca azalma s6z konusu degildir. Ayrica Koni c¢ekirdekleri Rod’ larinki ile

karsilastirildiginda daha agik renk boyanirlar, daha genis ve daha ovaldirler [33, 37].
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Dus pleksiform tabaka; fotoreseptor hiicreler ile retinada yer alan diger noronal hiicrelerin
uzantilar1 ve sinaps yaptiklari alanlar bu tabakada bulunmaktadir. Bu uzantilar sayesinde
fotoreseptor hiicrelerde iiretilen sinyaller retinal noronlara iletilebilmektedir. Rod ve koni
fotoreseptorlerinin ¢ekirdeklerinden ¢ikan ince bir uzanti lateralde birkag dallanma yaparak
genislemis bir pargaya uzanir. Bu genislemis parca rodlarda “sferiil”, konilerde “pedikiil”
olarak isimlendirilmektedir. Birgok Rod fotoreseptoriiniin uzantisi tek bir bipolar ndéronla
sinaps yapabiliyor ve aglar olusturabiliyorken Koni fotoreseptorlerinin bir¢ogu bipolar
néronlarla bire bir iliski kurmaktadir. Ozellikle foveada, bir Koni fotoreseptorii direkt bir
adet bipolar ndron ile baglant1 halindedir. Bu tabakada yer alan ndral retinal hiicreler (bipolar
noronlar, horizontal hiicreler, interndron hiicreleri ve Amakrin hiicreler) bolim 2.6’ da

ayrintili olarak incelenmistir.
2.4.4. i¢c kompartiman

“Retina Histolojisi” baslig1 altinda belirtildigi iizere, I¢ kompartiman (Inner segment / IS);

i¢ niiklear tabaka ve i¢ pleksiform tabaka’ dan olusur.

I¢ niiklear tabaka, fotoreseptdr hiicreler haricindeki noral retinal hiicrelerin ¢ekirdeklerinin
yer aldig1 tabakadir. Bu hiicre tipleri olan horizontal hiicreler, bipolar néronlar, Amakrin
hiicreler, interndronlar ve Miiller hiicrelerinin 6zellikleri boliim 2.6° da ayrintili olarak
incelenmistir. I¢ niiklear tabakanim dis kismina yakin alanda Horizontal hiicreler yer alirken
Amakrin hiicreler i¢ pleksiform tabakanin komsulugunda bulunurlar. Miiller hiicreleri ve

bipolar noronlar ise i¢ niiklear katmanin herhangi bir pozisyonunda goriilebilirler [33, 39].

I¢ pleksiform tabaka,; fotoreseptdr haricindeki néral retinal hiicrelerin akson ve dendrit
uzantilarinin birbirleriyle etkilesimde bulunarak sinapslar yaptiklar tabakadir. I¢ sinirlayici
membrana paralel bir seyir gosterir ve bu durum nedeniyle 151k mikroskobisinde yatay ¢izgili

bir gdriiniimii vardir [33].
2.4.5. Ganglioner tabaka

“Retina Histolojisi” baslig1 altinda belirtildigi tizere, Ganglioner tabaka noral retinanin en i¢

tabakas1 olup optik sinir araciligiyla beynin gérme merkeziyle baglanti halindedir. Bu
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tabaka; Ganglion hiicre tabakasi, sinir lifleri tabakasi ve i¢ sinirlayicti membran bagliklari

altinda incelenmistir.

Ganglion hiicre tabakasi, ¢aplart 30 um’ ye kadar ulasabilen, biiyiik multipolar néron
govdelerinin olusturdugu tabakadir. Gangliyon hiicrelerinin yani sira yer yer koyu boyanan,
kiigiik noroglial hiicreler de bu tabakada yer almaktadir. Ganglion hiicre tabakasi retinanin
oldukea biiyiik bir boliimiinde tek tabakali iken makulada sekiz-on tabakaya kadar ulasabilir
[33].

Sinir lifleri tabakasi; Ganglion hiicrelerinin aksonlarini iceren, yassi bir tabakadir. Buradaki
aksonlar ince ve miyelinsizdir. Retina diizenlenmesine paralel sekilde seyreden bu tabakada,
stiperfasiyal kapillerleri de igeren retinal damarlar da primer olarak bulunmaktadir. Sinir
lifleri tabakasinin kalinligi, periferik bolgelerde oldukca ince iken aksonlarin biraraya

geldigi optik disk alaninda belirgin sekilde artmustir [33, 40].

I¢ simirlayict membran;, Miiller hiicrelerinin bazal laminalari tarafindan olusturulan,

retinanin en i¢ siniridir. Retina ile vitr6z cismi birbirinden ayirir [33].

2.5. Ozellesmis Retinal Alanlar

Retinay1 periferik ve merkezi retina olarak siniflandirdigimizda yalnizca konum olarak degil
yapisal Ozellikler bakimindan da farklilhik gosteren alanlar vardir. Bunlar Fovea (fovea
santralis) ve Makula lutea’ dir. Ek olarak retina dokusuna ait olmamasina ragmen retinal
fonksiyon agisindan son derece 6nemli olan ve noral retinanin son buldugu alandan itibaren

g6z kiiresini dolduran Vitroz hiimor (vitreus sivisi) da bu baslik altinda ele alinmastir.

a) Optik disk: Retinanin arka tarafinda yer alan bu alan “kor nokta” olarak da bilinir; ¢iinkii
burada hi¢ fotoreseptor ve dolayisiyla sinyal iletici ndron yoktur. Ganglion hiicrelerinin
aksonlar1 bu alanda birleserek optik siniri olusturmaktadirlar. Optik disk, optik sinir
aracilifiyla gorme sinyalinin beyne dogru iletilmesini saglayan bir ¢ikis yolu iken santral
retinal arter ve ven i¢in de retinaya giris yolu olarak gorev yapar [36].

b) Fovea (fovea santralis): Optik eksenin arka kutbunda, kii¢iik bir ¢okiintii seklindedir. Cap1
yaklasik 1,5 mm’ dir. Bu ¢okiintiiniin merkezi yaklasik 200 um ¢apindaki “foveola” dir.

Bolgenin en tipik ozelligi fotoreseptor tabakasinda yalnizca Koni fotoreseptorlerini
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icermesidir, Rod’ lar bu alanda bulunmamaktadirlar. Ayrica bu alandaki Koni
fotoreseptorleri diger Koni’ lere gore daha ince ve uzundurlar. Bazi kaynaklarda yalnizca
Koni fotoreseptorlerinin yer aldigi kiiciik tiimseklik seklinde goriilen bu alan “umbo”
olarak da isimlendirilmistir. Fovea’ da temel olarak fotoreseptor tabakasi, Ganglion
hiicreleri ve Retina pigment epiteli goriiliir; diger retina tabakalar1 bu alanda ya
bulunmamaktadir ya da ¢ok incelmistir. Ek olarak Fovea’ da 15181n engellenmeden Koni
fotoreseptorlerine ulasabilmesi igin retinal damarlar da bulunmaz; fakat koryokapillerler
ise kalinlagsmustir [2, 33].

€) Makula lutea: Fovea’ nin ¢evresinde yer alan, yaklasik 5,5 mm ¢apli alandir. “lutea”
isimlendirmesi bu alanda bulunan sar1 renkli bir ksantofil pigmentten gelmektedir. Bazi
kaynaklarca “sar1 nokta” olarak da adlandirilir. Retinanin en duyarlh alanidir. Fovea gibi
agirlikl olarak Koni fotoreseptorlerini iceren bu bolgenin periferinde, foveadan farkli
olarak Rod fotoreseptorleri de yer almaya baslamistir. Foveaya benzer sekilde, bu alanda
da gelen 15181in engellenmemesi amaciyla retinal damarlar bulunmaz. Fotoreseptor
hiicreler haricinde agirlikli olarak Ganglion hiicrelerini ve bu hiicrelerin uzantilarini
icermektedir [33].

d) Vitr6z hiimor (vitreus sivisi): Bu sivi goziin tglincii kamarast olan lens ile retina
arasindaki kamaray1 dolduran; jel kivamli, saydam, homojen bir sividir. Yaklasik hacmi
3,9 mm®’ ten biraz azdir ve g6z kiiresinin hemen hemen %’ {inli doldurur. Yapisinda
biiyiik oranda su, kollajen fibriller, basta hyaluran olmak tizere glikozaminoglikanlar
(GAG’ lar) ve bu fibriller ile GAG’ larin sentezini gerceklestiren hiicreler olan
hiyalositler bulunmaktadir. Hiyalositler tipik sekilde iy1 gelismis graniillii Endoplazmik
retikulum ve Golgi aygitina sahiptirler ancak rutin histolojik boyama preparatlarinda
goriilmeleri zordur. Ozellikle periferde olmak iizere yer yer fibroblastlara ve histiyositlere
de (doku makrofajlari) rastlamak miimkiindiir. Ayrica her zaman goriilemese de vitroz
hiimoriin merkezinden hiyaloid arterin kalintis1 ge¢mektedir. Bu kalinti bir kanal
seklindedir ve optik disk ile lensin arka kapsiilii arasinda uzanmaktadir. Hiyaloid kanal

ya da Cloquet kanali olarak isimlendirilir [2, 33].

2.6. Retinal Hiicreler

Retinadaki hiicreleri; pigmentli retinada yer alan Retina Pigment Epiteli hiicreleri ve noral
retinada yer alan; Fotoreseptor hiicreler (Rod ve Koni’ ler), interndronal hiicreler (Bipolar

noronlar, Horizontal hiicreler, Amakrin hiicreleri, Interpleksiform hiicreler), Ganglion
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hiicreleri, Glial hiicreler (Miiller hiicreleri, Astrositler, Oligodendrositler, Mikroglialar) ve

gorsel olmayan fotoreseptorler seklinde siniflandirilabiliriz.

2.6.1. Retina pigment epiteli (RPE) hiicreleri

Noroektodermden koken almaktadirlar [27]. Retinanin koroide en yakin tabakasinda yer
alirlar. Tek katli kiibik ya da algak prizmatik hiicrelerdir. Apikallerinde sitoplazmik uzantilar
bulunur. Bu uzantilarin i¢inde de kilifla kapli sekilde, melanin pigmenti graniilleri vardir.
RPE hiicrelerindeki melanin pigmentasyonu, gebeligin 5.haftasinda baslayip yaklasik olarak
6.haftanin basinda tamamlanmaktadir. Bu pigment graniilleri RPE hiicrelerinin koyu
kahverengi goriinmesine neden olurlar. Ayrica bu alandaki pigmentasyon irk ve genetik
yapidan bagimsizdir, genel olarak 151k mikroskobunda her bireyde benzer renklerde izlenir
[41]. Hiicrelerin bazalinde ise hiicre membrani ¢ok sayida katlantiya sahiptir. Cekirdekleri
bazale yakin yerlesimlidir bir¢ok kivrimli ¢okiintii igerir. Cekirdege yakin yerlesimli bir
Golgi aygit1 ve diiz Endoplazmik retikulum s6z konusudur. Ayrica sekonder lizozomlar,
fagozomlar ve rezidiiel cisimcikler ile karakterize bir sitoplazmaya sahiptir. Kan-retina
bariyerini olusturan temel hiicre grubudur. Ozellikle optik sinire yakin olan alanlarda bu
bariyerin ¢ok daha gelismis bir yap1 sergiledigini soylemek miimkiindiir [42]. RPE hiicreleri
arasindaki zonula okludens, zonula adherens ve oluklu baglantilar da bu bariyerin
yapitaslarindandir. RPE hiicreleri koroid ile retina arasindaki iyon aligverisini diizenlemekle,
fagositoz yetenegi sayesinde fotoreseptorlerin devamliligini saglamakla ve retinal ortamda

immiinmodiilatorleri sentezlemekle yiikiimliidiirler [33, 36].

2.6.2. Fotoreseptor hiicreler

RPE tabakasinin altinda yer alan ve RPE hiicreleri ile iliski i¢cinde olan hiicrelerdir.
Gormenin olaylanmasindan sorumlu olan néronlardir. Noral retinanin 1518a esas duyarl
yapilar1 olup fototransdiiksiyonun gerceklestigi hiicrelerdir. Rod (¢ubuk) ve Koni olmak
tizere iki tip fotoreseptor hiicre vardir. Her iki hiicre tipinde de membrandz disklerden olusan
bir dis segment, noron gévdesinin ve sitoplazmasinin yer aldig1 bir i¢ segment, bir ¢ekirdek
ve alt tabakada yer alan noronlara sinyallerin iletilmesine aracilik eden sitoplazmik uzantilar
ortaktir. Rod fotoreseptdrlerinin dis segmenti ¢ubuk ya da comak sekline sahiplerken Koni

fotoreseptorlerinin dig segmenti konik yapidadir.
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Retinada yaklasik 6-7 milyon Koni fotoreseptdrii bulunuyorken 120-125 milyon Rod
(cubuk) fotoreseptdrii bulunmaktadir. Koniler agirlikla merkezi retinada (foveada) yer
alirlar, Rodlar ise bu alanda olduk¢a az sayidadirlar. Rodlarin da konilerin de boylar

retinanin merkezine dogru gidildikce artis gdsterirken periferde ise kisalmaktadir.

Rod ve koni fotoreseptorlerinin morfolojik ve yerlesimsel farklar1 haricinde islevsel
farkliliklar1 da bulunmaktadir. Rodlar 1s18a karst daha duyarl olup az 1s1kta bile gérmeyi
saglayan, periferik (¢evresel) goriisten sorumlu olan ancak ayni zamanda yalnizca grinin
tonlar1 seklinde bir gorlintii algilanmasina aracilik eden fotoreseptorlerdir. Rod
fotoreseptorlerinin sahip olduklari gérme pigmenti “Rodopsin” olarak isimlendirilmistir.
Koniler ise giinisig1 gibi parlak 1sikta calisabilen, merkezi goriisten sorumlu olan ve renkli
gormeyi saglayan fotoreseptorlerdir. Koniler 15181n farkli dalga boylarinda absorbsiyon
yapma Ozelliklerine gore L (long), M (medium) ve S (short) olmak {izere iice ayrilirlar;
sirastyla mavi, yesil ve kirmizi 1s18in algilanmasindan sorumludurlar. Bu 1siklarin
algilanmasini saglayan Koni fotoreseptorlerine 6zgii géorme pigmenti “lodopsin” olarak
isimlendirilmistir. Her {i¢ tip koni fotoreseptoriine de sahip olan bireylere “trikromat” adi
verilirken bu koni tiplerinden birine sahip olamayan bireyler “dikromat” olarak
isimlendirilirler ve renk koriidiirler [33, 36]. Rod fotoreseptorlerinin, 1s1ga Koni’ lerden daha
duyarli olduklar i¢in, Koni fotoreseptorlerine oranla daha fazla gérme pigmenti icerdikleri
bilinmektedir [29].

Fotoreseptorlerin membrandz diskleri bir “baglant1 sap1” aracilifiyla fotoreseptdriin hiicre
govdesi ile birlesir. Bu baglanti sap1 fotoreseptoriin i¢ ve dis pargalarini birlestiren, daralmis
bir bolge seklinde goriiliir ve aslinda bir bazal cisimcikten ¢ikan 9+2 mikrotiibiil sistemi
seklinde diizenlenmis bir silyum igermektedir. Bu durum fotoreseptoriin dis segmentinde yer
alan membrandz disklerden olusan yapinin, ileri diizeyde gelismis bir silyum olarak da kabul
edilmesine neden olmaktadir. Ek olarak baglanti sap1 bolgesinde, i¢ par¢adan ¢ikan ve
“kaliseal uzant” ad1 verilen bir uzantt membran6z diskin etrafin1 sarmaktadir. I¢ parga ise
tipik sekilde aktif olarak protein sentezleyen bir hiicre govdesi / sitoplazmasi
karakterindedir. Belirgin bir Golgi aygiti, graniillii Endoplazmik retikulum, serbest
ribozomlar ve sitoplazmaya dagilmis mikrotiibiiller bu alanin temel yapilarindandir.

Mitokondriler 6zellikle baglant1 sapina yakin yerlesim gosterirler.
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Fototransdiiksiyonun gerceklestigi ve fotoreseptor hiicre gdvdesinin aktivitelerine destek
olan metabolik mekanizmanin olaylandigi membranéz diskler, fotoreseptor hiicre membrani
tarafindan ¢evrelenmislerdir. Her fototransdiiksiyon sonrasi proksimalden (baglant1 sapina
yakin olan alan) distale dogru (Retina Pigment Epiteli’ ne dogru) kayarak yikima ugrarlar.
Giin i¢inde yaklasik doksan adet membrandz diskin yikima ugradigi ve yenisinin yapildigi
bilinmektedir. Yapimlari ise Rod fotoreseptorlerinde plazma membraninin ice katlanmasi
yoluyla 6miir boyu devam ederken Koni fotoreseptorlerinde diizenli olarak gerceklesmez.
Ayrica Rod’ larin membran6z diskleri, yapim asamasindan sonra, plazma membranindan
tamamen ayr1 kompartimanlar olarak yer aliyorken Koni’ lerdeki diskler yapim asamasindan
sonra da plazma membranindan ayrilmazlar. Yeni bir membranoz diskin iiretilmesi, distale
dogru ilerlemesi ve yikima ugramak tlizere RPE hiicrelerine iletilmesi yaklasik on giin

stirmektedir [33, 36].

2.6.3. internoronal hiicreler

a) Bipolar noronlar; bir akson ve bir dendrite sahip olan duyu ndronlaridir. Fotoreseptor
hiicrelerle sinapslar yaparlar ve bu sinapslar araciligiyla fotoreseptorlerde {iretilen
sinyaller retinanin i¢ tabakalarina ve nihayetinde Ganglion hiicreleri {lizerinden optik
sinire iletilir. Akson ve dendrit uzantilar1 hem i¢ hem dis pleksiform tabakaya
ulagmaktadir. Bir adet Bipolar néron 70 kadar Rod fotoreseptorii ile sinaps
yapabiliyorken yalnizca bir adet Koni fotoreseptorii ile sinaps yapabilmektedir. Ancak bu
durum retinanin Fovea alani hari¢ olan bdlgelerinde gecerlidir; ¢linkii foveada bipolar
hiicrelerin her biri yalnizca bir adet Ganglion hiicresi ile baglanti kuracak sekilde
konumlanmiglardir. Boylece Fovea’ daki ¢ok yiiksek ¢oziintirliiklii gorme keskinligi
saglanmig olur [33, 37]. Bipolar hiicreleri, baglandiklar1 fotoreseptor tipine gore, Rod
bipolar hiicreler ve Koni bipolar hiicreler seklinde siniflamak miimkiindiir. Koni bipolar
hiicreler de kendi aralarinda “ciice koni bipolar hiicreleri” ve “diffiiz (yaygin) koni bipolar
hiicreleri” seklinde siniflandirilabilir. Ciice koni bipolar hiicresi optik sinirin tek bir Koni
hiicresi ile iligki kuruyorken diffiiz bipolar hiicrelerin sinyal alma ve iletme ag1 daha genis
ve yaygindir [30].

b) Horizontal hiicreler; bipolar hiicrelere benzer fonksiyon gosterirler. Bu hiicre tipi de
fotoreseptor hiicreler ile Ganglion hiicreleri arasinda yer alirlar. Gorme sinyalinin
fotoreseptorlerden optik sinire iletilmesine aracilik eden noronlardandir. Akson ya da

dendritleri yoktur; bunun yerine hem fotoreseptorlerle hem de Ganglion hiicreleriyle
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baglanti halinde olan noritik ¢ikintilar1 vardir [30]. Genelde yayvan hiicre formuna sahip,
genis hiicrelerdir ve dis pleksiform tabakasina yakin yerlesim gosterirler. Cekirdekleri ise
i¢ niiklear tabakadadir. Bir horizontal hiicre birkag¢ fotoreseptor ile baglant1 halindedir.
Rod fotoreseptorlerinin sferiil ad1 verilen uclariyla, Konilerin pedikiilleriyle ve bipolar
hiicrelerle kurduklar1 baglantilar sayesinde fotoreseptorler ve bipolar hiicreler arasindaki
elektriksel esik degeri, fonksiyonel olarak diizenlenmektedir [33, 37].

€) Amakrin hiicreler; diger interndronlar gibi fotoreseptorler ile Ganglion hiicreler
arasindaki bolgede yer alarak gorme sinyalinin iletilmesine katki saglarlar. Bipolar
hiicrelerin aksonlar1 ve Ganglion hiicrelerinin dendritleri ile baglantilar kurarlar.
Horizontal hiicreler gibi, Amakrin hiicrelerin de aksonlari ya da dendritleri yoktur,
bunlarin yerini néritik ¢ikintilar almistir [30]. Genellikle i¢ pleksiform tabakasina yakin
yerlesim gosterirler ve fonksiyonlar1 ¢ok net bilinmemektedir. Karmasik dallanmalara
sahiptirler. Bir Amakrin hiicre, dallanmis cikintilar1 sayesinde birden ¢ok Ganglion
hiicresi ile baglanti halindedir [33, 37]. Fizyolojik fonksiyon anlaminda da bazt Amakrin
hiicrelerinin aksiyon potansiyelleri iiretebildikleri tespit edilmis olsa da bunun nedeni
heniiz net sekilde bilinmemektedir [29].

d) interpleksiform hiicreler; isimleriyle 6zdes sekilde, dis ve i¢ olmak iizere, her iki
pleksiform tabaka arasinda sinaps baglantilar1 bulunan hiicrelerdir. Elektriksel sinyallere
cevrilecek olan 151k igerikli iletiyi, Ganglion hiicre tabakasi yoniinden fotoreseptor hiicre

tabakasina dogru tagimakla gorevlidirler [33].

2.6.4. Ganglion hiicreleri

Biiyiik, multipolar noronlardir. Fotoreseptorlerden gelen sinyallerin 6nce optik sinire,
buradan da beynin gérme korteksine iletilmesini saglarlar. Noron gévdeleri retinanin en ig
niiklear tabakasinda yer alirlar. Yaklasik 1,2 milyon civarinda olan Ganglion hiicreleri aktif
protein liretme karakteristigi ile uyumlu sekilde, belirgin bir ¢ekirdek¢ige ve acik renk
boyanma 6zelligi gosteren bir ¢ekirdege sahiptirler. Ayrica sitoplazmada Nissl cisimcikleri
de gozlenmektedir. Ganglion hiicreleri birer multipolar néron olduklari i¢in her bir Ganglion
hiicresinden ¢ikan bir akson uzantisi ve ¢ok sayida dendrit vardir. Akson uzantilari retinadaki
diger noronlara kiyasla daha uzundur ve retinanin daha i¢ alaninda yer alan sinir lifleri
tabakasina dogru uzanarak optik siniri olustururlar. Dendritler ise tam tersine retinanin daha
dis tabakasina dogru ilerleyerek i¢ pleksiform tabakaya dogru yol alip burada dallanmalar

yaparlar. Ganglion hiicrelerinin bipolar néronlarla baglantisi ise retinanin periferinde ve
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merkezi retinada farkliliklar gostermektedir. Periferde bir Ganglion hiicresi ile yiiz kadar
bipolar néronun sinaps yaptigi goézlenirken foveada bu durum bire bir iliski seklindedir.
Normalde 20 farkli ¢esit Ganglion hiicresi tanimlanmis olsa da bunlarin biiylik cogunlugu
midget (ciice) ve parasol hiicrelerdir. Fovea ve makuladaki bipolar néronlarla iligki halinde
olan Ganglion hiicreler, daha kiigiik yapili olup bunlar “ciice (midget) Ganglion hiicreleri”
olarak adlandirilirlar. [33, 36, 38]. Bu Ganglion hiicreleri dendritleri araciligiyla bir adet
clice bipolar koni hiicresiyle baglantidadirlar, boylece sinyalleri yalnizca Koni hiicrelerinden
almis olduklar1 goriiliir [30]. Ayrica kabaca bir tarifle gorsel iletinin retinadan beyne kadar
taginmasina aracilik eden Ganglion hiicreleri, bu gorevin gerceklestirilebilmesi i¢in aksiyon

potansiyeli liretmek zorunda olan hiicrelerdir [29].

2.6.5. Glial hiicreler

a) Miiller hiicreleri; noral retinada yer alan dev hiicrelerdir. Apikaldeki uzantilari dis
sinirlayict membran1  olustururken bazaldeki uzantilari i¢ sinirlayici membrani
olusturmaktadir. Bu iki membran arasinda uzanacak kadar biiylik hacimleri vardir.
Boylece noral retinanin temel iskeletini olustururlar, hiicreler arasi bosluklarin biiyiik bir
kismin1 doldururlar ve uzantilar1 sayesinde diger hiicreleri ¢evrelerler. Cekirdekleri i¢
niiklear tabakada yer almaktadir. Apikallerinde yer alan mikrovilluslari, fotoreseptor
hiicrelerin arasindan uzanmaktadir [33]. Aslinda retinanin temel néroglial hiicreleridirler.
Retinal hiicrelerin korunmasi ve islevlerinin devamliligi agisindan; glikoz tasinimi,
aminoasit dongilisliniin  gergeklestirilmesi, retinal dokuda potasyum iyonlarinin
dengelenmesi ve amonyak tiirevlerinin ortadan kaldirilmasi gibi pek ¢cok 6nemli biyolojik
fonksiyonun gergeklestirilmesinden sorumludurlar [43]. Retinitis pigmentosa ve yasa
bagli makiiler dejenerasyon (YBMD) gibi retinal dejenerasyon hastaliklari sirasinda,
Miiller hiicre sayilarmin arttig1 tespit edilmistir [44].

b) Diger noroglial hiicreler; Astrositler, Oligodendrositler ve Mikroglialar’ dir. Astrositler
yildiz sekilli, biiylik noroglial hiicreler olup daha cok noral retinanin yilizeye yakin
tabakalarinda yer alirlar. Ozellikle kapillerlerin, sinir liflerinin ve Ganglion hiicrelerinin
cevrelerinde bulunmaktadirlar [31, 45]. Oligodendrositler yuvarlak, oval sekilli noroglial
hiicrelerdir ve periferik sinir sisteminde sinir liflerinin etrafinda miyelin kilif
olusturmaktan sorumludurlar. Normal sartlarda retinal sinir liflerinin miyelinsiz olduklar1
bilinmektedir; ancak bazi durumlarda retinada miyelinli sinir liflerine de rastlanmasi

Oligodendrositlerin noral retinadaki varliklarina da bir isaret olarak kabul edilmektedir
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[37]. Mikroglialar ise en kiigiik ndroglial hiicrelerdir, virgiil benzeri sekilli ¢ekirdek
goriiniimleri ile karakterizedirler. Monontikleer fagositik sistemden (MNFS) koken alan
hiicreler olmalar1 dolayisiyla fagositoz yapma yetenekleri vardir. Retinaya kan dolasimi
yoluyla gelirler. Retinadaki sayilar1 ¢ok fazla olmamasina karsin hareketli hiicreler

olduklar1 i¢in retinanin her tabakasinda bulunabilirler [31, 45].

2.6.6. Gorsel olmayan fotoreseptorler

Ganglioner kompartimanda yer alan baz1 Ganglion hiicrelerinin esasen gérme olayinda bir
fonksiyonlar1 olmasa da 24 saat boyunca giin 1s181nin miktarini ve kalitesindeki degisimleri
algilayabilme yetenekleri vardir. Algiladiklar1 ve isledikleri sinyaller, retinohipotalamik
aksonlar iizerinden gegerek suprakiazmatik cekirdeklere ve oradan da nihayetinde hipofiz
bezine ulasir. Hipofiz bezi ise sirkadiyen ritmi ayarlayarak fizyolojik olarak gece-giindiiz
ritminin korunmasini saglamaktadir. Bu hiicrelere “gdrsel olmayan fotoreseptorler” adi
verilmistir; ¢iinkii Rod ve Koni fotoreseptorlerinin benzeri olacak sekilde 11-cis-retinal
icerirler. Fakat gorsel olmayan fotoreseptorlerdeki bu 11-cis-retinal, melanopsin proteinine
baglhdir [36].

2.7. Retina Fizyolojisi

Noral retinanin fotoreseptor tabakasinda yer alan Rod ve Koni fotoreseptorleri, retinadaki
fizyolojik degisimler sonucunda gergeklesen “gorme’ nin olaylanmasi” nin temel
aktorleridirler. Daha 6nce de bahsedildigi lizere fotoreseptorlerde membrandz disklerden
olusan bir dig segment bulunmaktadir ve bu diskler 15181 en yliksek oranda alabilecek sekilde,
retinal yiizeye paralel konumlanmiglardir. Bu disklerin lipid yapili dis yiizeyinde, Rod
fotoreseptorlerinde globiiler halde Rodopsin molekiilii (viziiel mor) bulunuyorken Koni
fotoreseptorlerinde Todopsin molekiilii vardir [33]. Rodopsin ya da lodopsin de kendi
icerisinde “Opsin” ad1 verilen bir transmembran proteini bulundurur. Rod’ lara 6zgii olan
opsin “Skotopsin” olarak isimlendirilirken Koni’ lere 6zgii olan “fotopsin™ dir [33].
Skotopsine de bagl olan kii¢iik bir kromofor molekiilii vardir. Bu 1s18a duyarl kiiciik
molekiil de A vitamini tiirevi olan retinal’ dir [36]. Gorme olayinin ger¢eklesebilmesi igin
tim bu yapilarin var olmasi ve saglikli sekilde gorevlerini siirdiiriiyor olmalar
gerekmektedir. Bu anlamda A vitamini yetersizliginin uzun siirmesi retinal fonksiyona zarar

vererek “gece korliigli” adi verilen ve los 1sikta gérmeyi engelleyen bir patolojiye neden
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olmaktadir [33]. Ayn1 zamanda gérme olayinin devamlilig1 agisindan RPE hiicreleri de son
derece Onem teskil ederler; ciinkii kullanilan ve trans-retinol haline gelmis olan
fotopigmentin yeniden retinale doniistiiriilerek fotoreseptor disklerine iletilmesi RPE
hiicreleri araciligiyla olmaktadir. Asagida “Fototransdiiksiyon” adi1 verilen, “gérme’ nin
olaylanmas1” na iliskin ¢izelgede, retinanin Rod fotoreseptoriindeki fizyolojik stirecleri
ozetlenmistir [36]. Bu siireg esasen fotoreseptorlere gelen 15181n burada elektriksel sinyallere
dontstiiriilerek karmasik bir néronal ag tarafindan beyne iletilmesidir. Fotoreseptorlerde yer
alan gérme molekiillerinin farkli olmasi haricinde, bu siire¢ her iki fotoreseptorde de benzer
sekilde ilerlemektedir. Ek olarak Koni fotoreseptorlerinde fototransdiiksiyonun Rod’ lara
kiyasla daha hizli gergeklestigi bilinmektedir [29]. Yine de Rod fotoreseptorlerinde bu

stirecin nasil ilerledigi, daha ¢ok ¢alisilmis olan bir konudur.

Cizelge 2.1. Gormenin ger¢eklesmesi olayina iliskin akig [36]

1. Isik retinaya ulasir ve fotoreseptdrlerin membrandz disklerine ¢arpar

2. Membranoz disklerdeki Rodopsin’ e bagli olan Retinal, 151k fotonunu emer

3. Retinal, bir pikosaniye i¢inde 11-cis-retinal’ i trans-retinal’ e oradan da retinol’ e ¢evirir

4. Bu durum siirecinde Opsin’ de sekil degisikligi olusur

5. Bu sekil degisikligi membrana bagli bir G proteini olan Transducin’ i aktiflestirir

6. Transducin aktiflestiginde o alt birimi serbest kalir ve yana dogru hareket eder

7. Bu birimin yana dogru hareketiyle bir diger membran proteini olan Fosfodiesteraz (PDE) aktiflesir

8. Fosfodiesteraz, cGMP’ yi hidrolize eder

9. ¢cGMP hidrolizasyonu, cGMP-kapili Na* kanallarin1 kapatir

10. Bu durum hiperpolarizasyon olusturur

11. Bdylece ndrotransmitterlerin (glutamat) bipolar néronlara dogru olan sinaptik salinimi azalir

12. Bipolar noronlar depolarize olurlar

13. Bipolar néronlar Ganglion hiicreleri {izerinden optik sinire aksiyon potansiyelleri génderirler (Gorme iletileri
elektriksel sinyaller olarak beynin gérme korteksine dogru akmaya baglar ve beyinde goriintii olusumu saglanir!)

14. Es zamanl olarak disklerde retinal’ in opsin’ den ayrilmasi “solma” siirecini baslatir

15. Serbest haldeki trans-retinal fotoreseptérden RPE hiicresine dogru tagmir

16. Burada 11-cis-retinale geri doniistiiriiliir ve yeniden kullanilmak {izere membran6z diske tekrar taginir
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2.8. PAR Metabolizmasi ve PARP Enzim Ailesi

ADP-ribozilasyonu (Adenozin difosfat-ribozilasyonu) bir transkripsiyon sonrast modifikasyon
olup en 6zet sekliyle bir proteine bir ya da birden daha fazla ADP-riboz segmentinin eklenmesini
ifade eder. Bu durum, diger post-translasyonel modifikasyonlara benzer sekilde, translasyona
ugramis proteinlerin enzimatik aktivitelerinin modifikasyonlarmi, ubikutinlenmelerini ve daha
sonra hedeflenen proteinlerin bozunmasina kadar giden yolu igermektedir. Bu olay, patojenik
olmayan bakterilerde, bitkilerde ve hayvanlarda goriildiigii gibi; insan ve hayvan patojenik
tiirlerinde de goriiliir. ADP-ribozilasyonu hiicresel sinyalizasyon, DNA tamiri ve hiicre 6liimii

gibi pek ¢ok hiicresel yolakta yer almaktadir [10, 46, 47].

Proteinlere birden fazla ADP-riboz eklenmesi poli-ADP-ribozilasyon ya da daha yaygin isimiyle
PARilasyon olarak adlandirilirken tek bir ADP-riboz eklenmesi ise mono-ADP-ribozilasyon
(MARIilasyon) olarak isimlendirilir. PARilasyon islemi neticesinde iiretilen PAR (poli-ADP-
riboz) tniteleri; proteinleri yakalayip tutan, bir araya getiren, onlar i¢in yapisal bir iskele
olusturan anyonik bir matriks olarak nitelendirilmektedirler [48]. PAR zincirleri birbirlerine
glikozidik baglarla baglanan 200’ e kadar PAR {initesinin bir araya gelmesiyle olusurlar [49].
Ote yandan bu islemi gerceklestiren enzimler ise ADP-ribozil-transferazlar (ART” ler) ya da ok
daha yaygin kullanilan ismiyle poli-ADP-ribozil-polimeraz (PARP)’ lardir [50]. Nadiren asetat
veya fosfat gibi bazi1 kiigiik kimyasal gruplarda da sirasiyla sirtuinler ve KptA/Tptl gibi RNA
fosfotransferaz enzimleri ADP-ribozilasyon islemini ger¢eklestirebilirler [51].

Temelde ART’ ler de iki smiftan olugsmaktadir; ARTD’ler (ADP-ribosil transferaz diphteria)
difteri toksini ile benzerlik gosterip orijinal PARP enzim ailesini olustururlarken ARTC’ler
(ADP-ribosil transferaz cholera) ise kolera toksini ile benzerlik gosterirler [52]. PARP’ larmn
ADP-ribozilasyonunu gergeklestirirken ADP-ribozilleri proteinlerin serin, lizin, glutamat,
aspartat, arjinin veya sistein kalintilarina ya da DNA/RNA uglarina ekleyerek gerceklestirdikleri
bilinmektedir [53]. Protein kalintilarina ya da uglarina eklenen bu ADP-riboziller, PARP’ larin
NAD+’ y1 (Nikotinamid adenin diniikleotid) ADP-riboz ve Nikotinamid’ e ayirmasi ve ADP-

ribozlar1 segerek proteinlere baglamasi sayesinde elde edilirler [50].

ADP-ribozilasyon siirecinde PARP’larin  ADP-ribozilleri proteinlere dogru  sekilde
ekleyebilmeleri i¢in proteinlerin dogru noktalarini tespit etmelerini saglayan yardimci proteinler

de vardir. Bunlara ADP-riboz baglanma alanlari (ADP-riboz binding domains/ARBDs) adi
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verilmektedir. ARDB’ ler hedef proteinin daha 6nceden PARilasyona ya da MARilasyona
ugramis olan bolgesini tespit ederek yeni PAR polimerlerinin bu dogru alana eklenmesini
saglamaktadirlar. PARilasyona ya da MARilasyona ugramis proteinler, ADP-riboz baglama
motiflerine sahip proteinler tarafindan 6zel olarak tanmirlar. Bu baglanma motifleri PARilasyon
i¢in; makrodomainler, PAR-binding motifi, PAR-binding Zinc finger, WWE domain ve RNA ya
da DNA binding motifleridir [51]. Fakat MARilasyonda yalnizca makrodomainler yer almaktadir
[54]. Benzer sekilde, yine bu siiregte ADP-ribozillerin olusmasina katki sunan NAD+ sentaz’ lar
da ADP-ribozilasyonunun yardimei proteinlerindendir [51]. Ote yandan ADP-ribozilasyonunu
sona erdirmek tizere gorev alan poli-ADP-riboz glikohidrolazlar (PARG), ADP-ribozil hidrolazlar
(ARH1, ARH3), terminal ADP-riboz protein glikohidrolaz-1 (TARG1) ile baz1 fosfodiesterazlar
(PDE), NAD+ hidrolazlar, MacroD1 - MacroD2 enzimleri de PAR zincirlerini hedef proteinden
ayirarak ADP-ribozilasyon dengesinin korunmasini saglarlar (Sekil 2.3) [55].

NAD+
Hidrolaz

ADP-riboz hidrolaz
PAR hidrolaz

Poli-ADP-
riboz (PAR)

Sekil 2.3. PARilasyon PARilasyon; hedef proteine PAR’ in PARP enzimi araciligiyla
eklenmesidir. Bu siirecte NAD+ sentaz, PAR molekiillerinin olusmasini
sagliyorken ARBD’ ler ise (ADP-ribozil baglanma bolgeleri) PAR’ in dogru
sekilde baglanmasina yardimcit olurlar; PARilasyonun sonlanmasinda
NAD-+hidrolaz ve ADP-riboz hidrolaz ile PAR hidrolaz yer almaktadir [55]

ART’ lerin ARTD simifi olan PARP’ lar, temelde bir enzim ailesi grubudurlar. Bu enzim ailesinin
farkli yapisal etki alanlari, aktiviteleri, hiicre alti konumlanmalari ve islevleri olan 17 iiyeden
olustugu bilinmektedir [47, 53, 56, 57]. 2004 y1lina ait orijinal ¢aligmada PARP enzimlerinin 18
tiyeden olustugu ifade edilmis olsa da daha sonradan PARP iiyelerinden biri olarak kabul edilen
Tankyrase 3’ tin Tankyrase 2’ nin daha kisa bir ek varyant1 oldugu ortaya ¢ikmustir [56]. PARP’
larin hedef proteine dogru sekilde baglanmalarmi saglayan alanlari/motifleri lizerinden yapilan
siniflandirmaya gore; PARP 1, 2, ve 3 DNA-bagimli PARP’ lar iken PARP-5a ve 5b ise
Tankyrase’ lardir [56]. PARP3 disindaki bu PARP iiyeleri PARilasyon gerceklestiriyorlarken
PARP3, MARilasyonda gorev alir. PARP 1, 2 ve 3’ iin temel olarak DNA hasar bdlgelerinin

tamirinden sorumlu olduklar1 bilinirken, Tankyrase 1 ve 2 temel olarak telomerlerin
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biitiinliiklerinin korunmasinda rol oynamaktadirlar [58, 59]. Simiflandirmaya devam edildiginde
PARP 7, 12, 13.1 ve 13.2’ nin Cis-Cis-Cis-His Zinc-finger (CCCH) (Cis: Sistein, His: Histidin,
Zinc finger: ¢inko parmak) igeren ya da WWE PAR-baglanma bolgesi iceren PARP’ lar oldugu
goriiliir. PAR-baglanma makro alanlari igerenler ise “makro PARP’ lar” olarak isimlendirilip
bunlar PARP 9, 14 ve 15’ tir [53, 56]. PARilasyon ile PAR iireten PARP enzim iiyeleri daha ¢ok
calisilmis olmasmna ragmen MARilasyonda goérev alanlar hakkinda da son yillarda yapilan
calismalar vardir. Buna gore PARP 3, 7 ve 14 transkripsiyonun diizenlenmesinde [60-62]; PARP
10 ve 14 sinyal transdiiksiyon yolaklarinda [63-65]; PARP16 katlanmamuis protein yanitinda [66];
PARP14 hiicre iskeletini olusturan aktin filamanlarinin yapisinda [57] ve JNK1” i (c-Jun N-
terminal kinaz) diizenleyerek hiicresel metabolizmada [67]; PARP 8 ve 16 ise organellerin
membran yapilarinda [57] rol oynamaktadirlar. PARP 9 ve 13’ iin ise zayif da olsa, NAD+
baglanmasi icin kiiciikk alanlar icermelerine ragmen, katalitik aktivite gostermedikleri,
MARIilasyon ya da PARilasyonda yer almadiklari, inaktif olduklari gosterilmistir [53, 68]. Bu
verilerden yola ¢ikilarak hazirlanmis olan asagidaki Cizelge 2.2° de, PARP enzim ailesi tiyelerini
incelemek miimkiindiir [51, 53, 69].

Cizelge 2.2. PARP enzim iiyeleri siniflandirmasi [51, 53, 69]

Siniflandirma: PARP/ ARTD/ Diger Ribozilasyon (Katalitik
Adlandirmalar: Aktivite):

DNA-bagiml PARP1 (ARTD1) PARilasyon

PARP2 (ARTD2) PARilasyon

PARP3 (ARTD3) MARIilasyon

Tankyrase’ lar PARP5a (TNKR1/ ARTD5) PARilasyon

PARP5b (TNKR2 / ARTD6) PARilasyon

CCCH (Cis-Cis-Cis-His zinc PARP7 (ARTD14 / TIPARP) MARIilasyon

finger) ya da WWE PAR- PARP12 (ARTD12 / ZC3HDC1) MARIilasyon
baglanma bolgesi igerenler PARP13.1 (ARTD13/ ZAP1) Inaktif
PARP13.2(ARTD13/ZC3HAV1) | inaktif
Makro PARP’ lar (Makro PAR- | PARP9 (ARTD9 / BAL1) Inaktif

baglanma bdlgesi igerenler) PARP14 (ARTD8 / BAL2) MARIilasyon

PARP15 (ARTD7 / BAL3) MARilasyon

Diger PARP’ lar PARP4 (ARTD 4 / vaultPARP) PARilasyon

PARP6 (ARTD17) MARilasyon

PARP8 (ARTDL16) MARilasyon

PARP10 (ARTD10) MARilasyon

PARP11 (ARTD11) MARilasyon

PARP16 (ARTD15) MARilasyon

Yaklasik 60 sene 6nce Chambon ve arkadaslar tarafindan DNA bagimli olarak, nikotinamid
mononiikleotit (MNM) tarafindan aktive edilen bir enzimin arastirilmasi sirasinda, Poli-ADP-
riboz” un kesfi gergeklestirilmistir. Boylece bu kesif sayesinde; Poli-ADP-riboz-polimeraz
(PARP) enzim ailesinin ve onlarin katalizledigi ADP-ribozilasyonunun aydinlatilmasi

saglanmugtir [13].
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PARP enzim iiyeleri simiflandirilmalarma gore farkli boliimlerden olusuyor olsalar da hepsi bir
“katalitik boliim™ e sahiptir. Bu katalitik alan PARP’ larin aktif bolgesi olup “imza motifi” olarak
da adlandirilmaktadir. ADP-ribozilasyonunda substrat olarak kullamlan NAD+ bu bolgeye
baglanmakta ve burada katalizlenmektedir. Ayrica PAR sentezi de burada gergeklestirilir. PARP’
larin birgogunun katalitik bolgesinde Histidin-Tirozin-Glutamat (H-Y-E) motifi yer alir. Histidin
ve Tirozin NAD+ nin dogru sekilde PARP’ n katalitik alanina baglanmasim sagliyorlarken
Glutamat da katalitik aktivitenin gerceklestirilmesi igin gerekmektedir. PARP 3 ve 4 istisnai olmak
iizere, MARilasyon yapan PARP’ larda ise glutamatin yerini izoldsin, 16sin ya da tirozin almustir.
Bu durum da bu PARP’ larda, polimerizasyon aktivitesini durdurarak onlarin MARilasyon
gerceklestirmelerine neden olur. PARP 9 ve 13’ te ise Histidin bulunmadigi i¢in katalitik aktivite

hi¢ ger¢eklesememekte, o nedenle bu PARP’ lar “inaktif” olarak siniflandiriimaktadirlar [53].

Tiim bu PARP enzim ailesi icerisinde PARPI, birinci ve en ¢ok calisilan PARP iiyesidir. DNA
hasari ile birlikte gelisen ADP-ribozilasyonunun %85’ inden sorumlu oldugu ortaya konmustur
[70]. Bu enzimi kodlayan gen ilk kez 1987°de klonlanmistir [71]. PARP1, maya disinda ¢ogu
Okaryotta bulunan, bol miktarda niikleer kromatinle iligkili bir enzimdir. DNA hasar1 ve
tamirinde ¢alisilarak bu mekanizmalar tizerinde etkili oldugu anlagilmustir [56, 72, 73]. PARP1
temel olarak {ic ana bolgeden olugmaktadir: liglii Zinc fingers’ tan olusan DNA-baglanma
bolgesi, otomodifikasyon bolgesi ve katalitik bolge [53]. DNA-baglanma bolgesindeki {iglii
cinko parmaklardan birinci ve ikincisi (Znl ve Zn2) DNA’ ya tutunmay gergeklestiriyorlarken
ticiinciisii ise (Zn3) katalitik aktivitenin baslamasini saglamak iizere kromatinin sikistirilmasini
(kompaktzasyonunu) meydana getirmektedir [74]. Znl, Zn3 ve WGR alanlari, DNA hasari
bolgelerinde PARP-1'in aktivasyonu i¢in gereklidirler [75]. Znl ve Zn2’ nin yardimiyla DNA
baglanmasinin gergeklesmesi ile PARP1’ den bir otoinhibitdr sarmal bolgenin (helical domain
/ HD) agilmasi indiiklenmis olur. Bu bolgenin agilmast ile birlikte de NAD+ baglanmasi ve
PARP1’ in katalitik aktivasyonu baglamaktadir (Sekil 2.4) [76].

2
1 Otomodifikasyon 3
DNA baglanma bdlgesi bélgesi Katalitik bolge

R 4

Uclii Cinko Parmaklar His-Tyr-Glu motif
(Aktif bolge / PARP’ In imzasi)

Sekil 2.4. PARP1’ in sematik yapisi. (His-Tyr-Glu motif: Histidin-Tirozin-Glutamat motifi)
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Farkli yapisal etki alanlari, aktiviteleri ve islevleri olan, 17 {iyeden olusan PARP enzim ailesinin
normal hiicresel fizyolojik yolaklarda gok 6nemli gérevlere sahip olmakla birlikte yakin zamanda
yapilan caligmalarla cesitli patolojilerde ve hiicre Oliimii mekanizmalarinda da yer aldig
belirlenmistir. Bu boliimiin alt bagliklarmda PARP’ larin normal hiicresel yolaklardaki gorevleri
ele alimirken béliim 2.9.2° de ise PARP’ larm neden oldugu patolojik hiicre 6liimii mekanizmasi

incelenmistir.

2.8.1. PARP’ larin kromatin modifikasyonu ve transkripsiyonun diizenlenmesindeki rolii

Kromatin modifikasyonu aslinda DNA ¢evresindeki Histon proteinlerinin modifikasyonunu ifade
eden bir anlatimdir. Histonlar gen aktivitesinin dinamik diizenleyicileri olup asetillenmeleri
genleri aktive ediyorken, deasetilasyonlari ise inaktivasyon saglar. Bu tiir bir modifikasyon ile
birlikte DNA’ nin metilasyonu, temelde “Epigenetik’ ad1 verilen biyolojik, kalitilabilir degisimleri
dogurmaktadir. Epigenetik mekanizmalarda DNA dizisi degismemekte fakat cevresel uyaranlar
ve epigenetik modifikasyonlar rol almaktadir. Bu mekanizmalar transkripsiyonel ve post-
transkripsiyonel mekanizmalar olmak tizere iki siifa ayrilirlar. DNA metilasyonu ve kromatin
modifikasyonlar1 (Histon modifikasyonlari) transkripsiyonel mekanizmada yer almaktadirlar.
Histon modifikasyonlart da kendi aralarinda “asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon,
Ubikutinasyon ve Poli-ADP-ribozilasyon” seklinde siniflandirlirlar. Kisaca; asetilasyonda
histonlarm lizin uglarma histon asetil transferazlar (HAT) tarafindan asetil gruplari eklenir,
kromatin transkripsiyona agik hale getirilmis olur. Deasetilasyonda histonlar histon deasetilazlar
(HDAC’ lar) tarafindan deasetillenir ve bdylece transkripsiyonun baskilanmasi saglanmig olur
[77]. Metilasyonda histona metiltransferaz enzimleri araciligryla 1, 2 ya da 3 adet metil grubu
eklenmekte ve boylece o genin ifade edilip edilmeyecegi belirlenmektedir [78]. Fosforilasyonda
histon deasetilazlara Protein Kinazlar (PK) ve Protein Fosfatazlar (PP) tarafindan fosfat gruplari
eklenmektedir [79]. Ubikutinasyonda lizin pargacigi tarafindan histona baglanan, kiigiik bir protein

olan Ubikutin s6z konusudur. Bu durum proteinlerin degredasyonuyla sonuglanmaktadir [80].

PARP’ lar, 6zellikle de iizerinde en c¢ok calisilmis olan ve ADP-ribozilasyonunun %85’ inden
sorumlu oldugu ortaya konan PARP1, DNA hasari durumunda DNA’ nin ug kisimlarina eklenerek
buradaki histonlar1 ve diger proteinleri modifiye etmektedir [70, 81, 82]. Aym1 zamanda “NAD+
bagimh deasetilazlar” olarak bilinen Sirtuin sinifi protein ailesiyle de karsilikli olarak ¢aligma
prensibi i¢inde olduklarim gosteren ¢aligmalar meveuttur [83-85]. PARP’ larin gergeklestirdigi
modifikasyonun ii¢ sekilde yapilabilecegi ortaya konmustur; ilkinde PARP1, dogrudan kromatine
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baglanir; ikincisinde PARP1, ¢esitli yardime1 ve aksesuar faktorler araciliyla kromatine baglanir;
tiglinciisiinde ise PAR zincirleri ve bu zincirlerin uzunluklari-karmagikliklari sayesinde kromatine
baglanan PARPI soz konusudur [86]. PARP1’ in niikleozomun temel yapisal birimi olan
Histonlar1 modifiye etmesiyle birlikte kromatin yapisinda degisiklikleri indiikledigi, PAR
tinitelerinin baglanmig oldugu alanlarda kromatin yapisinin da gevsedigi gosterilerek, ortaya
konmustur. Bu anlamda baglayici Histon H1, PAR’ 1 ana alicisi olarak tanimlanmustir [87].
PARP1’ in kromatine baglanmasi ile birlikte aktive olan modifikasyonlarin 6zellikle Serin
kalintilarinda gergeklestigi ve HPF1 (Histone PARylation factor 1) benzeri yardimer faktorleri
icerdigi belirtilmistir [88, 89]. Benzer sekilde PARP1’ in homolog rekombinasyonun E2F1 (E2F
Transcription factor 1) ile iliskili mekanizmalarini giliclendirme yoluyla transkripsiyonel
diizenleme tizerinde ¢ok 6nemli bir rol oynadigi ortaya konmustur [90]. E2F1, hiicre dongiisiinti
diizenleyen ve hiicre proliferayonunu aktive eden transkripsiyon faktorleri ailesinin bir iiyesidir.
PARP’ larin kromatin modifikasyonu tizerinde etkili olduklarini ortaya koyan bir baska caligmada
ise hormon tedavisi nedeniyle agir1 PARP ifadelenmesi gosteren bireylerde PARP1, H1’ in yer
degistirmesine neden olarak kromatini progesterona duyarli bolgelerin yeniden sekillenmesi i¢in

acik ve duyarl hale getirdigi gosterilmistir [91].

Bir transkripsiyon faktorii olan ve DNA-hasar yanitlarinda da gorev alarak DNA’ nin tamir
edilmesine katki sunan, hiicrenin hayatta kalip kalmayacagina dair en 6nemli 6gelerden biri olan
p53 [92] tizerinde de PARP’ 1n etkisi vardir. Normal sartlarda ¢ekirdekten atilarak MDM2 (E3
ubikutin-protein ligaz) tarafindan pargalanan p53, DNA hasari durumunda PARP1’ in bloke
edici aktivitesi ile ¢ekirdekte tutulur ve p53° e bagl genlerin aktivasyonu saglanmis olur [93].
Ayrica PARP1’ in, bir transkripsiyon faktorii olan SIRT1 aktivitesini de etkilemekte ve SIRT2
aktivasyonunu da direkt diizenlemekte oldugu bilinmektedir. Sirtuinler {izerindeki bu etkisini,
Sirtuinler i¢in de bir ko-faktdr olan NAD+’ y1 substrat olarak kullanip tiiketiyor olmasi ile
gostermektedir [94]. Son yapilan ¢aligmalara gore ise PARP1, transkripsiyonu diizenlemede
NELF proteinini (Negatif uzama faktorii) ADP-ribozilleyerek uzamanin indiiklenmesini tesvik

etmekte ve boylece transkripsiyona olumlu yonde etki etmektedir [95].

Ozetle PARP tarafindan gergeklestirilen bu islem sirasinda, DNA’ min niikleozomuna baglanan
PARP, buradaki histonlar1 ve diger proteinleri modifiye ederek PAR (poli-ADP-riboz)
tinitelerinin tiretilmesini indiiklemis olur. PAR {initeleri de birbirlerine eklemlenerek 200 birime
dek uzanabilen PAR zincirlerini olustururlar ve transkripsiyonu indiikleyici etki gosterirler. PAR

zincirleri ayn1 zamanda, DNA hasart durumunda, DNA’ nin kopan tek iplik¢igini tamir ederek



29

genomik kararliligin ve hiicre diferansiyasyonunun korunmasini ve kanserin dnlenmesini de
saglamis olurlar [96]. Ek olarak RNA ve DNA'ya benzer bir sarmal ikincil yapi
olusturduklarindan iigiincii niikleik asit olarak kabul edilebilmektedirler [97].

2.8.2. PARP’ larin DNA-zincir kiriklarimin onarilmasindaki rolii

PARP1 ve PARP2 hem tek zincir DNA kiriklarinda (Single strand break-SSB) hem de gift zincir
DNA kiriklarinda (Double strand break-DSB) DNA hasarmni onaran temel enzimlerdendirler
[98]. DNA iizerindeki genotoksik hasari takiben hemen DNA’ nin kirik uglarina baglanarak
hasari algilar ve PARilasyonu indiiklerler. Es zamanli sekilde, hasar tamir yanitinda gorev alacak
genlerin de aktive olmalarin1 saglayarak kromatin yapisini yeniden diizenler ve DNA’ nin
onartlmasini saglarlar [99]. DNA-hasar yanitinda PARP 1 ve 2’ nin 6nemi in vivo olarak
kamitlanmustir; iyonize radyasyona ve diger genotoksik faktorlere maruz kalan Parp1 -/- ve Parp2
-/- farelerde artmis genomik kararsizlik ve genotoksik faktorlere asiri hassasiyet tespit edilmistir
[100]. Ayrica PARP 1 ve 2 enzimlerinin sinerjetik etki ile ¢alistiklari da diisiiniilmektedir; ¢linkii
yalmizca PARP1 ya da yalmzca PARP2’ den yoksun olan fareler hayatta kalabiliyorlarken her

iki enzimin de yoklugunda, embriyonik dénemde dliimler s6z konusu olmustur [101].

DNA zincir kirllmalarinda PARP aktivasyonunun molekiiler temeli ile ilgili yapilan ¢aligmalar
gostermistir ki; bu stirecte, PARP1’ in ¢inko parmak (Zinc-finger) DNA baglanma alanlari,
DNA’ nin N-terminal uglarina baglanir [102]. Bu baglanma sirasinda PARP’ in temel olarak
niikleozomlart tercih ettigi de gosterilmistir [103]. PARP1 aktive edildiginde ve PAR zincirlerini
sentezlediginde, DNA onarim komplekslerinin alimi i¢in yap1 iskelesi olugsmus olur ve PAR
baglama bolgelerini i¢eren proteinler, bu kompleksleri PAR iiretim bolgelerine alir [104]. Bu
sekilde PAR’ a dahil edilen ilk onarim yapilarindan birinin DNA kiriklarinin onarimi igin
ligazlar1 organize eden XRCC1 oldugu bilinmektedir [105]. ALC1 ve APLF gibi kromatin
diizenleyiciler ve Histon saperonlart da PAR’ a baglanan ve bdylece DNA onarimina yardimci
olan molekiillerdendir [106, 107]. Yine PAR ile etkilesime giren ve daha sonra PARP1
tarafindan PARilasyona ugrayarak modifiye edilen bir transkripsiyon faktorii olan p53
proteininin de DNA hasar onarimida 6nemli bir yeri oldugu bilinmektedir [108, 109].

DNA zincir kirilmalarimin tamir mekanizmasinda gorev aldigi bilinen bir bagka PARP iiyesi de
PARP3’ tiir. PARP3’ iin, hiicre ¢ekirdeginde yer alan heterokromatin alanlarinda, DNA-hasar
onarim faktorleriyle birlikte yer aldigi gosterilmistir [110]. Aym zamanda PARP5a (Tankyrase
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1) ve bir mitotik faktdr olan NuMA ile de etkilesime girdigi bilinmektedir. PARP3’ iin
NuMA’ nin ADP-ribozillenmesini hem direkt hem dolayli olarak Tankyrase-1 araciligiyla
uyarmasi sayesinde mitotik ilerlemeler, telomer fonksiyonlar1 ve genomik kararlilik
stirdiiriilebilmektedir [111]. Son yillarda PARP3’ {in PARP1 ile sinerjetik ¢alisarak DNA’

nin ¢ift zincir kiriklarinin onariminda gore aldigi ortaya konmustur [112].

PARilasyon gergeklestiren ve DNA-bagimli olan diger PARP enzimi ailesi iiyeleri PARP5a
ve PARPS5b’ dir. Bu liyeler ayn1 zamnda Tankyrase 1 ve 2 olarak da adlandirilmaktadirlar.
Ozellikle Wnt sinyal yolaklarmi ve telomer fonksiyonlari diizenlemekte gorevleri olsa da
[113] homolog rekombinasyonu diizenleyerek DNA ¢ift zincir kiriklarinin tamirinde de

gorev aldiklari bilinmektedir [114].

Ozetle PARP enzimleri hafif (mild) genotoksik stres faktorlerine karsi hiicreyi koruyarak
DNA tamirinde gorev alirlar [115]. DNA sarmalinin tek iplik¢iginin kopmasi ile aktive
olurlar. Kopan tek iplik¢ige baglanarak ve dallanmis negatif yiiklii PAR’lar1 polimerize
ederek otomatik modifikasyonu gerceklestirirler. PARP’lar tarafindan negatif elektrostatik
yiik olusumunun gerceklestirilmesinin, DNA tamir enzimlerini bir araya getirdigi hipotezi
vardir. Ozellikle de DNA ile iliskili histonlarin poli(ADP)-ribozilasyona katilmasi, kromatin
yapisinin gevsemesine neden olur. Bu da DNA onarim enzimlerinin iplik kopmasi bolgesine

erismesine izin vererek DNA onarim islemini kolaylastirir [116, 117].

2.8.3. PARP’ larin hiicre farkhilasmasi iizerindeki rolii

Somatik hiicrelerin uyarilmig kok hiicrelere yeniden programlanmasi (iPSC) ¢alismalarinda
PARP1 enziminin hiicrelerin yeniden programlanmasin, hiicre diferensiyasyonunu saglayan
onemli bir faktor oldugu ortaya konmustur. Fare embriyonik fibroblastlari tizerinde yapilan
bu ¢alismada Parp -/- olan hiicrelerde pluripotens lokuslarinda erken aktive edici Histon
isaretleri olugmamasina bagli olarak transkripsiyonun gergeklesemedigi ve hiicre
farklanmasinin basarisiz oldugu gosterilmistir. PARP1’ in varliginda ise normal sartlarda
iPSC i¢in gerekli olan diger dort molekiilden ¢l (Sox9, Klf-4 ve c-Myc) ortamda
bulunmasa bile yalnizca Oct4 ile PARP’ n hiicre farklilagsmasini bir nebze indiiklemeye
yettigi ifade edilmistir [118]. Bir bagka ¢alismaya gore ise hiicre farklanmasinda Sox2’ nin
PARilasyonu, bu farklanma ic¢in son derece Onemli olan Fgf4 ifadelenmesini

indiiklemektedir [119]. Noral kok hiicreler tlizerinde yapilan plastisite ¢alismasinda ise
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PARilasyon, noral kok hiicrelerin farklanmasini baskilayan bir faktoriin promotor bolgeden
cikarilmasina neden olarak transkripsiyonun diizenli sekilde devamini ve farklanmanin
gelismesini saglamistir [120] PARP1 gibi PARP7’ nin de hiicresel farklanmaya ve
plastisiteye katkida bulundugu bilinmektedir [121].

2.8.4. PARP’ larin telomer fonksiyonu iizerindeki rolii

Kromozomlarin u¢ kisimlarinda yer alan ve o hiicrenin canlilifindan, yasam siiresinden
sorumlu olan Telomerler en 6zet sekliyle kromozomlarin koruyucu yapilaridirlar. TRF1
(Telomerik pargalar1 baglama faktori 1) ve TRF2, telomer fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde gorev alan temel faktorlerdir. PARP1 ve PARP2’ nin bu faktorlerle
etkilesime girerek telomer biitiinliigiiniin korunmasinda ve telomerlerin onarilmasinda etkili
olduklar1 bilinmektedir. Bu konudaki calismalar devam etmekle birlikte PARP1 icin heniiz
yeterli ve tatmin edici kanitin elde edilemedigi diisiiniilmektedir [122, 123]. PARP2 ile
TRF2 arasindaki iliski ve PARP2’ nin telomer onarim mekanizmasina katkisi ise daha
agikardir [124]. Ayrica telomer fonksiyonun diizelenmesinde Tankyrase’ lar da (PARP-5a
ve 5b) fonksiyon gostermektedirler. Tankyrasel’ in TRF1’e baglanarak onun PARilasyona
ugramasini sagladigi, PARillenmis TRF1’ in ise telomere baglanamamasindan kaynakli
telomer uzunluklarinin arttigi gosterilmistir [125]. Bu da agik¢a hiicre yasam dongiisiiniin

uzamis olmasi anlamina gelmektedir.

2.8.5. PARP’ larm inflamasyondaki rolii

Suana dek PARP enzimlerinin normal hiicresel fizyolojik kosullar altindaki rolleri
incelenmistir. PARP’ larin protein-niikleik asit etkilesimlerinin diizenlenmesini de igeren
genis kapsamli bir regiilatér oldugu ortaya konmustur. Bu anlamda PAR homeostazinin
saglanmasi; PARP’ lar tarafindan NAD+’ nin substrat olarak kullanilmasiyla iiretilen PAR
miktar1 ile PAR glikohidrolazlar (PARG) ya da ARH3 gibi enzimler tarafindan katalizlenen
PAR miktarinin dogru sekilde ayarlanmasi hiicre sagliginin ve canlilifinin korunmasinda

son derece onemli olmaktadir.

2.8.6 ve 2.9.2. ‘nci bolimlerde ise PARP’ larin hiicredeki belirli bazi fizyolojik olmayan

kosullar nedeniyle hiicreyi yikima gdtiirdiikleri yolaklar incelenmistir. Bu kosullarin
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yarattig1 ilk sonug, PARP enzim aktivitesi ile PARG aktivitesinin olmas1 gerektigi sekilde

orantili olmamasi, PARP enzim aktivitesinin asir1 gerceklesmesidir.

Hiicreyi yikima gétiirecek cinsten bir yolagin ilk adimini, hiicrede inflamasyon siireci ile
birlikte goriiriiz. PARP’ lar temelde pro-inflamatuar sinyal yollarmi indiikleyerek
inflamasyonun artmasina neden olurlar. inflamasyon ve hiicre nekrozu siirecleri birbiriyle i¢
icedir ve bir dongii olusturarak PARP aktivasyonunun indiikledigi nérodejenerasyon ve
fibrozis gibi daha patofizyolojik siireclerin gelismesine neden olmaktadirlar [126, 127].
Inme, sok, romatoid artrit, iilseratif kolit gibi inflamatuar hastaliklarda asir1 PARP
aktivasyonu gergeklestigi bilinmektedir [128]. Normal sartlarda hiicre ya da doku hasari /
kayb1 sonras1 Mikroglia ve Monositik fagositoz aktivitesi geliserek dokuyu temizleme /
onarma islevi gergeklestirmektedir. Genotoksik faktorlere bagli olarak asir1 PARP
aktivitesinin gelistigi bilinen olgularda ise bu fagositik hiicre aktivasyonunun da asir1 artmis
oldugu ve bunun da hiicreleri yikima gotirdiigi gosterilmistir [129]. Benzer sekilde
kemoterapinin ve oksidatif stresin de asirt PARP aktivitesine neden oldugu bilinmektedir
[130].

PARP’ larla iliskili olan inflamasyon siirecinde temel olarak iki farkl1 yolak vardir. Ilkinde
DNA hasarma bagli olarak hiicrenin yikima gittigi siirecte, inflamasyonun trettigi oksijen
radikallerine karsi endotelyal hiicrelerin gecirgenlikleri artmaktadir. Ikincisinde ise pro-
inflamatuar mediatdrlerin tiretimi ve NF-xB aktivasyonu s6z konusudur [131]. Doku hasari
sonrast bu kimyasal sinyallerin iiretimi dokunun onarilmasi i¢in bir yanit olusturmakta
boylece l6kositler aktive edilerek hasarli doku bélgesine go¢ etmektedirler [132]. Akut
inflamasyonda ilk olarak vaskiiler gecirgenlikte artis, bolgeye 16kosit gogii, vazodilatasyon,
0dem ve mast hiicreleri ile makrofajlarca serbest birakilan bazi kemotaktik faktorlerin
(Nitrik oksit, trombosit aktive edici faktor, interlokinler, sitokinler ve reaktif oksijen
tirtinleri/ROS) dokuda birikmesi gozlenmektedir [133-135]. Bu siiregte asirt ROS birikimi,
protein ve lipitler gibi makromolekiilleri oksidatif hale getirerek DNA {izerinde hasarlar
olusturmalarima neden olur [131]. Ayrica aktive edilmis notrofiller de hasarli DNA
zincirlerine neden olmaktadirlar. Tam bu sirada da hidroksil radikali PARP’ 1n
aktivasyonunu indiikler [135]. PARP kendi aktivitesinin haricinde NF-«xB ile de iliskilidir
ve onun da aktivasyonu igin bir kofaktor olarak islev gérmektedir [136]. Bu anlamda,
ratlarda galigilan bir inme modelinde Taurin’ in PARP ve NF-«B ile ilgili inflamatuar

reaksiyonlar baskilayarak inflamasyonun neden oldugu doku hasarini azalttig1 ve iskemik
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inmeye karsi korudugu gosterilmistir [137]. PARP1 ayrica inflamasyon ve karsinogenezde
rol oynadiklari bilinen TLR” lerin (Toll-benzeri reseptorler) de aktivasyonunu saglamaktadir
[138]. Boylece hiicresel inflamasyonun artmasina ve siirdiiriilmesine katki saglamakla
kalmaz, doku hasar1 nedeniyle kendi aktivasyonu da siirekli artacagi i¢in hiicresel yikima

dogru hizla giden bir kisir dongiiniin bas aktorlerinden biri olmus olur.

2.8.6. PARP’ larin hiicre é6liimiindeki rolii

PARP’ larin hiicre sagligi ve dongiisii i¢in ¢ok onemli gorevleri olmasinin yani sira; bazi
hastaliklarda yogun DNA bozunmasi, artmis oksidatif stres ya da artmis TNF-a (Tzimér
nekroz faktorii-o) ifadelenmesi, asir1 bir PARP aktivasyonu yaratarak, hiicresel
metabolizmayi ciddi sekilde zorlayabilir [139]. Ciinkii PARP, aktivasyonu sirasinda, NAD+’
y1 (Nikotinamid adenin diniikleotidi) substrat olarak kullanmaktadir. PARP’ in agiri
aktivitesine bagli olarak azalan NAD+ seviyelerinin yeniden yapilandirilmasi iki veya dort
adet ATP (Adenosin-5'-trifosfat) molekiilii gerektirir. Sonug olarak, hiicresel ATP seviyeleri
tiikkenecegi i¢in enerji kaybi, hiicresel fonksiyon bozuklugu ve sonunda hiicre 6liimiine yol
acan bir silire¢ gerceklesir [16, 46]. Berger bunu “PARP’ in intihar hipotezi” olarak
adlandirmistir; ¢linkii burada DNA’ y1 tamir edemeden hiicre 6liimiine neden olan PARP
aktivitesi s6z konusudur [15]. Boylece PARP, kaspaz-bagimsiz olan, fakat poli-ADP-riboz
(PAR) birikimi ve Apoptoz-indiikleyici faktoriin (AIF) mitokondriden niikleusa
translokasyonunu igeren yeni bir hiicre 6liimii mekanizmasinin temel aktorii olmus olur [46].
Bu hiicre 6liim mekanizmasi bazi kaynaklarca programlanmig nekroz olarak ifade edilebilse
de burada nekrozdan farkli olarak apoptotik cisimcikler indiiklenmemekte; bunun yerine

genel hiicre membran biitiinliiglinii bozulmaktadir.

Asirt PARP aktivitesine bagli olarak gelisen bu 06zel hiicre O6liim mekanizmasi
“PARthanatos” olarak adlandirilmis olup bir sonraki basligin son bendinde (2.9.2.) konuyla

ilgili daha ayrintil1 bilgiler verilmistir.

2.9. Hiicre Oliimii Mekanizmalari

Pek c¢ok hastalikta oldugu gibi, kalitsal retinal dejenerasyonlarda da hiicrenin nasil ve hangi
yolak iizerinden 6liime gittigini anlamak, aydinlatabilmek hastaligin durdurulmasi ve olasi

tedavi yontemlerinin belirlenmesi agisindan son derece 6nemlidir. Bu tez ¢alismasi kalitsal
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retinal dejenerasyonlar odakli oldugu i¢in konunun devaminda ndronal hiicre 6liimleriyle,
ozellikle de fotoreseptor hiicre Oliimleriyle iligkili hiicre 6liim mekanizmalar1 iizerinde

durulmustur.

2.9.1. Apoptotik hiicre 6liim mekanizmasi

Apoptoz’ un noronal hiicre oliimiine neden olan bir yolak oldugu yapilan c¢aligsmalarla
defalarca gosterilmistir [140, 141]. Programli, hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri bir
hiicre 6liimii mekanizmasi olarak bilinen Apoptoz, normal sartlarda organizmay1 korumaya
yonelik ¢alisan bir 6liim yolagidir. Organizmadaki “homeostaz” adi verilen i¢ dengenin
korunmasimin ana aktorlerinden biri olmakla birlikte [142], embriyogenez doneminde
oldugu gibi, gelisimsel basamaklarda ve hayat boyu organizmanin bagisikligi iizerinde de
etkisi oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte baz1 durumlarda oksidatif stres ya da radyasyon
gibi DNA hasar1 meydana getiren gevresel etkenlere bagli olarak da gelisebilmektedir [143].
Apoptotik 6liim yolagina isaret eden temel bulgular hiicrenin hacimce kii¢lilmesi, hiicre
cekirdeginin ve hiicre membraninin biiziismesi, kromatin yogunlagsmasi, DNA
fragmantasyonu ve nihayetinde hiicrenin apoptotik ciSimlere pargalanarak makrofajlar
tarafindan elimine edilmeye hazir hale gelmesidir [143]. Makrofajlarin bu aktivasyonunun
herhangi bir inflamatuar yanit olusturmaksizin ger¢eklesmesi apopotozda inflamasyonun
s0z konusu olmadigina isaret ettigi gibi, ayn1 zamanda apoptozu nekrozdan ayiran baslica

unsurlardan biridir [144].

Avustralyali patolog J.F.K. Kerr ve arkadaslari tarafindan ilk defa 1972 de tanimlanmis olan
bu hiicre 6liimii [145] daha sonra nematodlar tizerinde de ¢alisilmis ve arastiricilarina Nobel
odili getirmis bir mekanizmadir. Nematodlar tizerinde yapilan ¢aligmalar sayesinde bu
hiicre 6liimiiniin genler tarafindan diizenlendigi anlasilmistir [146]. Nematodlarda apoptozla
direkt iligkili oldugu bulunan ii¢ ayr1 gen, daha sonraki ¢aligmalarla insanlarda apoptotik
yolaklarin temel diizenleyicileri olan kaspazlarin, Apaf-1’ in (Apoptoz aktive edici faktor)

ve Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) geninin tanimlanmasina 11k tutmustur [147].

Kaspazlar insanlarda apoptozu diizenleyen en temel unsurlar olarak kabul edilip sistein-
aspartile 6zgii proteazlarin bir ailesidir. En az on dort {iyeden olusurlar. Apoptoz siirecinin
baslangicinda inaktif olarak sentezlenip daha sonra proteolitik islemeye ugrayarak aktif hale

gelirler. Bu proteolitik siire¢ olduk¢a karmasiktir ve kaspazlarin birbirlerini tetiklemeleriyle
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gerceklesmektedir [148]. Kaspazlarin siniflandirilmasinda oncelikle sitokin islenmesine
yardimc1 olanlar (Kaspaz-1 gibi) ve hiicre 6liim mekanizmasina katilan diger tiim kaspazlar
seklinde bir siniflandirma yapmak miimkiindiir [149]. Hiicre 6liim mekanizmasinda yer alan
kaspazlar ise kendi aralarinda hiicre 6liimii i¢in aktivasyonu baslatanlar (Kaspaz -2, 8, 9, 10,
12) ve bu aktivasyonun artarak siirmesini, bdylece hiicrenin kendi kendini &ldiirmesini
saglayan efektor kaspazlar (Kaspaz -3, 6, 7) olarak ikiye ayrilmaktadir. Hiicrenin 6liimiine
giden siirecte uyaranlara yanit olarak aktivator kaspazlarin aktivasyonu baslatilmakta,
akabinde bu aktivasyon efektor kaspazlari harckete gecirmekte ve hedef proteinin
kesilmesini gerceklestirmektedir [150]. Ozellikle Kaspaz-3’ iin direkt DNA ya da Laminler

gibi pek ¢ok 6nemli hiicresel proteinin bozulmasina neden oldugu bilinmektedir [151].

Apoptoz ii¢ farkli yolak iizerinden gerceklesebilmektedir. Ilkinde hiicre ici strese baglh
olarak gelisen (intrinsik) 6liim sinyalleri sonrasi mitokondri zarinin yapisinin bozulmasi s6z
konusudur. Strese bagli gelisen 6liim sinyalleri kaspaz aktivasyonunu baslatmakta, bu da
mitokondri zarmin yapisint bozarak bu zardan Sitokrom-c salinimini baslatmaktadir.
Sitokrom-c de Apaf-1’ ¢ baglanarak Kaspaz-9’ u aktive edecek olan kompleksi olugturmus
olur ve boylece hiicreyi 6liime gotiiren siireg baglar [152]. Bu 6liim yolaginda Sitokrom-c’
nin yani sira MOMP (Mitokondriyel dis zar gecirgenligi) gibi proapoptotik faktorler de s6z
sahibidirler ve bu faktorler apoptozu hem indiikleme hem inhibe etme 6zellikleri tagiyan
degisik faktorleri biinyesinde barindiran Bcl-2 gen ailesi tarafindan kontrol edilmektedirler
[153]. Hiicre dist uyaranlara bagh olarak gergeklesen ekstrinsik 6liim yolaginda ise dis
sinyallerin hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanarak, ligandlar aracilifiyla, hiicre igine
iletilmesi ve apoptozu baslatmasi s6z konusu olmaktadir. Hiicre yiizeyindeki bu ligandlar
Fas ya da TNFR-1 (Tim&r nekroz faktor reseptor-1)” dir. Bu ligandlarin 6liim sinyalini hiicre
icine tasimasiyla birlikte Kaspaz-8 aktivasyonu gergeklesmekte ve Oliim siireci
baglamaktadir [152]. Bir diger Apoptoz yolagi ise yine intrinsik bir yolak olup Endoplazmik
retikulum (ER) aracili olarak gergeklesir. Cesitli etkenlerle hiicre i¢i kalsiyum seviyesinin
artmasina bagli olarak ER etkilenmekte ve Kaspaz-12 aktivasyonunu baglatmaktadir. Aktive
olan Kaspaz-12, Kaspaz-9° u harekete gegirerek hiicreyi oOliime gotiiren siireci
baglatmaktadir [154].

Homeostaz1 saglamak ya da organizmayi immiin olarak korumak gibi, genel anlamda,
organizmanin yararina olacak sekilde gergelestigi bilinen Apopitoz 6liim yolaginin, bazi

caligmalarda norodejeneratif hastaliklarla, hatta Retinitis pigmentosa gibi kalitsal retinal
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dejenerasyonlarla da iliskili olabilecegi gosterilmistir [155-157]. Buna ragmen uzun
senelerdir iizerinde titizlikle ¢alisilan ve neredeyse her bir basamagi aydinlatilmis olan
Apopitozu inhibe edecek kaspaz inhibitorleri gibi ajanlarin kullanilmasina ragmen,
norodejeneratif bu hastaliklarda yol kat edilememis olmasi bu hastaliklardaki o6liim
mekanizmalarinin Apopitoz’ dan farkli olabilecegi diisiincesini ve tezini yiikseltmekte ve
arastiricilar1 norodejeneratif hastaliklarin altinda yatan, kaspaz-aracili olmayan diger 6lim

mekanizmalarini arastirmaya daha da ¢ok motive etmektedir.

2.9.2. Apoptotik olmayan hiicre 6liitm mekanizmalari

Ozellikle son 15 yildir yapilan galismalarla, ndrodejeneratif hastaliklar 6zelinde kalitsal
retinal dejenerasyonlarda, apoptotik olmayan hiicre 6liim yolaklarinin etkin oldugu ortaya
konmaya baglanmistir. Bu yolaklar heniiz tiim basamaklar1 aydinlatilmamis olan “Kalpain-

aracili 6liim yolag1” ve “PARP-aracil1 6liim yolag1” dir.

Norodejenerasyonda kalpain-aracili hiicre 6limii

Kalpainler de kaspazlar gibi proteaz ailesinin bir iiyesidirler. Fakat hiicreyi 6liime gotiiren
mekanizmada rol aldiklarinda bu mekanizma kaspaz-aracisiz sekilde gerceklesmekte [158],

buna ek olarak da Kalpainlerin kaspazlar tizerinde de etkili olduklar bilinmektedir [159].

Kalpainler, hepsi memelilerde bulunmayan, 15 farkli izoforma sahiptirler. Katalitik ve
diizenleyici alt birimlerden olustuklari ve kalsiyum baglama bolgeleri sayesinde kalsiyum
ile aktive olduklart bilinmektedir. Endojen inhibitorleri “kalpastatin” dir ve onunla birlikte
organizmadaki retinal doku da dahil olmak iizere, hemen hemen her hiicrede faaliyet
gostermektedirler. Normal sartlarda organizma i¢in zararli olmayan, hatta aksine hiicre i¢i
sinyal iletimi, hiicre dongiistiniin diizenlenmesi, hiicre proliferasyonu, trombosit aktivasyonu
gibi son derece 6nemli siireglerde gorev almaktadirlar [160]. Fakat bu uyumlu siirecin devam
ettirilebilmesi, hiicre kalsiyum seviyeleri ile yakindan iliskilidir. Hiicre i¢i yiliksek kalsiyum
seviyelerinin fotoreseptor hiicreler de dahil olmak iizere néronal Sliimlerde etkin oldugu
zaten bilinmektedir [161, 162]. Bununla birlikte yiiksek kalsiyum seviyelerinin kalpain
aktivasyonu tizerinden Alzheimer, Parkinson, Huntington hastaligi gibi ciddi patolojilere

sahip norodejenerasyonlara neden oldugu [163, 164]; Retinitis pigmentosa gibi kalitsal
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retinal dejenerasyonlardaki siddetli patolojilerin altinda yatan mekanizmada da yer aldig

gosterilmistir [165].

Kalpainlerin yer aldigi ndronal hiicre 6liim mekanizmasinda ozetle; yiiksek hiicre igi
kalsiyum seviyelerine bagl olarak kalpainin kalpastatinden ayrilmasini takiben, néronlarda
asir1 ATP kaybiyla korele gergeklesen noron 6liimii s6z konusudur [158, 164]. Bu anlamda
hem kalpastatinin azaldig1 hem de kalpain aktivasyonunun arttigi durumlarda kalitsal ve
kalitsal olmayan retinal dejenerasyonlarin goriildiigli, kalpainlerin hem fotoreseptor
oliimleriyle [163, 165, 166] hem de Ganglion hiicre 6liimleriyle [167, 168] iliskili olduklar1

cesitli caligmalarda gosterilmistir.

Norodejenerasyonda PARP-aracili hiicre dlimii

Bolim 2.8” in genelinde bahsedigi tizere, PARP (Poli-ADP riboz polimeraz) enzimleri,
normal sartlarda, hiicrenin devamliligi ve hayatta kalabilmesi i¢in son derece onemli
gorevlere sahip, 17 farkli {iyeden olusan bir enzim ailesidir [56]. Hafif ve orta siddetteki
DNA hasarlar1 durumunda, ifadelenmeleri artarak PAR (Poli-ADP riboz) polimerlerini ya
da histonlar veya diger DNA onarim proteinlerini liretmek suretiyle hasarli DNA zincirinin
tamir edilmesini saglamaktadirlar. Ozellikle PARP-1 enziminin patolojik sinyaller ya da
artmis oksidatif stres sonucunda bu hasar tamir mekanizmalarinda rol aldigi1 net sekilde
gosterilmistir [126]. Ayn1 zamanda bu calismalarda PARP-1 enziminin bu tamir iglevini
yerine getirmek i¢in hiicredeki B-NAD+’ y1 substrat olarak kullanarak PAR polimerlerinin
iretimini sagladig1 anlasilmistir. Hiicre i¢i NAD+" nin substrat olarak kullanilmasi yoluyla

yeni poli-ADP ribozlarin iiretilmesi de hiicre i¢in ATP tiiketimi anlamina gelmektedir.

Cesitli genotoksik faktorler ya da asir1 artmis hiicre i¢i oksidatif stres s6z konusu olup asir1
DNA hasar1 gelisen durumlarda siklik Guanozin Monofosfat (cGMP) ifadelenmesinin
artmasina bagl olarak onunla direkt iligkili olan PKG (protein kinaz G) aktivitesinin arttig1
bilinmektedir [19]. Buna bagli olarak hiicresel DNA’ daki bu hatalar1 onarabilmek i¢in
PARP’ n ifadelenmesi ve aktivasyonu yogun sekilde artmaktadir. Eg zamanli olarak, normal
sartlarda DNA’ nin stabilitesinin korunmasinda da gorev alan PARP enziminin asiri
aktivasyonunun, HDAC (histon deasetilaz) aktivitesini de artirdigi, PARP aktivitesi ile
HDAC aktivitesi arasinda karsilikli bir geribildirim oldugu kalitsal retinal dejenerasyon

modelinde ifade edilimistir [169]. Asir1 aktivasyon gosteren PARP-1 enziminin, normal
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fizyolojik davranisin ¢ok Otesinde, asirt PAR iiniteleri iirettigi pek cok calisma ile
gosterilmistir [19]. Norodejenerasyonda ve kalitsal retinal dejenerasyonlarin patolojisinde
bu asir1 iiretilen PAR {initelerinin birikimi s6z konusudur. Hiicre igerisinde ¢ok miktarda
bulunan PAR iinitelerinin nérotoksisiteye yol agarak hiicre liimiine neden olabilecekleri
cesitli caligmalar ile gosterilmistir [17]. Ayni zamanda hasar tamir mekanizmasinin
caligabilmesi i¢in ¢ok sayida PAR {initesi iiretme davranigini gosteren PARP-1 enzimi, bu
islemi gergeklestirirken substrat olarak NAD+’ y1 kullandig1 ve ¢ok sayida ATP molekiili
harcadig1 icin hiicre igerisinde enerjetik anlamda da bir dengesizlik yasanmakta ve yine
hiicre 6liimiine dogru giden yol aktive olmaktadir. Ciink{i mitokondride bulunan NAD+’ nin
asir1 kullanimi ve hiicresel enerjide yasanan dengesizlik, mitokondri membraninin yapisini
bozarak membranin depolarizasyona ugramasina neden olmaktadir. Bu durum da AIF
(Apoptoz indiikleyici faktor) gibi bazi mitokondriyel proteinlerin sitosole sizmasina neden
olarak kromatin yogunlasmasi ve zaten hasarli olan DNA’ nin daha da fazla par¢alanmasina
ve hiicrenin 6liime gitmesine yol agabilmektedir [16, 46]. Bu hiicre 6liim mekanizmasi da

stiregte PAR birikimi gergeklestigi i¢in “PARthanatos” olarak adlandirilmistir [170].

Kalitsal retinal dejenerasyonlarda PARP1’ in asir1 ifadelenmesinin rol aldigini agik¢a ortaya
koyan caligsma 2007’ de gergeklestirilmis olup PDE6P (fosofodiesteraz ) mutasyonu igeren
rdl model fareler ile PARP Knock Out farelerin Karsilastirilmasiyla ortaya konmustur.
Burada PDE6 mutasyonuna bagli olarak gelisen asir1 artmis PARP1 aktivasyonunun
fotoreseptor hiicre 6liimlerine neden oldugu gosterilmistir [18]. Bunu takiben 2010 yilinda
yapilan bir bagka caligmada ise saglikli (Wild type) fareler cGMP ile indiiklenerek, yine
PARP KO fare retinalariyla karsilastirilmis ve PARP KO fare retinalarindaki fotoreseptor
Oliimiiniin anlamli sekilde az oldugu gosterilmistir [171]. Daha sonraki bir bagka kapsamli
calisma sayesinde de on farkli fare modeli tizerinde PARP1 enziminin asir1 aktivasyonunun

fotoreseptor hiicre 6liimiine neden oldugu anlasilmistir [19].

Bununla birlikte kalitsal retinal dejenerasyonlarda, fotoreseptor hiicre 6liimiinde, artmis
oksidatif stresin de fotoreseptor hiicre Oliimiine neden oldugunu gosteren caligmalar

mevcuttur [172].

Tiim bu bilgiler 151ginda, kalitsal retinal dejenerasyonlarda PARP enzimini inhibe ederek

tedavi saglama hipotezi daha da giiclenmis olmaktadir.
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2.10. PARP inhibitorleri

Normal sartlarda temel gorevlerinden biri DNA tamiri yoluyla, DNA’ nin yapisi ve kararliliginin
korunmasini saglamak oldugu igin, PARP enzimlerine “genom bekgileri” adi verilmistir [72].
Ancak baz1 genotoksik faktorler ve oksidatif stresin etkisiyle gesitli hastaliklarin da baslica
nedeni héline gelebilmektedirler. Bolim 2.8.2° de belirtildigi iizere normal sartlarda hiicre
dongiisii ve proliferasyonunda yer aliyor olduklar i¢in, genotoksik faktor ya da oksidatif stres
gibi olumsuz etkenlerin varliginda kanserogenezi tetikleyebilmektedirler [173]. Benzer sekilde
boliim 2.8.4” te belirtildigi lizere telomerlerin fonksiyonunda yer aliyor olduklart i¢in genotoksik
sartlar altinda yaslanma iizerinde daha fazla etkili olmaktadirlar [83]. Norodejeneratif hastaliklar
s0z konusu oldugunda ise boliim 2.8.1° de bahsedildigi tizere DNA tamiri gorevlerini yerine
getiremeyip asirt aktivasyon gosterdikleri igin hiicresel subsratlarin tiiketimine neden olarak
hiicreyi “PARthanatos” adi verilen 6liim mekanizmasiyla yok ettikleri bilinmektedir [174-176].
Ayrica bolim 2.8.3° te belirtildigi lizere inflamasyonda da goérev aliyor olmalari da
norodejeneratif hastaliklar ve fibrozis gibi inflamatuar hastaliklar bakimmdan 6nemlidir. Bu
anlamda, kanser ve norodejeneratif hastaliklar haricinde; diyabet, ateroskleroz gibi vaskiiler
hastaliklar ile fibrozis, artrit, astim, kolit gibi inflamatuar hastaliklarda da PARP enzimlerinin,
ozellikle de DNA iizerinde yogun etkisi oldugu bilinen PARP1’ in, inhibe edilmesine yonelik
deneysel ¢alismalar yapilmaktadir [177-179]. Ayrica PARP inhibitorlerinin insanlardaki etkisini
daha dogruya yakin sekilde belirleyebilmek, etkin dozlari hesaplayabilmek adina, inme
modellerinde [180], akut nérolojik hasarlarda [181], sepsiste [182], akut akciger hasarinda [183]
biiylik hayvan modelleri ile yapilan PARP inhibitorii ¢alismalart da vardir.

Ik defa 1971°de, HeLa hiicrelerinin Timidin ve Nikotinamid’e tabi tutulmasityla PARP
inhibisyonunun gelistigi tespit edilmistir [184]. Gliniimiizde, bazilar1 FDA tarafindan onaylanan
PARP inhibitdrleri ile bir stiredir klinikte de bu tedavi yontemlerinin kullanimlart saglanmakta
ve baz1 PARP inhibitdrlerinin de pre-klinik ¢alismalarina devam edilmektedir. clinicaltrials.gov
adresinde tiim bu caligmalar yer almaktadir. Temmuz 2022 tarihi itibariyle suan ylirtitiilmekte
olan da dahil olmak tizere PARP inhibitorleri ile yapilan 400° den fazla klinik deneme ¢aligmasi
yer alirken bunlarin ¢ok biiytik bir kismi kemoterapiye direngli germ line’ lar ya da meme kanseri
duyarlilik proteini 1-2 (BRCA1-2) mutasyonuyla olusan over, meme, pankreas ve akciger
kanserleri hakkinda olsa da glioblastoma ya da beyin metastazlar1 gibi norodejeneratif
hastaliklarda, ¢esitli inflamasyon ve enfeksiyonlarda da PARP inhibitorlerinin etkisini klinik

olarak arastiran galismalar bulunmaktadir (Cizelge 2.3).
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Cizelge 2.3. Yaygin PARP inhibitorlerine iliskin spot bilgiler

#O Of
O :
T

Hcl
NHCOCH:N(CHa)-

retinal
dejenerasyon
modellerinde
noroproteksiyon
olusturan deneysel
caligmalar [189,
190]

Hedefledigi
PARP Inhibitérii Kimyasal Yapisi Oncelikli PARP Etkinligi FDA Onay
Enzimi/ Durumu
Enzimleri [185]
Olaparib Q NH2 PARP 1 BRCA 2014
mutasyonlari
[186]
O
N
ENj
/<_ O
Talazoparib Q NH: PARP1 - BRCA 2018
(BMN-673) PARP 2 mutasyonlari,
PTEN (meme
X tiimarii)
\ mutasyonlari
s [187]
=
NH
p e
| CHs
Y’///
3AB Q NH: PARP1 -|  Norotoksisite | -
(3-Aminobenzamid) PARP2 deneysel
caligmalar1 [188]
PJ34 PARP 1 Inme ve kalitsal | -




Cizelge 2.3. (devam) Yaygin PARP inhibitorlerine iliskin spot bilgiler
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Hedefledigi
PARP Inhibitérii Kimyasal Yapisi Oncelikli PARP Etkinligi FDA Onay
Enzimi/ Durumu
Enzimleri [185]
Rucaparib NH PARP 1 BRCA 2016
mutasyonlari
[191]
Niraparib PARP 2 BRCA 2017
mutasyonlari
[192]
Veliparib (Abt-888) PARP 1 Gliomal ve -
melanomal
timorlerde
deneysel
caligmalar [193,
194]

PARP inhibitdrlerinin etkisinin yasa, cinsiyete ve hedef dokudaki hiicrelerin ¢ogalma hizlarina

gore degisiklik gosterebilecekleri unutulmamalidir. PARP  inhibitorlerinin - post-mitotik,

¢ogalmayan ya da yavas ¢ogalan hiicrelerde etki gosterebilmeleri [195, 196]; PARP inhibit6rii

tedavisi alan yash kanserli hastalardaki progresyonun geng¢ hastalara oranla daha yavas

seyretmesinin bir agiklamasi olabilir. Ayrica bazt PARP inhibitorleri ile dstrojen reseptorii-o

arasinda negatif bir iliski oldugu ve bu nedenle bu inhibitdrlerin kadinlarda daha az etkin

olduklar da gésterilmistir [197]. Kullanilan PARP inhibitoriiniin etkili olup olmadigini anlamak

lizere yapilan caligmalar BRCA 1-2 mutasyonlarmimn varligina bakmak [198], homolog

rekombinant gen tamir sistemi (HRR) diizeyi testi yapmak [199], PARP aktivitesini 6lgmek,
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periferik monositik kan hiicrelerinde [200] ya da kas kili folikiillerinde [186] PARP-bagimli

fosforilizasyonu ex-vivo olarak gostermek seklinde dzetlenebilir.

2.10.1. Kanser tedavisinde PARP inhibitorleri

PARP’ in DNA onarmmindaki roliiniin tanimlanmasiyla birlikte, kemoterapi ya da radyoretapi
gibi ajanlara maruz birakilan kanser hiicrelerinde PARP inhibisyonu gerceklestirilirse, bu
hiicrelerin kendilerini tamir etmekten yoksun kalacaklar1 i¢in daha kolay 6lebilecekleri; boylece
kemoterapi ve radyoterapi gibi kanser tedavilerinin hastalar i¢in daha kisa siirede ve daha olumlu

sonuglar verebilecegi hipotezi dogmustur [126, 201-203].

Kanser tedavisinde PARP inhibisyonun kullanilmasina yonelik ilk ¢alismalar, 2005 ve 2006
yillarinda gergeklestirilmis olup, bunlar BRCA geni (Breast cancer gene) mutasyonuna sahip
over ve meme kanseri tizerinde ¢alisilmis ve olumlu sonuglar vermistir [204, 205]. Herhangi bir
inhibisyonun gergeklestirilmedigi durumlarda; BRCA mutasyonlu hiicrelerde, kemoterapi ve
radyoterapi gibi genotoksik ajanlarin kullanimryla birlikte PARP enzimleri harekete gegmekte
ve “baz eksizyon onarmm sistemi” (BER) adi verilen mekanizma iizerinden calisarak kanser
tedavisi nedeniyle hasar gérmiis, tek iplik¢ik kopuslart yasamis olan kanserli hiicreleri yeniden
onarmaktadir [206]. PARP inhibisyonunun gergeklestirildigi durumlarda ise BER onarim
sistemi calisgamamakta, buna bagl olarak da tek iplik¢ik kopuslart devam ederek ¢ift DNA
iplik¢iginin kopmasina imkan tanimaktadir. Normal sartlarda cift iplik¢ik kopuslar “Homolog
rekombinant tamir sistemi” (HRR) tarafindan onariliyor olsalar da BRCA geni mutasyonlu
kisilerde bu sistem genetik olarak bozuk oldugu i¢in DNA c¢ift iplik¢ikleri PARP inhibisyonu
uygulanmig hastalarda geri doniissiiz olarak kopmakta, bu da kemoterapi ya da radyoterapi alan

hastalarda kanserli hiicrelerin basarili bir sekilde 6lmesi anlamina gelmektedir.

Son yillarda kanser tedavilerinde daha yiiksek basar1 saglayabilmek adina PARP inhibitorleri ile
Topoizomeraz inhibitdrlerinin [207] ya da kinaz inhibitdrlerinin kombine kullanimi da s6z konusu

olmustur [208].

Pek cok farkli ilag firmasi tarafindan {iretilen birgok PARP inhibitorii gliniimiizde klinikte
kullanilmaya ya da pre-klinik olarak ¢alisilmaya devam edilmektedir. Temelde Nikotinamid’ i
taklit ederek hiicredeki NAD+ substrat1 ile PARP enziminin birbirine baglanmasini engelleme

yoluyla calisgan PARP inhibitorleri, olduk¢a gesitli bir skalada ele alinabilen farmakolojik



43

formlardirlar [209]. Uretilen PARP inhibitdrleri kanser tedavisinde etkili olabildikleri doz
araliklarma gére birinci nesil, ikinci nesil ve iigiincii nesil olarak simflandihrlar. Ugiincii nesil
PARP inhibitorleri klinik asamaya kadar ilerlemis -ve bazilart FDA (Food and Drug
Administration) onay1 almis-, pek ¢ok agidan etkili olabilen PARP inhibitorleri olup kanser
tedavisindeki kullanimlan yiiksek nanomolar ile diisiik mikromolar dozlarindadir. Bu grup
icerisinde yer alan PARP inhibitdrleri Olaparib, Rucaparib ve Talazoparib ile tiirevleridir. ikinci
nesil PARP inhibitérlerinin orta mikromolar dozlarda aktif olduklart bilinmektedir. 3-
Aminobenzamid (3AB) gibi birinci nesil PARP inhibitorleri ise milimolar konsantrasyon
dozlarinda aktiftirler [210]. PARP inhibitorlerinin bu denli diisiik dozlarda etki gosterebilme
erklerinin, oral kullanimdan ¢ok intravendz olarak kullammlarinda agiga ¢iktig1 gosterilmistir
[211]. Buanlamda, en diisiik doz ile aktivasyonun saglanabildigi ti¢tincii nesil PARP inhibitorleri
daha diisiik toksisiteye neden olacaklari igin daha tercih edilebilir konumdadirlar. Ek olarak PARP
inhibitorlerinin kanser tedavisinde kullanimi, kemoterapi veya radyoterapiyle kombine edilip
edilmedigine bagli olarak olduk¢a degiskenlik gosterse de non-onkolojik modellerde PARP
inhibitorii olan Olaparib’ in etkili dozlarinin kanser modellerinde kullanilan dozlardan yaklasik elli
kat1 kadar daha diisiik oldugu bilinmektedir [212]. Bu da PARP inhibitorlerini norodejeneratif
hastaliklarda kullanilmasi agisindan oldukga avantajli hale getirmektedir.

2.10.2. Norodejeneratif hastaliklarda PARP inhibitorleri

PARP enzimlerinin asir1 aktivasyonlarinin PARthanatos hiicre 6liimii mekanizmasina yol agtyor
olmasi ve inme, Alzheimer, Parkinson, Huntington hastaligi, ALS (amyotrofik lateral skleroz),
retinal dejeneratif hastaliklar gibi nérodejeneratif hastaliklarin hiicresel NAD+ substratlarmin
tiikenmesi [213] ve DNA cift ipliklerinin kopmasiyla gelisen hiicre 6liimiine bagl olarak
gergeklesiyor oldugunun bilinmesi [128], PARP inhibitorlerini nérodejeneratif hastaliklar
baglaminda da olduk¢a potansiyel bir tedavi edici ajan konumuna getirmektedir. Hem tiim bu
ndrodejeneratif hastaliklarda hem de néroinflamatuar bir hastalik olan MS’ te (Multiple skleroz)

PARP-1 agir1 aktivasyonu oldugu gosterilmistir [214].

Norodejeneratif hastaliklarda PARP inhibitorlerinin kullanilmasina iliskin ilk ¢alismalar 1990 It
yillarda inme modelinde gerceklestirilmistir [215, 216]. Bu ¢alismalarda NO (nitrik oksit) ya da
PARP genine miidahale edilerek ndrodejenerasyonun oOnlenmeye caligildigi goriilmektedir.
Giiniimiizde ise farmakolojik PARP inhibitorleri ile inme modelinde gergeklestirilen ¢alismalar

mevcuttur. Bu c¢alismalar neticesinde artmig hiicresel ATP ve NAD+ seviyeleri, azalmig
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inflamasyon ve hiicre 6liimii, norolojik hasarlarda iyilesmeler gibi sonuglar elde edilmistir [217-
219]. Cok ¢esitli PARP inhibitorleri bu nérodejeneratif hastaliklarda galisilirken Olaparib ALS
modelinde denenip néronal hiicre 6liimiinii azalttig1 ifade edilmis [220], Talazoparib ise Parkinson
modelinde ¢alisilarak néron kaybini azaltmada basarili oldugu gosterilmistir [221]. 3AB ise yine
Parkinson modelinde calisilmis ve hareket kabiliyetlerinin diizeltilmesinde katkist oldugu

gosterilmistir [222].

Farmakolojik PARP inhibitorlerinin direkt retinal doku dejenerasyonlari tizerindeki etkisinin
arastirldigi calismalar da mevcuttur. Ormegin neovaskiilarizasyon gostermeyen yasa-bagh
makiiler dejenerasyonlu (YBMD) hastalarin RPE doku 6rneklerinden iiretilen hiicre hatlarinda ve
ayrica in vivo olarak da YBMD’ Iu hayvan modellerinde PARP-1" in etkisi aragtirilmis ve PARP
inhibitorlerinden Olaparib’ in bu dejenerasyonlarda RPE hiicre oliimiinii engelleyebildigi
gosterilmistir [223]. Benzer sekilde yine Olaparib PARP inhibitorii kullanilarak retinal dokularda
olusan iskemi/reperflizyon hasarinin azaltilabileceginin gosterilmesi de literatiir agisindan oldukg¢a
onemli olmustur [224]. Bunun haricinde kalitsal retinal dejenerasyonlarda cesitli PARP
inhibitorlerinin, gesitli hayvan modellerinde arastirildigi ¢aligmalar da vardir [18, 26, 190, 225-

230] ve tiim bu ¢alismalar bu tezin Tartigma boliimiinde daha ayrintili ele alinmustir.

2.10.3. Olaparib

AstraZeneca ilag firmast tarafindan tiretilen ve ticari adi olan Lynparza olarak da bilinen Olaparib’
in, daha az yaygin kullanilmakla birlikte diger isimleri; AZD-2281, MK-7339 ve KU0059436’ dur.
Kimyasal formiilii C2sH23FN4O3° tiir. Ugiincii nesil, ultrapotent bir PARP inhibitdriidiir. Diisiik
mikromolar ile yiiksek nanomolar konsantrasyonlarda etkili olabildigi bilinmektedir [210]. En
etkin sekilde PARP1 enzimini inhibe ettigi bilinitken PARP enzim ailesinin diger formlar
iizerinde de etkili olabilmektedir [231]. Ilk iiretilen ve dolayistyla en gok calistlan PARP
inhibitoriidiir. 2014’ te FDA onayr almis olup ilk olarak over kanserinde kullanilmaya
baslanmustir. Daha sonra Tuba uterina kanseri, meme kanseri, metastatik pankreatik kanser,
peritoneal kanser ve kastrasyon direngli prostat kanserinde de tedavi edici ajan olarak kullanimi
onaylanmistir. Tim bu kanser tiirlerinin ortak 6zellikleri BRCA 1-2 mutasyonlarina sahip
olmalaridir. Oral yolla kullanilmaktadir. Mart 2022” de ise BRCA germ hatti mutasyonlu, meme
kanseri agisindan yiiksek risk tastyan kisilerde koruyucu tedavi olarak ya da kemoterapi ile meme

kanserini atlatmis kisilerde koruyucu tedavi olarak kullamimi onaylanmustir [232].
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2.10.4. Talazoparib

Pfizer ilag firmas tarafindan iiretilen ve ticari adi olan Talzenna olarak da bilinen Talazoparib’ in
bir diger ismi de BMN-673 (kisaca BMN) olup, kimyasal formiilii C19H14F2NeO’ dur. O da
Olaparib gibi tigiincii nesil, ultrapotent bir PARP inhibitoriidiir. Diisiik mikromolar ile yiiksek
nanomolar konsantrasyonlarda etkili olabildigi bilinmektedir [210]. PARP enzim ailesi tiyeleri
tizerinde genis bir etkiye sahiptir [233]. Olaparib ile kiyaslandiginda PARP enzimlerini
yakalayabilmesi, onlara tutunabilmesi (trapping etkisi); yaklasik yiiz kat daha fazla bulunmustur
[234]. Ekim 2018’ de ilerlemis meme kanseri tedavisinde kullanimu igin FDA onay1 almustir.
Olaparib gibi, BRCA mutasyonlu germ hatlar1 tizerinde etkilidir [187]. Oral yolla
kullanilmaktadhr.

2.10.5. 3-Aminobenzamid

[k nesil PARP inhibitorlerinden olan 3-Aminobenzamid’ in diger isimleri “meta-benzamide”
ya da “3-ABA” olup yaygin kullanilan isim formu ise 3AB’ dir. Kimyasal formiilii C7HgN20O’
dur. Heniiz pre-klinik ¢aligmalari devam eden bir PARP inhibitoriidiir. Yapist NAD+ ya
oldukca benzer oldugu i¢in PARP inhibitorii olarak etkin kullanilma potansiyeli yiiksek
goriilmekle ve bu konudaki ¢aligmalar devam etmekle birlikte Olaparib ve Talazoparib ile
kiyaslandiginda daha yiiksek bir doz sayillan milimolar konsantrasyonlarda kullaniminin

gerekmesi bu PARP inhibitorii i¢in bir dezavantajdir [210].

2.10.6. Dogal PARP inhibitorleri

Normal sartlarda hiicrenin hayatta kalmasi ve devamliliginin saglanmasi agisindan son derece
onemli gorevleri oldugu bilinen PARP enzimlerinin [115], normal fizyolojik kosullar altinda
dinamik olarak diizenlenmekte olduklar1 ve her hiicrenin kendine ait bir bazal PARP aktivitesi
oldugu bilinmektedir [235]. Bu aktivitenin normal akiginda korunabilmesini saglamak {izere,
farmakolojik olmay1p fizyolojinin kendi dogasinda var olan PARP inhibitdrleri mevcuttur. Dogal
PARP inhibitorleri arasinda; Vitamin B3 (nikotinamid), kafein, hipoksantin, Vitamin A 6nciilleri,

Vitamin D’ nin aktif formu, taurin, kinurenik asit ve ginsenositler bulunmaktadir [236, 237].
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Ayrica basta Minosiklinler olmak iizere Tetrasiklin grubu antibiyotikler ile Daktinomisin ve
Novobiosin grubu antibiyotiklerin de PARP inhibisyonu yapabildikleri, diyabetik retinopati

modelini de igeren bazi in vivo deneysel ¢alismalarda gosterilmistir [238-240].

Bununla birlikte hiicrelerin sahip oldugu bazal PARP aktivitelerinin hiicre farklilasmasi
sirasinda da azalabildikleri; Ornegin miyositlerin miyotiiplere farklandikca PARP1
aktivitelerinin azaldig1 [241], benzer sekilde dendritik hiicrelerin olgunlasma siireglerinde farkli
PARP seviyelerine sahip olduklar1 [242], lenfositlerin inaktif formlarinda aktif formlar ile
karsilastirildiklarinda daha diigiik PARP seviyelerinin bulundugu bilinmektedir [243].

Ek olarak bazal PARP enzimi seviyelerinin kisiden kisiye degisebilecegi, bu farkin kisilerin
metabolizmalarma bagl olarak iki yiiz kata kadar ulasabilecegi ortaya konmustur [244].

2.11. Kalitsal Retinal Dejenerasyonlar

Retinal doku; retina pigment epiteli (RPE) tabakasi haricinde, néronal dokudan olustugu igin
kalitsal retinal dejenerasyonlar norodejeneratif hastaliklar sinifinda yer almaktadirlar. Klinik
seyirleri ve genetik alt yapilart bakimmdan oldukga cesitlilik gosteren bu hastaliklar,
fotoreseptorlere zarar vererek insanlarda ilerleyici gorme kayiplarma ve nihayetinde korliikle
sonuglanan stireclere yol agarlar. Kalitsal retinal dejenerasyonlarin bu ilerleyici siireglerinde;
karanliga adaptasyonda sorun, niktalopi (gece korliigii), fotofobi, gérme alaninda daralma,
nistagmus (sasilik) ve pupillada anormallikler ile son olarak merkezi gérme kayiplari
gelismektedir [3]. Bu durum da kisilerin hayat kalitesini, bagimsizliklarin1 ve 6zellikle ¢aligan
niifusu ciddi sekilde etkilemekte; ayn1 zamanda agir psikolojik problemleri ve ekonomik yiikleri
beraberinde getirmektedir [11].

Kalitsal retinal dejenerasyonlar ortalama her iki bin kisiden birinde goriilme sikligina sahip olup
diinya genelinde yaklagik iki milyon kisiyi etkilemektedirler [4]. Yogun sekilde genetik
heterojenite gosterirler; bugiine dek kalitsal retinal dejenerasyonlarin olusumunda {i¢ yiiziin
lizerinde gen ve gen lokusu oldugu tespit edilmistir [5]. Bu genlerdeki mutasyonlar direkt
fotoreseptorlerin  gelisimini engelleyecek tiirde olabilecekleri gibi, fotoreseptorlerin ¢alisma
mekanizmasim engelleyerek de kalitsal retinal dejenerasyonlara neden olabilecekleri
bilinmektedir. Ornegin RPE’ deki RPE65 genine ait mutasyon, RPE hiicrelerinin fonksiyonlarmni

etkileyerek gdrmenin gerceklesmesi olayinda kullanilmis olan artik gorme kromotoforunun olmast
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gerektigi sekilde fagosite edilmesini onledigi igin retinal fonksiyonu dogrudan etkilemektedir
[245]. Kalitsal retinal dejenerasyonlarda, her ne kadar olduk¢a karmasik bir Oriintiiyle genetik
cesitlilik goriilityor olsa da genetik bakimdan belirli bagliklar altinda siniflandirilmalar; otozomal
dominant, otozomal ¢ekinik, X-kromozomu iligkili, dijenik ve mitokondriyal kalitimla aktarilan

kalitsal retinal dejenerasyonlar seklinde yapilmaktadir [3, 6-9].

Kalitsal retinal dejenerasyonlar fenotipik olarak siniflandirildiginda ise yirmiden fazla gesit
hastalik ve hastalik grubu bizi karsilamaktadir. Bunlar arasinda en bilinenleri; Retinitis
pigmentosa, Leber’ in konjenital amorozu, Stargardt hastaligi, koroideremi ve Rod-koni
distrofileridir [11]. Bu hastalik gruplarim da sendromik olanlar ve non-sendromik olanlar seklinde
siniflamak miimkiindiir. Non-sendromik kalitsal retinal dejenerasyonlarda yalnizca retina ve
gorme yetisi etkileniyorken sendromik kalitsal retinal dejenerasyonlarda, sistemik olarak diger

organlarin ve ozellikle kulak gibi diger nérosensorlerin etkilenmesi s6z konusudur [4].

Kalitsal retinal dejenerasyonlar arasinda en bilinen ve en yaygin olan hastalik grubu, Retinitis
pigmentosa olup bu adlandirma 1875’te Franciscus C. Donders tarafindan yapilmistir [246].
Oldukca kompleks bir yapist olan bu retinal dejenerasyon hastalik grubunda, atipik 6zelligi
nedeniyle, dogru ve kesin bir teshis yapmanin zor oldugu belirtilmistir. Son zamanlardaki
caligmalara gore erken baslangicl, yiliksek miyopili olgularin yaklasik %25 1 Retinitis
pigmentosa ile iliskili olarak gergeklesiyor olabilmektedir [247]. Retinitis pigmentosa, kalitsal
retinal dejenerasyonlarin genetik altyapisal siniflart arasindan hepsinde kendine yer bulmaktadir.
Bu alt simiflardan X-kromozomu iligkili Retinitis pigmentosa’ da en hizli ve siddetli ilerleyisle
birlikte en kotii prognoz oranlart goriiliirken; otozomal dominant Retinitis pigmentosa’ da

merkezi goriisiin uzun siire korunabildigi bilinmektedir [248, 249].

Yine de tiim Retinitis pigmentosa alt tiplerinde, siire¢ i¢inde mutlaka periferik goriis daralarak
kii¢tilmektedir. Buna neden olan patolojik mekanizma, Retinitis pigmentosa’ da 6ncelikle periferik
goriisten sorumlu olan Rod fotoreseptorlerinin  dejenere olmasi; bunu takiben Koni
fotoreseptorlerinin dejenere olmalaridir [250]. Rod fotoreseptorlerinin 6liimii ile birlikte Retinitis
pigmentosa’ It hastalarda “tlinel goriisii”” ad1 verilen, yalmizca merkezi goriisiin var oldugu ve onun
da siire¢ iginde kiigiilerek yok oldugu tipik bulgular yasanmaktadir. Tiinel goriisiiniin genellikle
geng eriskinlikte yasandigi bilinirken zaman ic¢inde bu alan tamamen daralmakta ve korlik
gelismektedir [251]. Ote yandan baslangicta renkli gorme ile ilgili herhangi bir sorun yasanmazken

hastaligin ilerleyen evrelerinde diskramatopsi (renklerin dogru sekilde ayirt edilememesi) ya da
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akranotopya (renklerin hi¢ algilanmamasi) gelismektedir [252]. Retinitis pigmentosa’ da Koni
fotoreseptorlerinin Rod’ larin dejenerasyonundan daha sonra olityor olmalarma dair; Rod’larin
kayb1 nedeniyle retinal dokuda O tiiketiminin azalmasi, boylece retinal dokuda var olan yiiksek
02 seviyesinin ROS (Reaktif oksijen tirtinleri) tiretimini artirarak retinal dejenerasyonu, Koni
fotoreseptorlerinin de kaybina neden olacak sekilde ilerletiyor olmalart hipotezi vardir [251]. Ayni
zamanda Retinitis pigmentosa’ nin patolojisinin agiklanmasi adina, hastaliga yol agan genlerdeki
mutasyonlara bagl olarak kan-retina bariyerinin bozulmasi ve retinal damarlarin kalinlagmasi
nedeniyle de fotoreseptor dejenerasyonlari olusabildigini gosteren galismalar da bulunmaktadir
[253, 254]. Bununla birlikte 2021 yilinda gergeklestirilen bir ¢alismaya gore Retinitis pigmentosa
patogenezinde oksidatif stres ve inflamasyonun da yer aldig1 gosterilmistir [172].

Tiim bu bilgilere ve yapilan kapsamli ¢aligmalara ragmen, Retinitis pigmentosa’ nin mekanizmast
ve dolayistyla uygun tedavi sekli hala net sekilde aydinlatilamamustir. Yine de agirlikli olarak
hastaligin ilerleyisini yavaglatabilmeyi ya da seyrini hafifletebilmeyi hedefleyen tedavi yontemleri
mevcuttur. Bunlar arasinda A vitamini ve retinoid desteklerin palyatif kullanimi ilk sirada

gelmektedir. {lerlemis vakalarda gen terapileri ve cerrahi yaklagimlar da uygulanmaktadir .

Fotoreseptorlerin dejenerasyonunda artmis oksidatif stres ve DNA hasarlarinin yer aldigini
gosteren calismalar bulundugu igin, kalitsal retinal dejenerasyonlarda vitamin A, vitamin E ve
cesitli antioksidanlar yaklagik yirmi yildir onerilmektedirler [255, 256]. Yine de bu sekilde
fotoreseptorleri destekleyen ve antioksidanlart igeren klasik néroprotektif yaklasim, ozellikle
hiicre 6liimii mekanizmalar devreye girmeye bagladiginda, dejenerasyonu 6nlemede yetersiz
kalmaktadir. Ayrica ozellikle vitamin A kullaniminda oldukca dikkatli olmak gerektigi, A
vitaminin yiiksek dozda ve uzun siire kullammda birikerek toksik etki olusturabilecegi

unutulmamalidir.

Fotoreseptor dejenerasyonunun ve 6liimiiniin 6niine gegebilmek ya da retinal dokuda endojen
sag kalim mekanizmalarini ¢alistirabilmek adina uygulanan ndroproteksiyon yaklasiminda ise;
siliyer norotrofik faktor (CNTF), fibroblast biiytime faktorii (FGF), beyin kaynakli norotrofik
faktor (BDNF) ve glial hiicre kaynakli norotrofik faktér (GDNF) kullamilmaktadir [257-261].

Tedavi segeneklerinde teorik olarak kalitsal retinal dejenerasyona neden olan genin, gen tedavisi
ile diizeltilmesi en ideal yol gibi goriinse de Retinitis pigmentosa gibi yliksek genetik heterojenite

gosteren vakalarda bunu gerceklestirmek oldukga gii¢c olmaktadir. Ayrica gen tedavisinin olumlu
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sonuglar verebilmesi i¢in hastanin fotoreseptorleri heniiz ¢ok fazla dejenere olmadan Once
miidahale etmek gerekmektedir. Kalitsal retinal dejenerasyonlarda rol oynayan genleri ele alan
bir bagka tedavi metodunda ise optogenetik yaklasim sayesinde viral transdiiksiyonla hedef gen
dagitimi yapilarak bipolar hiicreler, ganglion hiicreleri veya heniiz dejenere olmamis koni
fotoreseptorleri gibi retina hiicrelerinde 151k hassasiyetini indiiklemek amaciyla caligmalar

yapilmaktadir [262].

Bu durumda mutasyondan bagimsiz olarak gercgeklestirilen, genetik defekt tasimayan insan
embriyonik ya da pluripotent kok hiicrelerinin dejenere olmus fotoreseptorlerin yerine
transplante edilmesi gibi tedavi segenekleri olumlu sonuglar verebilmektedir [263-266]. Benzer
sekilde son yillarda lizerinde daha da ¢ok ¢alisilan retinal protezler de mutasyondan bagimsiz bir
tedavi secenegi olmakla birlikte [267-271] gen tedavileri de dahil olmak {izere, bu tiir
yontemlerde cerrahi miidahaleler gerektigi ve bu durum da gérme yetisi agisindan bir risk
olusturdugu igin genellikle yiiksek oranda fotoreseptorler geri doniissiiz olarak dejenere

olduktan sonra denenen tedavi yontemleridirler.
2.12. Kalitsal Retinal Dejenerasyonlarda Kullamilan Deney Hayvani1 Modelleri

Insanlarda belirli bazi genetik mutasyonlar nedeniyle gelisim gosteren kalitsal retinal
dejenerasyonlart calismak i¢in, bu mutasyonlarla homolog mutasyonlara sahip olduklar

belirlenen baz1 fare ve rat modelleri kullanilmaktadir.

Ik defa 1924’ te C. E. Keeler adli arastirmaci bazi farelerin fotoreseptdrlerinin olmadigin
kesfederek bu farelere “rodless” (r) adini vermistir [272]. Daha sonra ise 1951” de Briickner adl
bir baska arastirmaci, yasamakta oldugu Basel sehrindeki farelerin yaklasik yarisinin Keeler’ in
bahsettigi gibi fotoreseptorleri olmayan fareler oldugunu kesfederek onlara “retinal degeneration™
teriminin kisaltmasi olacak sekilde “rd fareler” demistir [273]. Es zamanli olarak ayni fenotipik
ozellikleri gosteren ve otozomal resesif sekilde kalitilan fare suslar {iretilerek PCR (polimeraz
zincir reaksiyonu) ile bu suslarin orijinal rodless (fotoreseptorlerden yoksun) fareler oldugu da
gosterilmistir [274]. Boylece PDE6-B geninin alt biriminde mutasyon ile olusturulan rd fareler,
“rd1” ismini alarak Retinitis pigmentosa c¢alismalart i¢in ana hayvan modellerinden biri
olmuslardir. Benzer sekilde ayn1 mutasyon tipini tagtyan bir baska fare modeli de rd10 olup o da
otozomal resesif Retinitis pigmentosa i¢in iyi bir ¢alisma modeli olusturmustur ve 2002 de Chang

tarafindan kesfedilmistir [275]. Rd1 ve rd10 fare modelleri arasindaki fark ise fotoreseptor hiicre
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olimii pikinin yasandigi giin bakimindan olmustur. Rd1 modelinde fotoreseptor hiicrelerin
Olimlerinin pik yaptig1 giin; retinal yapilarin tamamen gelisimlerini tamamlamamis olduklar
dogum sonras1 (Post natal / PN) on {igiincii giin olarak belirlenmisken, rd10 modelinde fotoreseptor
Olimlerinin pik yaptig1 giinden 6nce retinal gelisimin tamamlandigi goriilmekte ve fotoreseptor
olimlerinin pik yaptig1 giin PN23 olarak bilinmektedir [276, 277]. PDE6G-a. geninde mutasyon
olusturularak iiretilen fareler de vardir. Bu fare modelleri de V685M, R562W ve D670G” dir [278].
Otozomal resesif akromotopsi gibi Ozellikle koni fotoreseptorlerindeki hiicre Oliimiine bagh
dejenerasyonlart incelemek iizere iiretilen ve “Koni fotoreseptor fonksiyon kaybi-1" olarak

isimlendirilen cpfl-1 model farelerde ise PDE6C geni mutasyonu bulunmaktadir [279].

P23H fare modelleri ise otozomal dominant Retinitis pigmentosa ¢alisilmasina uygun, rodopsin
geni mutasyonu sayesinde rod fotoreseptorlerindeki opsin pigmentinin gorevini yerine
getiremeyisine bagli olarak kalitsal retinal dejenerasyonlarda 6zellikle Rod fotoreseptorleri
tizerinde cgalismaya elverisli bir deney hayvani modelidir [280]. Ona olduk¢a benzer sekilde
“S334ter rat modeli” nde de rodopsin geni mutasyonu ve Rod fotoreseptorleri islevsizligi

goriilmektedir [281].

Peripherin (PRPH2) genindeki bir mutasyon nedeniyle fotoreseptorlerin dig segmentlerinin
gelisimi baskilanan ve bu nedenle kalitsal retinal dejenerasyon modellerinde kullanilan fare
modeli ise “rd2 fareler” dir. Bizim ¢alismamizda da bu fare modeli kullanilmis olup “yavas
gelisen fotoreseptor dejenerasyonu modeli” olarak da bilinmektedir. Ciinkii yukarida da
bahsedildigi tizere, rd1 modelindeki fotoreseptdr dejenerasyon piki PN13’ te goriiliirken rd2
modelinde fotoreseptor dejenerasyon pikinin PN18 oldugu bilinmektedir [190].

Ote yandan in vivo retinal preparatlarda kullanilmak iizere belirlenen, herhangi bir mutasyon
icermedikleri i¢in saglikli retinal dokulara sahip olan fare modelleri de vardir. Bunlar C3HBI6
ve WtBI6 (Wild type Black 6)’ dir. Esasen genetik mutasyona sahip, retinal dejenerasyonun
calistlmasina imkan veren deney hayvanit modelleri de bu iki saglikli fare modelinden birinin
transgenik hale getirilmesiyle tretilmektedirler. Bu tez ¢alismasinda da in vivo retinal
preparatlarda saglikli retinal yapinin da arastirilmasini ve niteliginin belirlenmesini istedigimiz

alanlarda WtBI6 fareler kullanilmustir.



3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Deneylerde Kullanilan Soliisyonlar

a) PB (Phosphate Buffer - 20X)

A soliisyonu: 6,89 gr NaH2POs, 250 ml distile suyla karistirilir (0,2 M; pH=4)
B soliisyonu: 14,19 gr NaH2POa, 500 ml distile suyla karistirtlir (0,2 M; pH=11)

A ve B soliisyonlar1 karistirilip pH’ 1 7,4’ e ayarlanir.

b) PBS (Phosphate Buffer Saline)

PB stok soliisyonu (20X) distile su ile dilue edilir (1:20). 0,1M PB elde edilir.
0,IM PB’ ye 9 gr/L NaCl eklenir (0,1 M; pH=7,4)

c) TBS (Tris Buffer Saline) (50mM)

6,06 gr Tris, 900 ml distile suya eklenir. pH’ 17,6’ ya ayarlanir.
Son hacmi 1000 ml oluncaya dek distile su eklenmeye devam edilir.
9 gr NaCl eklenir.

d) PFA (Paraformaldehyde)

0,1 M PB i¢inde %4’ liik 100 ml PFA hazirlamak i¢in:

4 gr paraformaldehit, 0,1M’ lik 50 ml PB i¢inde, ¢ozdiiriiliir.

Magnetle karistirilmasi saglanarak 60 santigrat derecede 45 dakika 1sitilir.
10 damlaya yakin NaOH eklenir (soliisyon berrak goriiniinceye dek)

Son hacmi 100 ml yapmak iizere, 50 ml 0,1M PB eklenir.

pH’ 17,4’ e ayarlanir.

e) Blok Soliisyonu (50 ml)

%100’ liik 5 ml normal ke¢i serumu (NGS) ile
%10’ lik 5 ml sigir serum albumini (BSA)
%0,1° lik 40 ml PBST’ de (PBS + %0,1 ya da %0,3 Triton) dilue edilir.

51
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f) Proteinaz-K Soliisyonu:

pH’ 17,6 olan 50mM Tris ya da TBS’ ten 42 ml,
Proteinaz K’ dan 6l aliarak kiigiik bir salede karistirilir.

g) Alkol - Asetik Asit Soliisyonu:

%70’ lik Etanolden (EtOH) 49 birim,
%30’ luk Asetik asitten 9 birim,

H>O’ dan 21 birim alinarak karistirilir.

h) TUNEL Yéntemi I¢in Blok Soliisyonu (50 ml):

%100’ lik 5 ml normal ke¢i serumu (NGS),

%10’ lik 5 ml s181r serum albumini (BSA),

%0,1” lik 1,5 ml PBST (PBS + %0,1 ya da %0,3 Triton),
1250 pl balik jelatini; hepsi karistirilip homojen hale getirilip,

Uzerine, 50 ml’ ye tamamlanincaya kadar PBS eklenir.
3.2. Organotipik Retinal Doku Kiiltiirleri

Bu ¢aligma Eberhart Karls Universitesi (Tiibingen Universitesi / Almanya) Oftalmik
Aragtirmalar Enstitlisii’ nde gerceklestirilmistir. Deneyde kullanilan saglikli (WtBI6) ve
kalitsal retinal genetik mutasyonlu hayvanlar (rd2) Prof. Dr. Per Extrém’ den (Lund
Universitesi) temin edilmis olup deneyin gergeklestirilmesi icin gerekli etik izin ve beyanlar
Tiibingen Universitesi Deney Hayvanlar1 Koruma Komitesi’ nden alimistir. Temin edilen
bu hayvanlar Tiibingen Universitesi Oftalmik Arastirmalar Enstitiisii’ nde cogaltilarak
toplamda 6 saglikli WtBI6 ve 63 adet de rd2 model genetik mutasyonlu fare deneysel
caligmalara dahil edilmistir. Deneyde kullanilan tiim prosediir ve yontemler, oftalmik ve
gorme ile ilgili tim arastirmalar deney hayvanlarinin kullanimima yoénelik ARVO (The
Assosication for Research in Vision and Ophthalmology) beyanmna uygun olarak
gerceklestirilmistir. (Einrichtung fiir Tierschutz, Tierdrztlicher Dienst und Labortierkunde
directed by Dr. Franz Iglauer - Dr. Franz Iglauer tarafindan ydnetilen hayvan refah,

veterinerlik hizmeti ve laboratuvar hayvan bilimi kurumu).
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Deneyde kullanilmak iizere ¢ogaltilan hayvanlar standart 12 saat gece/12 saat gilindiiz olacak
sekilde 1sik/zaman ayarina maruz birakilarak suya ve beslenmeye serbest erisimleri
saglanmistir. Deneyde kullanilan hayvanlarda cinsiyet gézetilmemis olup deneysel modelin
tamaminda miimkiin olabilecek en az hayvan sayisinda kalabilmek i¢in azami ¢aba sarf

edilmisgtir.

9 ginliik (PN9) Wt ve rd2 fareler yeterli CO> diffiizyonu ve servikal dislokasyon
uygulanarak otenazileri gergeklestirildikten sonra steril kosullara uyularak gozleri alindi.
Cikarilan organlar 5 dakika boyunca Bazal Medium’ da (R16 mediumu) yikanarak %0,12’
lik Proteinaz K’ da, 37 santigrat derecede (°C) 15 dakika inkiibasyona birakildilar. Daha
sonra Bazal Medium (R16) ve FCS (fetal inek serumu) igeren serum sivisinda yikandilar.
Akabinde yeniden yalnizca Bazal Medium’ da (R16) yikanip yine medium igerisindeyken
mikroskop altina alindilar. Mikroskop altinda gozlerin 6n segmenti (kornea), sklerast, lensi,
koroidi ve vitreuslar1 (vitroz sivi) ¢ikarildiktan sonra RPE (retinal pigment epitelyum) ve
noral retina kalmis oldu. Hala oval seklini koruyan RPE ve retina, dort kdsesinden kesilerek
yonca seklini almasi saglandi. Bu sekle getirilmis ve tamamen diiz konuma gelmis olan
retinal dokular 6’li-well plate kiiltiir membranlar1 (Milipore, Katalog No: PIHA03050)
tizerine pipetlenerek alindilar. Bu noktada fotoreseptorlerin asagiya dogru, Ganglion
hiicrelerinin ise yukariya dogru konumlanmig olmalarina dikkat edildi. Her bir retinal
dokunun yerlestirilmis oldugu her bir well-plate, Complete Medium (R16 + supplementler)
adi1 verilen bir besleme mediumu ile doldurularak, 37°C ve %5 CO; kosullarina ayarlanmis
olan inkiibatdre yerlestirildi ve iki glin boyunca kiiltiir adaptasyonuna birakildi (PN9 - PN11.
giinler). Complete Medium’ un iginde R16-Bazal Medium haricinde; B12 vitamini, C
vitamini, BSA, Progesteron, Glutatyon, Linolik asit ve insiilin gibi supplementler

bulunmaktaydi.

Iki giinliik kiiltiir adaptasyonu siirecinden sonra PN11° den itibaren PARP inhibitorleri ile
tedavilerine baslanan retinal kiiltiirlerin toplamda 20 tanesi PARP inhibitorlerinden Olaparib
tedavisi grubunda, 16 tanesi PARP inhibit6rlerinden BMN-673 tedavisi grubunda ve 20
tanesi PARP inhibitorlerinden 3AB tedavisi grubunda yer almis oldu. Higbir tedavi grubuna
dahil edilmeyen ve rd2 retinal dejenerasyon modelinin karakteristigini gézlemlemek iizere
kullandigimiz 7 adet rd2 retinal kiltlir ise “in vitro retinal kiiltiir kontrol grubu” olarak
birakildi.
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PARP inhibitorleri ile tedavileri PARP inhibitoriiniin (Olaparib, BMN-673 ya da 3-
Aminobenzamid) DMSO (Sigma, D2650) ile ¢6ziinmesini takiben retinal doku kiiltiirlerinin
bulundugu well-platelere eklenmesi seklinde gerceklesti. In vitro retinal doku kiiltiirlerinin
tamamu i¢in tedavi siireci PN11’ de baslayip PN18’ de sona erdirildi ve bu siire¢ boyunca
her iki giinde bir retinal dokunun igerisinde bulundugu medium (R16+Supplementler+PARP
inhibitori) degistirilerek ait oldugu gruba iligkin PARP inhibitorii eklenmis oldu. Bununla
birlikte PARP inhibitorlerinden Olaparib i¢in toplamda 4 farkli dozla tedavi (10nM, 100nM,
1uM, 10uM); BMN-673 igin toplamda 3 farkli dozla tedavi (1nM, 3nM, 10nM); 3AB i¢in
toplamda 4 farkli dozla tedavi (1nM, 10nM, 100nM, 1uM) gerceklestirilmis oldu. PN18.

giinde tedavi siiregleri sonlandirildi.

3.3. Cryofiksasyon Yontemi

PARP inhibitorleriyle tedavi silirecleri sonlanan ya da hi¢c PARP inhibitorii tedavisi
uygulanmadan yalnizca Complete Medium’ lar1 degistirilerek PN18’ ¢ dek gelen kontrol
grubuna ait rd2 in vitro retinal kiiltiirlere Cryofixation yontemi uygulanarak kryokesitleri
alindi. Cryofiksasyon i¢in %4’ likk Paraformaldehit soliisyonu fiksatif olarak kullanildi ve
dokular 45 dakika boyunca Paraformaldehite konuldular. Daha sonra 10 dakika PBS’ le
yikanarak artan siikroz serilerinden gegirildiler. Bu agsamada %10’ luk siikrozda 10 dakika,
%20’ lik siikrozda 20 dakika ve %30’ luk siikrozda 30 dakika ile 2 saat arasinda bekletildiler.
Bunu takiben ise aliminyum folyodan hazirlanmis ve TissueTek (OCT) (Jung, Leica
Instruments) ile doldurulmus olan kutucuklarin i¢ine mikroskop altinda dikkatlice
yerlestirilerek ve bu kutucuklarin da sivi azot dolu kap i¢ine konulup 2 saat kadar
bekletilmesiyle retinal dokular kesit almaya uygun bloklar haline getirilmis oldular. Bloklar
-20°C’ de saklanarak Cryomikrotom ile (Leica CM3050S Microtome, Leica Biosystems)
12um kalinliginda, her bir denek icin 15 lam ve her bir lamin lizerinde 4 ayr1 doku olacak
sekilde, ayn1 zamanda lamlar iizerine gelen doku dagilimlarinin normale yaklasabilmesi i¢in
her 15 doku kesiti 15 farkli lama gidecek sekilde alindilar (Ornegin ilk lamda; ilk alan (1.),
16. alinan, 31. alinan ve 46. alinan doku parcast bulunuyordu). Doku 6rnekleri ile dolu olan
lamlar yaklasik 1 saat 37°C ‘de kurutularak boyamalari; ve agirlikli olarak Dig Niiklear
Tabaka’ da (DNT) olmak iizere, Dig Segment (DS) ve Ganglion Hiicre Tabakasi’ nda da
(GHT) incelemeleri yapilmak tizere -20°C ‘de saklandilar.



55

In vivo retinal doku ¢alismalari igin de in vitro calismadakilerle ayn1 organotipik kiiltiir
basamaklar1 uygulandi. Toplamda 12 adet WtBI6 saglikli fare retinal dokusu ile 14 adet rd2
kalitsal genetik mutasyonlu fare retinal dokusu i¢in; PN9’ da baslayan retinal preparasyon
stireci her iki giinde bir Complete Medium’ larinin degistirilmesiyle birlikte; bazilar1 igin
PNI15’ te, bazilar1 i¢in PN18’ de ve bazilari i¢in de PN24’ te sonlandirildi. Ve sonlanan in
vivo retinal preparatlar direkt Cryosectioning yapilmak iizere TissueTek (OCT) dolu
kutucuklarin i¢ine gomiilerek bloklar haline getirildiler ve ince kesitleri alindi. Her bir deney
hayvani i¢in 15 lam tizerine toplamda 45 adet doku 6rnegi (in vivo preparatlarda bir lama

ticer adet doku Ornegi yerlestirildi) alinarak -20°C” de saklandi ve ilgili boyamalar1 yapildi.
3.4. immunohistokimyasal Yontem ile PAR Birikiminin Belirlenmesi

PAR immiinohistokimyasal yontemi 3,3’-Diaminobenzidin (DAB) boyamasi olarak da
bilinen, hiicre ¢ekirdeklerinde biriken PAR (Poli-ADP-riboz)’ 1 hiicre ¢ekirdegini siyah-
koyu kahverengi renge boyayarak ifade eden bir yontemdir. Siiregte, peroksidaz ve hidrojen
peroksit varliginda oksitlenen ve enzimatik aktivite bolgesinde; kahverengi, alkolde
coziinmeyen bir ¢okelti olusturan, hem immiinohistokimya hem de blotting uygulamalarinda
kullanilabilen DAB gorev almaktadir. Bu yontemin gergeklestirilmesi i¢in; -20 santigrat
dereceden ¢ikarilan Kesitler 1 saat 37 °C ‘de inkiibatérde bekletilip 5 dakika PBS’ te
yikandilar. Endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak, spesifik olmayan baglanmay1
onlemek i¢in 20 dakika boyunca, oda sicakliginda (%40 Metanol + %0,1° lik PBST i¢inde
hazirlanan %3 Hidrojen peroksit) soliisyonunda tutuldular. Ug kez beser dakika olmak iizere
yeniden PBS’ le yikanip Blok Soliisyonu’ na alindilar. 1 saat boyunca oda sicakliginda blok
soliisyonu iginde bekleyen kesitlere, yine Blok Soliisyonu i¢inde 1:200 oraninda dilue edilen
PAR primer antikoru (Enzo Life Sciences, Katalog No:ALX-804-220-R100) uygulandi ve
+4°C ‘de bir gece boyunca birakildilar. Ertesi sabah ii¢ kez onar dakika PBS’ le yikanan
kesitlere biotinlenmis sekonder antikor (anti-mouse) (Vector laboratories) 1:100 oraninda
Blok Soliisyonu ile dilue edilerek uygulandi. Yeniden ii¢ kez onar dakika PBS ile yikanan
kesitler, Avidin-Biotin horseradish peroxidase’ a oda sicakliginda, 1 saat tabi tutuldular. Bu
asama i¢in A ve B reaktifleri (\Vector Laboratories) 1:150 oraninda PBS’ te, 151k almamasina
dikkat ederek hazirlandi. Daha sonra PB ile ii¢ kez onar dakika yikanan kesitler, 5-10 dakika
boyunca DAB (3,3’-Diaminobenzidin) (DCS-Inovative) boyasina tabi tutuldular. Boya
soliisyonunun hazirlanmasi i¢in 0,1M PB, %20 Glikoz, Glikozoksidaz, %0,4 NH4Cl, %1

Nikel amonyum siilfat ve DAB kullanildi. Bu asama; DAB’ 1n asir1 boyamasini 6nlemek ve
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kesitin karakteristigini kaybetmemesi igin ikinci dakikadan itibaren hizli araliklarla
mikroskop altinda kesitlerin kontrolleri yapilarak gergeklestirildi. Mikroskop altinda
spesifik reaksiyon goriildiigiinde kesitler PBS ile yikanarak reaksiyon durduruldu. Yeniden
¢ kez onar dakika PBS ile yikanan kesitler Aquatex (Merck) ile kapatilarak -20°C ‘de

saklandilar.
3.5. TUNEL ile Fotoreseptor Hiicre Oliimiiniin Belirlenmesi

Hiicre 6liimii TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End Labelling)
ile DNA fragmantasyonunun tespiti tizerinden belirlenebilmektedir. Biz de ¢alismamizda
fotoreseptdr hiicre dliimlerini belirlemek iizere bu yontemi kullandik. in situ TUNEL Kkiti
yardimiyla gerceklestirdigimiz bu ¢alismada, -20°C ‘den ¢ikardigimiz kesitleri 1 saat 37°C
‘de bekletip 10 dakika PBS’ te yikadik. Onceden 1:7 oraninda hazirlayip ilitmis oldugumuz
Proteinaz K-Tris karisimini, 5 dakika 37°C ‘de kesitlere uyguladik. Kesitleri iki kez beser
dakika ile Tris-Buffer’ la (TBS) yikayip 5 dakika boyunca Alkol-Asetik asit karisiminin
icinde beklettik. Yeniden iki kez beser dakika TBS ile yikadigimiz kesitlere 1 saat boyunca,
oda sicakliginda TUNEL Blok Soliisyonu uyguladik. Ardindan TUNEL kitindeki (Roche,
Referans No: 11684795910) referanslara uyarak (kitin icerisinde Enzim ve Isaretleyici yer
aliyor; bunlart TUNEL Blok Soliisyonu ile karigtirmak gerekiyor) hazirlamis oldugumuz
TUNEL Karisim Soliisyonunu kesitlere uygulayip gece boyunca, oda sicakliginda
inkiibasyonlarim1 sagladik. Ertesi gilin tekrar iki kez beser dakika PBS’ le yikadigimiz
kesitleri Vectashield/DAPI ile kapatarak -20°C ‘de muhafazalarini sagladik.

3.6. immunfloresan Yontemler
3.6.1. DAPI ile retinanin DNT kalinhklarinin belirlenmesi

Tedavi gruplarimiz ve higbir tedavi uygulanmamis olan kalitsal retinal dejenerasyonu olan
rd2 retinal kiiltiirler arasinda, fotoreseptor hiicre kayiplarinin ne oranlarda oldugunu anlamak
lizere fotoreseptdr hiicre ¢ekirdeklerini igeren Dis Niiklear Tabaka Olg¢iimlerini
gergeklestirmek istedik. Bu nedenle retinal dokunun tabakalarini ayirt etmemize olanak
saglayacak sekilde DAPI ile kesitleri boyadik. Aslinda bu arastirmamiz i¢in 6zel olarak kesit

boyamadik. Diger immiinboyama yoOntemlerinde kullandigimiz primer ve sekonder
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antikorlardan sonra DAPI’ 1i kapama soliisyonu (Linaris, Katalog No: H-1200) ile kesitleri

kapatarak bu bulgu hakkindaki sonuglarimizi elde etmis olduk.

3.6.2. CAR (Cone-Arrestin) ile koni fotoreseptorlerinin belirlenmesi

Koni fotoreseptorlerini isaretlemek tizere gergeklestirdigimiz Cone-Arrestin indirekt
immiinfloresan boyama yontemimiz i¢in; -20°C ‘den ¢ikardigimiz kesitleri 1 saat 37°C ‘de
bekletip 10 dakika PBS’ te yikadik. Ardindan spesifik olmayan baglanmayi 6nlemek
amaciyla; bir lam i¢in en az 200 pl olmak tizere kullandigimiz Blok Soliisyonunu kesitlere
uygulayarak 1 saat oda sicakliginda beklettik. Daha sonra Blok Soliisyonu ic¢inde 1:100
oraninda dilue ettigimiz Cone-Arrestin (CAR) primer antikorunu (Milipore, Katalog No:
AB15282) kesitlere uygulayarak gece boyunca, +4°C ‘de inkiibasyonlarini sagladik. Kontrol
kesiti olarak sectigimiz bir kesite ise primer antikor uygulamayarak yalnizca Blok Soliisyonu
uyguladik. Ertesi sabah ii¢ kez onar dakika PBS’ le yikadigimiz kesitlerimize sekonder
antikoru (Alexa 568) 1:350 oraninda PBS ile dilue ederek uyguladik ve 1 saat, oda
sicakliginda, karanlikta inkiibasyonlarini sagladik. Ardindan ii¢ kez onar dakika PBS ile
yikadigimiz kesitlere DAPI+Vectashield uygulayarak lamellerini kapatip -20°C ‘de
muhafaza ettik. CAR boyamasini in vitro retinal kiiltiir galismalarinda TUNEL ile kolokalize

olarak gergeklestirdik.

3.6.3. GFAP ile Miiller hiicre aktivasyonunun belirlenmesi

GFAP retinadaki Miiller hiicreleri tarafindan iiretilen Glial fibriler asidik protein’ dir. Ayrica
kalitsal fotoreseptor dejenerasyonlarinda miktarmin arttigi bilinmektedir [282]. Biz de
calisgmamizda Miiller hiicre aktivasyonunu belirlemek {izere GFAP antikoru ile indirekt
immiinfloresan boyama gerceklestirdik. Bu amagcla -20°C ‘den ¢ikardigimiz kesitleri 1 saat
37°C ‘de bekletip 10 dakika PBS’ te yikadik. Ardindan spesifik olmayan baglanmay1
onlemek amaciyla kullandigimiz Blok Soliisyonunu kesitlere uygulayarak 1 saat oda
sicakliginda beklettik. Daha sonra Blok Soliisyonu i¢inde 1:100 oraninda dilue ettigimiz
GFAP primer antikorunu (Abcam, Katalog No: ab190288) kesitlere uygulayarak gece
boyunca, +4°C ‘de inkiibasyonlarini sagladik. Kontrol kesiti olarak se¢tigimiz bir kesite ise
primer antikor uygulamayarak yalnizca Blok Soliisyonu uyguladik. Ertesi sabah {i¢ kez onar
dakika PBS’ le yikadigimiz kesitlerimize sekonder antikoru (Alexa 488) 1:350 oraninda PBS

ile dilue ederek uyguladik ve 1 saat, oda sicakliginda, karanlikta inkiibasyonlarin1 sagladik.
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Ardindan {i¢ kez onar dakika PBS ile yikadigimiz kesitlere DAPI+Vectashield (Linaris,
Katalog No: H-1200) uygulayarak lamellerini kapatip -20°C ‘de muhafaza ettik.

3.6.4. CD9 ile ekstraselliiler vezikiil aktivitesinin belirlenmesi

CD9’ un Tetraspanin ailesinden bir protein oldugu ve hiicre membranlarinin yiizeyi ile
dokuya ait artik maddeleri tasimakla gorevli oldugu bilinen ekstraselliiler vezikiillerin
yiizeyinde bulunduklar1 bilinmektedir [283]. Biz de c¢alismamizda rd2 kalitsal retinal
dejenerasyon modelinde hem in vivo retinal preparatlarda hem in vitro kiiltiirlerde CD9
ifadelenmesini arastirdik. Bu amagla; -20°C ‘den c¢ikardigimiz kesitleri 1 saat 37°C ‘de
bekletip 10 dakika PBS’ te yikadik. Ardindan spesifik olmayan baglanmayi 6nlemek
amactyla kullandigimiz Blok Soliisyonunu kesitlere uygulayarak 1 saat oda sicakliginda
beklettik. Daha sonra Blok Soliisyonu i¢inde 1:50 oraninda dilue ettigimiz CD9 primer
antikorunu (Abcam, Katalog No: ab92726) kesitlere uygulayarak gece boyunca, +4°C ‘de
inkiibasyonlarini sagladik. Kontrol kesiti olarak sectigimiz bir kesite ise primer antikor
uygulamayarak yalnizca Blok Soliisyonu uyguladik. Ertesi sabah ii¢ kez onar dakika PBS’
le yikadigimiz kesitlerimize sekonder antikoru (Alexa 488) (invitrogen) 1:350 oraninda PBS
ile dilue ederek uyguladik ve 1 saat, oda sicakliginda, karanlikta inkiibasyonlarini sagladik.
Ardindan {i¢ kez onar dakika PBS ile yikadigimiz kesitlere DAPI+Vectashield (Linaris,
Katalog No: H-1200) uygulayarak lamellerini kapatip -20°C ‘de muhafaza ettik.

3.6.5. RHO ile dis segmentteki rodopsin yogunlugunun belirlenmesi

Rodopsin, Rod fotoreseptorlerinin Dig Segment’ lerinde bulunan ve fotoreseptorlerin
fototransdiiksiyon kaskadini dogru sekilde calistirip gérme olayimni gergeklestirebilmelerini
saglayan bir reseptor proteindir. Daha Once rd2 retinal kiiltiirlerde, kalitsal retinal
dejenerasyon nedeniyle azalmis oldugu gosterilmistir [190]. Biz de ¢alismamizda Rodopsin’
in ifadelenmesini in vivo retinal dokularda ve in vitro retinal kiiltiirlerde incelemek amaciyla;
-20°C ‘den ¢ikardigimiz kesitleri 1 saat 37°C ‘de bekletip 10 dakika PBS’ te yikadik.
Ardindan spesifik olmayan baglanmay1 6nlemek amaciyla kullandigimiz Blok Soliisyonunu
kesitlere uygulayarak 1 saat oda sicakliginda beklettik. Daha sonra Blok Soliisyonu iginde
1:50 oraninda dilue ettigimiz RHO primer antikorunu (Merck Milipore, Katalog No:
MAB5316) kesitlere uygulayarak gece boyunca, +4°C ‘de inkiibasyonlarimi sagladik.

Kontrol kesiti olarak se¢tigimiz bir kesite ise primer antikor uygulamayarak yalnizca Blok
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Soliisyonu uyguladik. Ertesi sabah {i¢ kez onar dakika PBS’ le yikadigimiz kesitlerimize
sekonder antikoru (Alexa 488) (invitrogen) 1:350 oraninda PBS ile dilue ederek uyguladik
ve 1 saat, oda sicakliginda, karanlikta inkiibasyonlarini sagladik. Ardindan ii¢ kez onar
dakika PBS ile yikadigimiz kesitlere DAPI+Vectashield (Vector Lab.) uygulayarak
lamellerini kapatip -20°C ‘de muhafaza ettik.

3.7. Kesitlerin Goriintiilenmesi ve Analiz Edilmesi

Tiim bu yontemlerle isaretlenmis ve boyanmis olan kesitler, ApoTome2 atagmani bulunan
Axiocam 506 monokamerali ve HXP-120V floresan lambali Zeiss Imager Z.2 floresan
mikroskopu ile (Carl Zeiss Microscopy) goriintiilendi. 12pm kalinligindaki kesitlere ait
fotograflar Z-stack 6zelligi kullanilarak, 8-12 Apotome katmaninin iist liste gelmesiyle,
derinlemesine ve 20X ile 63X (baz1 CD9 incelemeleri i¢in) objektifleriyle ¢ekildi ve Zen 3.1
Blue Edition programi kullanilarak analiz edildi. Temel olarak PAR birikimi, fotoreseptor
hiicre oliimii, fotoreseptor tabakasi kalinliklar1 6l¢iimii ve Koni fotoreseptorlerine dair
arastirmalarin hepsi retinanin Dig Niiklear Tabakas1” nda (DNT) gerceklestirilirken; GFAP
yogunluklar1 hem DNT hem INT’ de (i¢ Niiklear Tabaka) Imagel] programi ile alan
olgtimleri yapilarak; CD9 hem DNT’ de hem Ganglion Hiicre Tabakasi’ nda (GHT) ImageJ
ile alan Slgtimleri yapilarak; RHO yogunluklari da retinal dokularin Dig Segment’ lerinde
(DS) Imagel program ile alan Slgiimleri yapilarak analiz edildi. PAR, TUNEL ve CAR
yontemlerinden elde edilen goriintiilerde yapilan sayimlar manuel olarak gergeklestirildi.
Her bir boyama i¢in her bir fareye ait en az 3 kesitte, toplam 12 retinal doku 6rneginden; her
bir doku 6rneginden liger adet olmak iizere, en az 36 adet goriintii alinarak analiz edilmis

oldu.

TUNEL ile kolokalize olarak gerceklestirilen CAR (Cone-Arrestin) boyamalarindaki analiz
Koni fotoreseptorlerinin hem yiizdelerinin hem de yogunluklarinin hesaplanmasi igin
gerceklestirildi. Bu amacgla Zen Blue 3.1. programinda goriintiiledigimiz dokunun Dis
Niiklear Tabakas1’ nin ortasindan, yere paralel bir ¢izgi ¢ekip bu ¢izginin lizerinden gecen
Koni fotoreseptorii ¢ekirdegi ya da uzantilarimi saydik. Daha sonra o dokuya ait saymis
oldugumuz Koni fotoreseptorii sayisini, program iizerinden 6l¢tiigiimiiz 0 dokuya ait toplam
alan1 ve yere paralel ¢izdigimiz ¢izginin program iizerinden Sl¢tiiglimiiz uzunlugunu (pm)
sitolojik yontemlerle elde edilmis olan Excel tablomuza girdigimizde “toplam Koni

fotoreseptorii sayisi/um” formiilii tizerinden Koni fotoreseptorlerinin yogunlugunu; “toplam
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Koni fotoreseptorii sayisi/toplam hiicre sayis1” formiilii tizerinden Koni fotoreseptorlerinin
yiizdesini hesapladik. Gorsellere iliskin figiirleri CorelDraw 2020 programi kullanarak
olusturduk.

3.8. istatistiksel Analizler

Elde edilen tiim veriler GraphPad Prism 8.4.2 programinda istatistiksel olarak analiz edildi.
Ikili karsilastirmalar arasinda oncelikle normal dagilim testi yapilarak normal dagilima
uygun olanlar i¢in bagimsiz t-testi; normal dagilima uygun olmayanlar i¢cin Mann Whitney
testi uygulandr. Ikiden daha ok grubun karsilastirmalarinda ise tek yonlii ANOVA (varyans
analizi) kullanildi. Sonuglar Ortalama = Standart hata (SEM) degerleri baz alinarak
degerlendirildi. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. PAR Bulgulari

Fotoreseptorlerdeki PAR (Poly-ADP riboz) birikimi PARilasyonun dogrudan bir isareti
oldugu i¢in oncelikli olarak ele alindi. Dogum sonrasi 18. giine ait olan (Post natal/PN18)
rd2 fare retinalarinin dis niiklear katmanlari incelenerek PAR birikimi agisindan
degerlendirildi. Bu degerlendirmede tiim tedavi gruplarinda farkli konsantrasyonlardaki
PARP inhibitérlerinin PAR birikimi {izerindeki etkisi incelendi. DAB boyamasi uygulanan
retinalardaki PAR  birikimi, retinalarin dig niiklear tabakalarindaki fotoreseptor
cekirdeklerinde birikerek kahverengi - siyah noktalar seklinde izlendi. Herhangi bir tedavi
uygulanmayan rd2 grubundaki PAR birikimi, PARP inhibitérleri ile tedavi uygulanan
gruplarla karsilagtirildiginda Olaparib i¢in 100 nM, BMN-673 i¢in 3 nM ve 3AB i¢in 10 nM
en etkili dozlar olarak belirlendi. rd2 grubundaki PAR birikimi bu en etkili dozlardaki PAR
birikimi ile karsilastirildiginda anlamli sekilde daha yiiksek bulundu (Resim 4.1).

Olaparib grubundaki PAR birikimi dort farkli konsantrasyonda degerlendirildi. Bu
konsantrasyonlar 10 nM, 100 nM, 1 uM ve 10 uM’ d1. Fotoreseptdr ¢ekirdeklerindeki PAR
birikimi dis niiklear tabakada siyah noktalar seklinde izlendi (Resim 4.2). Herhangi bir
tedavi uygulanmayan rd2 grubu ile 100 nM Olaparib uygulanan grup karsilastirildiginda,
PAR birikiminin rd2 grubunda anlaml sekilde daha yiiksek oldugu belirlendi. Olaparib’ in
diger konsantrasyonlarinda ise PAR birikimi rd2 grubuna gore diisiik olsa da bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildi. Olaparib tedavisi uygulanan rd2 retinalar ile herhangi bir
tedavi uygulanmayan rd2 retinalar arasindaki istatistiksel veriler Cizelge 4.1.” de verildi ve

gruplar arasi karsilastirmalar Sekil 4.1. ‘de istatistiki grafik olarak gosterildi.

Cizelge 4.1. Farkli konsantrasyonlarda Olaparib PARP inhibitorii tedavisi uygulanan
gruplardaki PAR birikimine iliskin tanimlayici istatistiksel veriler

Grup Ortalama Deger Standart Hata (SEM) p Degeri
rd2 (Kontrol) 0,34 0,05 -

10 nM Ola 0,22 0,02 0,1503
100 nM Ola 0,14 0,02 0,0033

1 uM Ola 0,21 0,04 0,1466
10 uM Ola 0,29 0,05 0,8381
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Sekil 4.1. Tedavi uygulanmayan in vitro rd2 retinal kiiltiirler ve Olaparib tedavisi uygulanan
gruplar arasinda PAR birikiminin karsilastiritlmasi (p**<0.01)

BMN-673 grubundaki PAR birikimi ii¢ farkli konsantrasyondaki tedavi gruplarinda
degerlendirildi. Bu konsantrasyonlar 1 nM, 3nM ve 10 nM’ di. Fotoreseptor
cekirdeklerindeki PAR birikimi dis niiklear tabakada siyah noktalar seklinde izlendi (Resim
4.3). Herhangi bir tedavi uygulanmayan rd2 grubu ile 3nM BMN-673 uygulanan grup
karsilastirildiginda, PAR birikiminin rd2 grubunda anlamli sekilde daha yiiksek oldugu
belirlendi. BMN-673’ in 1 nM ve 10 nM oldugu tedavi gruplarinda ise PAR birikiminin
tedavi uygulanmayan rd2 grubuna gore daha diisiik oldugu tespit edilse de bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildi. BMN-673 tedavisi uygulanan rd2 retinalar ile herhangi
bir tedavi uygulanmayan rd2 retinalar arasindaki istatistiksel veriler Cizelge 4.2° de verildi

ve gruplar arasi karsilastirmalar Sekil 4.2 “de istatistiki grafik olarak gosterildi.

Cizelge 4.2. Farkli konsantrasyonlarda BMN-673 PARP inhibitorii tedavisi uygulanan
gruplardaki PAR birikimine iligkin tanimlayici istatistiksel veriler

Grup Ortalama Deger Standart Hata (SEM) p Degeri
rd2 (Kontrol) 0,34 0,05 -

1 nM BMN-673 0,28 0,02 0,4670
3nM BMN-673 0,14 0,02 0,0029
10 nM BMN-673 0,26 0,04 0,3780
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Sekil 4.2. Tedavi uygulanmayan in vitro rd2 retinal kiiltirler ve BMN-673 tedavisi
uygulanan gruplar arasinda PAR birikiminin karsilastirilmast (p**<0.01)

3AB grubundaki PAR birikimi dort farkli konsantrasyondaki tedavi gruplarinda
degerlendirildi. Bu konsantrasyonlar 1 nM, 10 nM, 100 nM ve 1 uM’ di. Fotoreseptor
cekirdeklerindeki PAR birikimi dis niiklear tabakada siyah noktasal birikimler seklinde
izlendi (Resim 4.4). Herhangi bir tedavi uygulanmayan rd2 grubu ile 10 nM 3AB PARP
inhibitérii uygulanan grup karsilagtirildiginda, PAR birikiminin rd2 grubunda anlamli
sekilde daha yiiksek oldugu belirlendi. 100 nM 3AB’ n uygulandigi tedavi grubunda, rd2
grubu ile karsilastirldiginda, istatistiksel olarak anlamli olmasa da PAR birikimi agisindan
bir diisiis tespit edilirken 1 nM ve 1 uM 3AB uygulanan tedavi gruplarindaki sonug hig tedavi
uygulanmayan rd2 grubu ile hemen hemen ayni ya da ondan da bir miktar yiiksekti. 3AB
tedavisi uygulanan rd2 retinalar ile herhangi bir tedavi uygulanmayan rd2 retinalar
arasindaki istatistiksel veriler Cizelge 4.3’ te verildi ve gruplar aras1 karsilagtirmalar Sekil

4.3 ‘te istatistiki grafik olarak gdsterildi.

Cizelge 4.3. Farkli konsantrasyonlarda 3AB PARP inhibitorii tedavisi uygulanan
gruplardaki PAR birikimine iliskin tanimlayici istatistiksel veriler

Grup Ortalama Deger Standart Hata (SEM) p Degeri
rd2 (Kontrol) 0,34 0,05 -

1 nM 3AB 0,40 0,06 0,70

10 nM 3AB 0,19 0,02 0,05
100 nM 3AB 0,25 0,01 0,34

1 uM 3AB 0,33 0,02 0,89
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Sekil 4.3. Tedavi uygulanmayan in vitro rd2 retinal kiiltiirler ve 3AB tedavisi uygulanan
gruplar arasinda PAR birikiminin karsilastirilmasi (p*<0.05)

Tedavi uygulanmayan rd2 retinalar ile PARP inhibitorii tedavisi uygulanan tiim
konsantrasyonlardaki rd2 retinalarin PARilasyon belirteci olan PAR birikimi bakimindan
karsilastirildig: istatistiksel grafik Sekil 4.4’ te verildi. Buna gore 100nM Olaparib, 3nM
BMN-673 ve 10nM 3AB, PAR birikimini azaltmada anlamli sekilde basariliyken Olaparib
ve BMN-673’ iin bu konuda 3AB PARP inhibitdriine gore daha etkili olduklar1 bulundu.
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Sekil 4.4. Tedavi uygulanmayan in vitro rd2 retinal kiiltiirler ile 3 farkli PARP inhibitorii ile
tedavi uygulanan tiim gruplar arasinda PAR birikiminin karsilagtiriimasi
(p**<0.01, p***<0.0001)
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4.2. TUNEL Bulgulari

Fotoreseptor hiicre 6liimlerinin degerlendirilmesi amaciyla uygulanan TUNEL yontemi rd2
PN18 retinal kiiltiirlerde gergeklestirildi. Hem herhangi bir tedavi uygulanmayan rd2
grubunun hem de PARP inhibitorleriyle tedavi uygulanan rd2 retinalarin dis niiklear
tabakalarindaki TUNEL pozitif hiicreler sayilarak istatistikleri olusturuldu. Bu istatistikler
hem her iic PARP inhibitoriine ait farkli konsantrasyonlarda hem de her bir PARP
inhibitériiniin en etkili bulunan dozlar1 arasinda yapilan karsilastirmalarla belirlendi.
Goriintiilerdeki TUNEL pozitif fotoreseptor ¢ekirdekleri fosforlu yesil boyanmis noktalar
olarak izlendi (Resim 4.5).

PARP inhibitorlerinden Olaparib ile tedavi edilen retinalardaki fotoreseptor hiicre 6liimii
Olaparib’ in dort farkli konsantrasyon grubunda degerlendirildi. Bu konsantrasyonlar 10 nM,
100 nM, 1 pM ve 10 uM’ di. Olmiis fotoreseptdrlere ait cekirdekler, retinanin dis niiklear
tabakasinda, fosforlu yesil boyanmis noktalar olarak izlendi (Resim 4.6). Higbir tedavi
uygulanmayan rd2 grubu ile 10 nM, 100 nM ve 1 uM Olaparib tedavisi uygulanan gruplar
karsilagtirildiginda Olaparib tedavisi uygulanan bu gruplarda TUNEL pozitif hiicreler
istatistiksel olarak anlamli sekilde daha az bulundu. Bununla birlikte 200 nM Olaparib ve
1uM Olaparib uygulanan gruplarda anlamlilik daha da yiiksekti. Buna karsin 10 uM
Olaparib uygulanan gruptaki TUNEL pozitif hiicre ylizdesinin, hi¢bir tedavi uygulanmayan
rd2 retina grubundaki TUNEL pozitif hiicre ylizdesinden daha fazla oldugu tespit edildi.
Olaparib tedavisi uygulanan rd2 retinalar ile herhangi bir tedavi uygulanmayan rd2 retinalar
arasindaki istatistiksel veriler Cizelge 4.4’ te verildi ve gruplar arasi karsilastirmalar Sekil

4.5 ‘te istatistiki grafik olarak gosterildi.

Cizelge 4.4. Farkli konsantrasyonlarda Olaparib PARP inhibitorii tedavisi uygulanan gruplardaki
TUNEL pozitif hiicre oranlarina iligkin tanimlayict istatistiksel veriler

Grup Ortalama Deger Standart Hata (SEM) p Degeri
rd2 (Kontrol) 1,35 0,07 -

10 nM Ola 0,83 0,06 0,0016
100 nM Ola 0,74 0,11 0,0001

1 uM Ola 0,80 0,05 0,0008
10 uM Ola 1,51 0,13 0,5812
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Sekil 4.5. Tedavi uygulanmayan in vitro rd2 retinal kiiltlirler ve Olaparib tedavisi uygulanan
gruplar arasinda TUNEL ile fotoreseptor hiicre Sliimlerinin karsilastirilmasi
(p**<0.01, p***<0.001)

PARP inhibitorlerinden BMN-673 ile tedavi edilen retinalardaki fotoreseptor hiicre dliimi
BMN-673’ iin ii¢ farkli konsantrasyon grubunda degerlendirildi. Bu konsantrasyonlar 1 nM,
3nM ve 10 nM’ d1. Olmiis fotoreseptdrlere ait gekirdekler, retinanin dis niiklear tabakasinda,
fosforlu yesil boyanmis noktalar olarak izlendi (Resim 4.7). Higbir tedavi uygulanmayan rd2
grubu ile 3 nM BMN-673 tedavisi uygulanan grup karsilastirildiginda 3 nM BMN-673
tedavisi uygulanan grupta TUNEL pozitif hiicreler istatistiksel olarak anlamli sekilde daha
az bulundu. Fotoreseptor hiicre 6liimii 1 nM BMN-673 uygulanan grupta da bir miktar
azalmis olsa da anlamli bir fark belirlenmedi. Buna karsin 10 nM BMN-673 grubunda hi¢bir
tedavi uygulanmayan rd2 grubundan bile daha fazla oranda TUNEL pozitif hiicre bulgusu
saptandi. BMN-673 tedavisi uygulanan rd2 retinalar ile herhangi bir tedavi uygulanmayan
rd2 retinalar arasindaki istatistiksel veriler Cizelge 4.5 te verildi ve gruplar arasi

karsilastirmalar Sekil 4.6 ‘da istatistiki grafik olarak gosterildi.

Cizelge 4.5. Farkli konsantrasyonlarda BMN-673 PARP inhibitdrii tedavisi uygulanan
gruplardaki TUNEL pozitif hiicre oranlarina iligkin tanimlayict istatistiksel veriler

Grup Ortalama Deger Standart Hata (SEM) p Degeri
rd2 (Kontrol) 1,35 0,07 -

1 nM BMN-673 0,97 0,08 0,4130
3nM BMN-673 0,40 0,04 0,0070
10 nM BMN-673 1,76 0,35 0,2986
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Sekil 4.6. Tedavi uygulanmayan in vitro rd2 retinal kiiltirler ve BMN-673 tedavisi
uygulanan gruplar arasinda TUNEL ile fotoreseptdr hiicre Oliimlerinin
karsilastirilmasi (p**<0.01)

PARP inhibitorlerinden 3AB ile tedavi edilen retinalardaki fotoreseptor hiicre 6liimii 3AB’
nin dort farkli konsantrasyon grubunda degerlendirildi. Bu konsantrasyonlar 1 nM, 10 nM,
100 nM ve 1 pM’ di. Olmiis fotoreseptorlere ait ¢ekirdekler, retinanin dis niiklear
tabakasinda, fosforlu yesil boyanmis noktalar olarak izlendi (Resim 4.8). Higbir tedavi
uygulanmayan rd2 grubu ile 3AB tedavisi uygulanan gruplar karsilastirildiginda 10 nM 3AB
PARP inhibitérii ile tedavi edilen grupta TUNEL pozitif hiicreler belirgin sekilde daha az
bulunurken istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. 100 nM 3AB ile tedavi edilen
grup da TUNEL pozitif fotoreseptor hiicreleri azaltmada 10 nM grubuna yakin sonuglar
verdi. Buna karsin 1 nM ve 1 uM dozlardaki tedavi gruplarinda 6lmiis fotoreseptor hiicre
yiizdesi hemen hemen hi¢ tedavi uygulanmamis rd2 grubu ile ayniydi. 3AB PARP inhibitorii
tedavisi uygulanan rd2 retinalar ile herhangi bir tedavi uygulanmayan rd2 retinalar
arasindaki istatistiksel veriler Cizelge 4.6’ da verildi ve gruplar arasi karsilagtirmalar Sekil

4.7 ‘de istatistiki grafik olarak gosterildi.

Cizelge 4.6. Farkli konsantrasyonlarda 3AB PARP inhibitorii tedavisi uygulanan gruplardaki
TUNEL pozitif hiicre oranlarina iliskin tamimlayici istatistiksel veriler

Grup Ortalama Deger Standart Hata (SEM) p Degeri
rd2 (Kontrol) 1,35 0,07 -

1nM 3AB 1,47 0,23 0,9712
10 nM 3AB 0,96 0,08 0,3881
100 nM 3AB 1,02 0,17 0,4885

1 uM 3AB 1,53 0,37 0,9098
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Sekil 4.7. Tedavi uygulanmayan in vitro rd2 retinal kiiltiirler ve 3AB tedavisi uygulanan
gruplar arasinda TUNEL ile fotoreseptor hiicre oliimlerinin karsilagtirilmasi
(ns>0.05 / no significance)

Tedavi uygulanmayan rd2 retinalar ile PARP inhibitorii tedavisi uygulanan tiim
konsantrasyonlardaki rd2 retinalarin fotoreseptdr hiicre Oliimii yiizdeleri bakimindan
karsilastirildig: istatistiksel grafik Sekil 4.8’ de verildi. Bu veriye gore her bir PARP
inhibitorii i¢in en etkili dozlar 100 nM Olaparib, 3 nM BMN-673 ve 10 nM 3AB olarak
goriinmekle birlikte yalnizca 3 nM BMN-673" {in istatistiksel olarak anlamli sekilde
fotoreseptdr hiicre oliimiinli azaltmada basarili oldugu bulundu. Bununla birlikte PARP
inhibitorlerinin tiim konsantrasyonlar1 degil de yalnizca en etkili goriinen konsantrasyonlari
olan 100 nM Olaparib, 3 nM BMN-673 ve 10 nM 3AB, higbir tedavi uygulanmayan rd2
retinalarla karsilastirildiginda her ic PARP inhibitoriiniin de fotoreseptor hiicre oliimiinii
anlaml sekilde azalttig1 goriildii. Ayrica bu karsilastirmada TUNEL pozitif hiicre yiizdesini
en anlamli sekilde azaltan PARP inhibitorlerinden BMN-673 olurken, onu Olaparib ve sonra
da 3AB takip etti (Sekil 4.9).
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Sekil 4.8. Tedavi uygulanmayan in vitro rd2 retinal kiiltiirler ile 3 farkli PARP inhibitorii ile
tedavi uygulanan tiim gruplar arasinda TUNEL yontemi ile fotoreseptor hiicre
oliimlerinin karsilagtirilmasi (p**<0.01)
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Sekil 4.9. Tedavi uygulanmayan in vitro rd2 retinal kiiltiirler ile 3 farkli PARP inhibitoriin
en etkili bulunan doz gruplari arasinda TUNEL yontemi ile fotoreseptor hiicre
oliimlerinin karsilastirilmasi (p*<0.05, p***<0.001, p****<0.0001)
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4.3. Dis Niiklear Tabaka Kalinhig1 Bulgulari

Dis niiklear tabaka, fotoreseptor c¢ekirdeklerini igeren tabaka oldugu icin tedavi
uygulanmayan ve uygulanan gruplar arasinda bu tabakadaki kalinlik farklar1 6l¢iildii. PAR
ve TUNEL bulgularindan sonra gergeklestirilen bu calismaya her ii¢ PARP inhibitoriiniin de
tiim konsantrasyonlar1 degil, yalnizca fotoreseptdrleri korumada en etkili bulunan dozlari
dahil edildi. rd2 PN18 retina grubu ve 100 nM Olaparib, 3 nM BMN-673, 10 nM 3AB ile
tedavi edilen rd2 PN18 retina gruplarinin karsilastirildigi bu 6l¢iimde, her ic PARP
inhibitoriinin de dis niiklear tabaka kalimligini herhangi bir tedavi uygulanmayan rd2
grubuna gore anlamli sekilde artirmay1 basardigi bulundu (Resim 4.9, 4.10, 4.11, 4.12). Her
iic PARP inhibitoriiniin en etkili dozlarinin fotoreseptorleri korumada anlamli sekilde
basarili olduklar1 gosterildi. Bununla birlikte 3nM BMN-673 ile tedavi edilen retinalarda dis
niiklear tabaka kalinlig1 en yiiksek bulundu. Bunu 6nce 100nM Olaparib grubu, sonra da
10nM 3AB grubu izledi. PARP inhibitorleri ile tedavi edilen rd2 retinalar ile herhangi bir
tedavi uygulanmayan rd2 retinalar arasindaki istatistiksel veriler Cizelge 4.7’ de verildi ve

gruplar arasi karsilastirmalar Sekil 4.10 ‘da istatistiki grafik olarak gosterildi.

Cizelge 4.7. Her ii¢ PARP inhibitoriiniin de en etkili dozlar1 ile tedavi uygulanan gruplardaki
D1s Niiklear Tabaka (DNT) kalinliklarinin 6l¢iimiine iliskin tanimlayici
istatistiksel veriler

Grup Ortalama Deger Standart Hata (SEM) p Degeri
rd2 (Kontrol) 36,29 1,61 -

100 nM Olaparib 51,40 1,77 <0,0001
3nM BMN-673 56,87 0,88 <0,0001
10 nM 3AB 53,08 0,75 <0,0001
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Sekil 4.10. Tedavi uygulanmayan in vitro rd2 retinal kiiltiirler ile 3 farkli PARP inhibitoriin
en etkili bulunan dozlar1 ile tedavi uygulanan gruplar arasinda DNT
kalinliklarinin karsilastirilmasi (p****<0.0001, DNT: Dig Niiklear Tabaka)

4.4. Cone-Arrestin Bulgulari

Retinalarin dis niiklear tabakasindaki Koni fotoreseptorlerinin, Kesitin genelindeki hem
yiizdece oranlarint hem de yogunluklarini karsilagtirmak iizere yaptigimiz ¢alismada hem in

vivo doku preparatlart hem de in vitro kiiltiirler kullanildi.

In vivo galismasinda herhangi bir defekt tasimayan, saglikli WtBI6 PN18 retinalar ile
herhangi bir tedavi uygulanmamis rd2 PN18 retina grubu ve rd2 PN24 retina grubu
karsilastirildi. Bu karsilastirmada retinalarin  dis niiklear tabakalarindaki Koni

fotoreseptorlerine odaklanildi.

Wt PN18 retinalarda Cone-Arrestin ile boyanan Koni fotoreseptorlerinin ¢ekirdek ve
uzantilar belirgin sekilde Arrestin boyasi ile kirmizi renk boyanmisken rd2 PN18 ve rd2
PN24 retinalarda Arrestin ile boyanan Koni fotoreseptorleri daha az miktarda gorildii
(Resim 4.13, Resim 4.14, Resim 4.15). Dis niiklear tabakanin ortasina paralel sekilde bir
cizgi cekildiginde ¢izginin tam fistiine ya da alt kadrajina ulasabilen toplam Koni
fotoreseptorii yiizdesinin Wt PN18 retinalarda rd2 PN18 ve rd2 PN24 retinalara gore anlamli
sekilde daha fazla oldugu bulundu. Bu ¢alisma ile ilgili istatistiksel veriler Cizelge 4.8” de
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verildi ve gruplar arasi karsilastirmalar Sekil 4.11 ‘de istatistiki grafik olarak gosterildi.

Bununla birlikte Koni fotoreseptorlerinin kesitlerin genelindeki yogunlugu bakimindan

incelendigi; Wt PN18 retinalar ile rd2 PN18 ve rd2 PN24 retinalar arasindaki istatistiksel

veriler Cizelge 4.9’ da verildi ve gruplar arasi karsilastirmalar Sekil 4.12 “de istatistiki grafik

olarak gosterildi. Kesitlerin genelinde Koni fotoreseptorii yiizdesi ve yogunlugu

incelendiginde rd2 PN18’ deki koni fotoreseptorii varliginin rd2 PN24’ ten daha fazla oldugu

tespit edilirken gruplar arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi.

Cizelge 4.8. Saglikli WtBI6 PN18 ve retinal dejenerasyonlu rd2 PN18 ile rd2 PN24 retinal

gruplart arasinda Koni fotoreseptorlerinin  yiizdece oranlarina iligkin
tanimlayici istatistiksel veriler
Grup Ortalama Deger Standart Hata (SEM) p Degeri
WiBI6 PN18 4,07 0,22 -
Rd2 PN18 3,20 0,21 0,02
Rd2 PN24 2,57 0,05 0,0020
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Sekil 4.11. Saglikli Wt PN18 retinal dokular ile retinal dejenerasyonlu rd2 PN18 ve rd2

PN24. giinlerdeki

retinalarin  Koni

karsilastirilmalar1 (p*<0,05, p**<0,01)

Cizelge 4.9. Saglikli WtBI6 PN18 ve retinal dejenerasyonlu rd2 PN18 ile rd2 PN24 retinal
gruplar1 arasinda Koni fotoreseptorlerinin birim alandaki yogunluklarina iliskin
tanimlayici istatistiksel veriler

fotoreseptdr yiizdeleri

bakimindan

Grup Ortalama Deger Standart Hata (SEM) p Degeri
WiBI6 PN18 1,26 0,05 -

Rd2 PN18 0,76 0,03 <0,0001
Rd2 PN24 0,61 0,04 <0,0001
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Sekil 4.12. Saglikli Wt PN18 retinal dokular ile retinal dejenerasyonlu rd2 PN18 ve rd2
PN24. giinlerdeki retinalarin birim alanda igerdikleri Koni fotoreseptor
yogunluklar1 bakimindan karsilastirilmalar: (p****<0,001)

Ayrica WtBI6 PN18 ve rd2 PN18 retinalar arasinda Koni fotoreseptorlerinin dagilimi
bakimindan da bir inceleme ve 6lgiim yapildi. Buna gore retina optik sinir (OS) ortada olacak
sekilde toplamda alt1 bolgeye ayrilarak incelendi. Wt PN18 retinalarda Koni fotoreseptorleri
istatistiksel olarak anlamli olmasa da en yogun sekilde optik sinirden orta mesafe uzakliktaki
alanda yer aliyorlarken, rd2 PN18 retinalardaki Koni fotoreseptorii kaybinin en ¢ok bu bolgede
gerceklestigi, ancak yine de bu bulgunun istatistiksel olarak anlamli olmadig: belirlendi. Koni
fotoreseptorlerinin Wt PN18 retinalar ile rd2 PN18 retinalardaki bolgesel yogunluk dagilimlar
bakimindan 6lgiilen istatistiksel verileri Cizelge 4.10° da verildi ve karsilastirmalar Sekil 4.13
‘te, Sekil 4.14° te ve Sekil 4.15 te istatistiki grafik olarak gosterildi.

Cizelge 4.10. Saglikli WtBl6 PN18 ve retinal dejenerasyonlu rd2 PN18 gruplar1 arasinda
Koni fotoreseptorlerinin retinadaki dagilimlarina iliskin tanimlayict
istatistiksel veriler

Grup Ortalama Deger Standart Hata (SEM) p Degeri
WiBI6 PN18 (OS’ ye en yakin) 1,32 0,02 0,53
W1tBI6 PN18 (Orta mesafede) 1,39 0,04 0,97
WitBI6 PN18 (OS’ ye en uzak) 1,33 0,04 0,70
Rd2 PN18 (OS’ ye en yakin) 0,79 0,03 0,26
Rd2 PN18 (Orta mesafede) 0,72 0,01 0,39
Rd2 PN18 (OS’ ye en uzak) 0,73 0,03 0,94
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Sekil 4.13. Saghkli (WtBI6) PN18 retinal dokularin birim alanda igerdikleri Koni

fotoreseptorii  yogunluklarinin

optik

sinire

karsilastirilmalari (ns<0,05; OS: Optik Sinir)
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Sekil 4.14. Retinal dejenerasyonlu (rd2) PN18 retinal dokularin birim alanda igerdikleri Koni

fotoreseptorii  yogunluklarinin

optik

sinire

karsilastirilmalar1 (ns<0,05; OS: Optik Sinir)

uzakliklar

bakimindan
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Sekil 4.15. Saglikli (WtB16) PN18 retina grubu ile retinal dejenerasyonlu (rd2) PN18
grubunun birim alanda igerdikleri Koni fotoreseptorii yogunluklarinin optik
sinire uzakliklar1 bakimindan karsilagtirilmalar (p****<0,001)

In vitro kiiltiirlerde yapilan Cone-Arrestin ¢alismasi ise herhangi bir tedavi uygulanmayan
rd2 PN18 retinalar ile her iic PARP inhibitoriiniin en etkili dozlar1 olarak belirlenen 100 nM
Olaparib, 3 nM BMN-673 ve 10 nM 3AB gruplari arasinda gergeklestirildi.

PARP inhibitérlerinden 100 nM Olaparib ve 3 nM BMN-673 uygulanan grupta, herhangi
bir tedavi uygulanmayan rd2 retinalara gore, dis niiklear tabakada yer alan Koni
fotoreseptorii yiizdesinin anlamli sekilde artmis oldugu bulundu. Arrestin ile boyanan Koni
fotoreseptorlerinin ¢ekirdekleri ve uzantilari kirmizi renkte, acik bir sekilde gézlendi (Resim
4.16, 4.17, 4.18). Buna karsin 10 nM 3AB PARP inhibitorii ile tedavi edilen gruptaki Koni
fotoreseptorii yiizdesi, hi¢bir tedavi uygulanmayan rd2 grubundan daha yiiksek bulunsa da
bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (Resim 4.19). Bu bulguya iliskin istatistiksel
veriler Cizelge 4.11° de verildi ve gruplar aras1 karsilagtirmalar Sekil 4.16° da istatistiki

grafik olarak gosterildi.

Cizelge 4.11. Her iic PARP inhibit6riiniin en etkili dozlar ile tedavi uygulanan gruplarda
yer alan Koni fotoreseptdrlerinin ylizdesine iligkin tanimlayici istatistiksel

veriler
Grup Ortalama Deger Standart Hata (SEM) p Degeri
rd2 (Kontrol) 2,88 0,16 -
100 nM Olaparib 4,05 0,25 0,0040
3 nM BMN-673 4,09 0,22 0,0046
10 nM 3AB 3,55 0,29 0,1407
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Sekil 4.16. Her ii¢ PARP inhibitoriiniin en etkili dozlar1 ile tedavi uygulanan gruplarda yer
alan Koni fotoreseptorlerinin yiizdelerinin karsilastirilmasi (p**<0,01)

Koni fotoreseptorlerinin yogunluklarina iliskin yapilan in vitro kiiltiir caligmalarinda ise 100
nM Olaparib ve 3 nM BMN-673 tedavisi uygulanan retinalardaki Koni fotoreseptorii
yogunlugunun, hig¢bir tedavi uygulanmamis rd2 retina grubuna gdre anlamli sekilde daha
fazla oldugu; bu anlamliligin 3 nM BMN-673 grubunda belirgin sekilde daha yiiksek oldugu
bulundu. Buna karsin 10 nM 3AB PARP inhibitori ile tedavi edilen gruptaki Koni
fotoreseptorii yogunlugu, hicbir tedavi uygulanmayan rd2 grubundan daha yiiksek bulunsa
da bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Bu bulguya iligkin istatistiksel veriler Cizelge
4.12’ te verildi ve gruplar arasi karsilastirmalar Sekil 4.17 ‘te istatistiki grafik olarak
gosterildi. Ayrica TUNEL ile kolokalize olarak gergeklestirilen CAR boyamasinda her ii¢
PARP inhibitériiniin de Koni fotoreseptorii hiicre oliimlerini azaltmada basarili olduklari
ortaya kondu. Bu bulguya iligkin istatistiksel veriler Cizelge 4.13 ve 4.14’ te verildi ve

gruplar aras1 karsilagtirmalar Sekil 4.18 ve 4.19° da istatistiki grafik olarak gosterildi.

Cizelge 4.12. Her iic PARP inhibitoriiniin en etkili dozlar1 ile tedavi uygulanan gruplarda
g yg grup
yer alan Koni fotoreseptorlerinin birim alandaki yogunluklarina iliskin
tanimlayici istatistiksel veriler

Grup Ortalama Deger Standart Hata (SEM) p Degeri
rd2 (Kontrol) 0,61 0,03 -

100 nM Olaparib 0,85 0,07 0,0070
3nM BMN-673 0,95 0,03 0,0005
10 nM 3AB 0,74 0,04 0,2077
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Sekil 4.17. Her ii¢ PARP inhibitoriiniin en etkili dozlar1 ile tedavi uygulanan gruplarda yer
alan Koni fotoreseptorlerinin birim alandaki yogunluklarinin karsilagtirilmasi
(p**<0,01, p***<0,001, ns>0,05)

Cizelge 4.13. Her ii¢ PARP inhibitoriiniin en etkili dozlari ile tedavi uygulanan gruplarda
yer alan Koni fotoreseptorlerinin TUNEL ile kolokalize boyanmalarinin
yiizdesine iliskin tanimlayici istatistiksel veriler

Grup Ortalama Deger Standart Hata (SEM) p Degeri
rd2 (Kontrol) 0,88 0,09 -
100 nM Olaparib 0,32 0,03 <0,0001
3nM BMN-673 0,29 0,01 <0,0001
10 nM 3AB 0,44 0,07 0,0009
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Sekil 4.18. Her ii¢ PARP inhibitoriiniin en etkili dozlari ile tedavi uygulanan gruplarda yer

alan

TUNEL ile kolokalize

Koni

fotoreseptdrlerinin

karsilastirilmasi (p***<0,001, p****<0,0001)

ylizdelerinin
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Cizelge 4.14. Her ii¢ PARP inhibitoriiniin en etkili dozlari ile tedavi uygulanan gruplarda
yer alan Koni fotoreseptorlerinin TUNEL ile kolokalize boyanmalariin
birim alandaki yogunluklarina iligkin tanimlayici istatistiksel veriler

Grup Ortalama Deger Standart Hata (SEM) p Degeri
rd2 (Kontrol) 0,18 0,025 -
100 nM Olaparib 0,06 0,002 0,0002
3 nM BMN-673 0,06 0,008 0,0005
10 nM 3AB 0,10 0,021 0,0102
*
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Sekil 4.19. Her ti¢ PARP inhibitoriiniin en etkili dozlar1 ile tedavi uygulanan gruplarda yer
alan TUNEL ile kolokalize Koni fotoreseptorlerinin birim alandaki
yogunluklarinin karsilastirilmasi (p***<0,001, p*<0,01)

4.5. GFAP Bulgulan

GFAP (Glial fibriler asidik protein) Miiller hiicreleri tarafindan iiretilen ve kalitsal retinal
dejenerasyonlarda arttigi bilinen bir proteindir [282]. Retinadaki Miiller hiicrelerinin
aktivasyonunu gozlemlemek amaciyla GFAP antikoru ile gerceklestirdigimiz ¢alismada,
hi¢bir tedavi uygulanmamis rd2 PN 18 retinalar ile PAR ve TUNEL bulgular1 sayesinde, her
tic PARP inhibitoriiniin de en etkili dozlar1 olarak belirlemis oldugumuz 100 nM Olaparib,
3 nM BMN-673 ve 10 nM 3AB gruplarin karsilagtirdik.

Buna gore her tic PARP inhibit6rii de Miiller hiicre aktivasyonunu azaltiyor olmakla birlikte
bu sonu¢ 3 nM BMN-673 ve 10 nM 3AB gruplarinda istatistiksel olarak anlamliydi. Bu

gruplara ait mikroskopik goriintiilerde, Miiller hiicrelerin retinanin neredeyse tiim tabakalar
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boyunca yer alan uzantilari, fosforlu yesile boyanmis olarak goriintiilendi (Resim 20, 21, 22,
23). GFAP ile isaretlenen birim alandaki yogunluk, higbir tedavi uygulanmayan rd2 PN18
retina grubunda belirgin sekilde daha fazla iken 3 nM BMN-673 ve 10 nM 3AB gruplarinda
anlamli sekilde daha azdi. Bununla birlikte bu iki PARP inhibitorii ile tedavi edilen gruplar
arasinda anlamli bir farklilik bulunamadi. Bu bulgulara iliskin istatistiksel veriler Cizelge
4.15° te verildi ve gruplar arasi karsilagtirmalar Sekil 4.20 ‘de istatistiki grafik olarak
gosterildi.

Cizelge 4.15. Her ii¢ PARP inhibitoriiniin en etkili dozlar1 ile tedavi uygulanan gruplardaki
Miiller hiicre aktivasyonuna iliskin tanimlayicr istatistiksel veriler

Grup Ortalama Deger Standart Hata (SEM) p Degeri
rd2 (Kontrol) 4,14 0,35 -
100 nM Olaparib 3,35 0,25 0,1352
3 nM BMN-673 3,02 0,17 0,0192
10 nM 3AB 3,01 0,07 0,0410
*
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Sekil 4.20. Her ii¢ PARP inhibitériiniin en etkili dozlar ile tedavi uygulanan gruplara ait
GFAP yogunluklarinin karsilastirilmasi (p*<0,05, ns>0,05, GFAP: Glial fibriler
asidik protein)

4.6. CD9 Bulgulan

Retinadaki ekstraselliiler vezikiil (eV) aktivitesini gozlemlemek tizere CD9 antikoru ile in

Vivo retinal preparatlarda ve in vitro retinal kiiltiirlerde immiinfloresan boyamalar yapildi.
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In vivo retinal preparatlarda saglikli Wild type (WtBI6) fare retinalar ile kalitsal mutasyonlu
rd2 fare retinalar1 Post Natal (PN) 15, PN18 ve PN24. giinlerde olmak {izere karsilastirildi
(Resim 4.24 ve Resim 4.25).

PN15. giinde rd2 retinalarin fotoreseptor ¢ekirdeklerini iceren Dis Niiklear Tabakasindaki
(DNT) CD9 immiinreaktivitesi, Wt retinalara gore artmist1 ancak bu artis istatistiksel olarak
anlamli degildi. Immiinpozitifligin izlendigi alanlarda CD9 antikorunun tutulumu yogun
kirmizi alanlar olarak izleniyordu. Iimmiinreaksiyonun gdzlendigi retinalarda CD9 tutulumu,
RPE tabakasinda daha diffiiz sekilde izleniyorken 6zellikle Ganglioner tabakada daha net,
yogun tutulumlu kirmizi noktaciklar seklinde goriilityordu. Bu bulgulara iliskin istatistiksel
veriler Cizelge 4.16° te verildi ve gruplar arasi karsilagtirmalar Sekil 4.21” da istatistiki grafik

olarak gosterildi.

Cizelge 4.16. PN15. giine ait saglikli (WtB16) retinal dokular ile retinal dejenerasyon (rd2)
grubu arasinda, Dig Niiklear Tabaka’ da CD9 ifadelenmesine iliskin
tanimlayici istatistiksel veriler

Grup Ortalama Deger Standart Hata (SEM) p Degeri
WiBI6_PN15 2.22 0,18 0,25
Rd2_PN15 2.70 0,03 0,25
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Sekil 4.21. Post Natal 15. giine ait saglikli (WtBl6_PN15) retinal dokular ile retinal
dejenerasyonlu  (rd2_PN15) retinal dokularin, DNT’ lerindeki CD9
ifadelenmesinin karsilastirilmasi (ns>0,05, DNT: Dis Niiklear Tabaka)
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PN18. giinde rd2 retinalarin fotoreseptdr ¢ekirdeklerini iceren Dis Niiklear Tabakasindaki
CD9 immiinreaktivitesi, Wt retinalara gore istatistiksel olarak anlamli sekilde artmisti.
Immiinpozitifligin izlendigi alanlarda CD9 antikorunun tutulumu yogun kirmizi alanlar
olarak izleniyordu. WtBI6 PN18 retinalarda ise bu kirmizi alanlarin yalnizca RPE tabakasi
ile smirlt kaldigi, dis niiklear tabakada neredeyse hi¢ tutulum goriilmezken i¢ niiklear
tabakada ise oldukga az alanda CD9 immiinpozitif alanlarin oldugu gozlendi. PN18. giine
ait retinalarda Ganglion hiicre c¢ekirdeklerini iceren Ganglioner Tabaka’ da da CD9
immiinreaktivitesi karsilagtirmalar1 yapildi. Buna goére rd2 retinalarin Ganglioner
tabakasindaki CD9 tutulumu da Wt retinalarin Ganglioner tabakasindaki tutulum ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli seklide artmisti. PN18’ e ait tiim retinalarda
da CD9 immiinreaksiyonu RPE tabakasinda daha dagmik ve diffiz goriiniimdeyken
Ganglion hiicre tabakasinda daha net, sinirlar1 belirli, kirmizi noktalar seklinde izlendi
(Resim 4.26 ve Resim 4.27). Bu bulgulara iliskin istatistiksel veriler Cizelge 4.17 ve Cizelge
4.18 da verilirken gruplar aras1 karsilagtirmalar da Sekil 4.22 ve Sekil 4.23” de istatistiki
grafik olarak gosterildi.

Cizelge 4.17. PN18. giine ait saglikli (WtB16) retinal dokular ile retinal dejenerasyon (rd2)
grubu arasinda, Dis Niiklear Tabaka’ da, CD9 ifadelenmesine iligskin
tanimlayici istatistiksel veriler

Grup Ortalama Deger Standart Hata (SEM) p Degeri
WiBI6_PN18 1.93 0,09 0,03
Rd2_PN18 3.08 0,16 0,03
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Sekil 4.22. Post Natal 18. giine ait saglikli (WtB16_PN18) retinal dokular ile retinal
dejenerasyonlu  (rd2_PN18)
ifadelenmesinin karsilagtirilmasi (p*<0,05; DNT: Dis Niiklear Tabaka)

Cizelge 4.18. PN18. giine ait saglikli (WtBI16) retinal dokular ile retinal dejenerasyon (rd2)

grubu arasinda, Ganglioner Tabaka’

retinal  dokularin,

tanimlayici istatistiksel veriler

DNT’

lerindeki

CD9

da, CD9 ifadelenmesine iliskin

Grup Ortalama Deger Standart Hata (SEM) p Degeri
WiBI6_PN18 0,22 0,008 0,02
Rd2_PN18 0,34 0,030 0,02
*
1
0.4
§ D
B3
% g 0.3_
8~ —
c
= 8 0.2
22
21
=5 _
2 0.1
© O
o
0-0 I I
Wt_PN18 rd2_PN18

Sekil 4.23. Post Natal 18. giine ait saglikli (WtBl6_PN18) retinal dokular ile retinal
dejenerasyonlu  (rd2_PN18)
ifadelenmesinin karsilagtirilmasi (p*<0,05; GHT: Ganglioner Hiicre Tabakas1)

retinal  dokularin,

GHT’

lerindeki

CD9
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P24. giinde in vivo retinal dokulara ait WtBI6 retinalar ile rd2 retinalar, Dis Niiklear
Tabakalar1 goz oniine alinarak karsilagtirildi. Buna goére Wt retinalar ile rd2 retinalar arasinda
CD9 immiinreaktivitesi bakimindan hem niteliksel hem de niceliksel olarak anlaml1 bir fark
bulunmadi. Her iki grubun da CD9 immiinpozitifligi birbirine oldukg¢a yakindi. Bu bulgulara
iliskin istatistiksel veriler Cizelge 4.19” de verilirken gruplar arasi karsilastirmalar da Sekil

4.24 “te istatistiki grafik olarak gosterildi.

Cizelge 4.19. PN24. giine ait saglikli (WtBI16) retinal dokular ile retinal dejenerasyon (rd2)
grubu arasinda, Dis Niiklear Tabaka’ da, CD9 ifadelenmesine iliskin

tanimlayici istatistiksel veriler

Grup Ortalama Deger Standart Hata (SEM) p Degeri
WiBI6_PN24 2,88 0,28 >0,99
Rd2_PN24 2,98 0,07 >0,99
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Sekil 4.24. Post Natal 24. giine ait saglikli (WtB16_PN24) retinal dokular ile retinal
dejenerasyonlu  (rd2_PN24) retinal dokularin, DNT’ lerindeki CD9
ifadelenmesinin karsilagtirilmasi (ns>0,05; DNT: Dis Niiklear Tabaka)

Bununla birlikte PN15, PN18 ve PN24’ e iliskin WtBI6 ve rd2 retinalarinin fotoreseptor
¢ekirdeklerini i¢eren tabakalarindaki (Dis Niiklear Tabaka) CD9 tutulumu i¢in PN15, PN18
ve PN24 verilerinin bir arada degerlendirildigi karsilastirmali istatistiksel grafik Sekil 4.25’

te gosterildi.



84

3.5 *
— -~ W1iBI6

ns
-2 rd2

DNT' deki CD9(+) Alan Yiizdesi
tn
|

1.5-— T T T
15 18 21 24

Giinler

Sekil 4.25. Post Natal 15, 18 ve 24. giinlere ait WtBI6 retinal dokularla rd2 retinal dokularn,
DNT’ lerindeki CD9 ifadelenmesinin karsilastirilmast (ns>0,05, p*<0,05,
DNT:D1s Niiklear Tabaka)

In vitro kiiltiirlerde CD9 immiinreaksiyonunun arastirildigi ¢alismada ise hicbir tedavi
uygulanmamis olan rd2 retinalar ile; PARP inhibitorlerinin en etkili dozlar1 oldugu PAR ve
TUNEL bulgular ile saptanan, 100 nM Olaparib, 3 nM BMN-673 ve 10 nM 3AB tedavisi
uygulanan rd2 fare retinalar karsilastirildi. Bu karsilastirma retinalara ait fotoreseptor
cekirdeklerini iceren Dis Niiklear Tabaka’ daki verilerle gergeklestirildi. Tiim gruplarda
CD9 immiinpozitifligi retinaya ait neredeyse tiim tabakalarda parlak kirmizi boyanma ile
karakterize sekilde yer aliyordu (Resim 4.28, 4.29, 4.30, 4.31). Yapilan karsilastirmalara
gore hicbir tedavi uygulanmayan rd2 grubunda CD9 immiinpozitifligi, diger tedavi
uygulanan gruplara gore daha yiiksekken her ii¢ PARP inhibitoriiniin de bu immiinpozitifligi
azaltign ancak bu farkin hi¢bir grupta anlamli olmadigi gorildi. Yine de CD9
immiinpozitifligini azaltmada en etkin grup 3 nM BMN-673 tedavisi uygulanan grup oldu.
Bu bulgulara iliskin istatistiksel veriler Cizelge 4.20° de verilirken gruplar arasi

karsilastirmalar da Sekil 4.26 ‘da istatistiki grafik olarak gosterildi.

Cizelge 4.20. Her li¢ PARP inhibitoriiniin en etkili dozlari ile tedavi uygulanan gruplardaki
CD9 pozitif alanlarin yiizdelerine iliskin tanimlayici istatistiksel veriler

Grup Ortalama Deger Standart Hata (SEM) p Degeri
rd2 (Kontrol) 3,45 0,49 -

100 nM Olaparib 2,81 0,35 0,6177
3 nM BMN-673 2,40 0,07 0,1443
10 nM 3AB 2,88 0,61 0,4101




85

DNT' deki CD9(+) Alan Yuzdesi

Sekil 4.26. Her ii¢ PARP inhibitoriiniin en etkili dozlar ile tedavi uygulanan gruplara ait
CD9 pozitif alan yiizdelerinin karsilastiriimalari (ns>0,05)

4.7. Rhodopsin Bulgular

Retinalardaki dig katman (Outer segment) gelisimini incelemek {izere hem in vivo retinal

preparatlarda hem in vitro retinal kiiltiirlerde Rhodopsin antikoru ile boyamalar yapildi.

In vivo retinal doku preparatlarinda Post Natal (PN) 18. giine ait saglikl1 retinalar (Wt PN18)
ile retinal dejenerasyonlu (rd2 PN18) retinalar karsilagtirildi. Wt PN 18 retinal kiiltiirlerin Dig
Segment’ indeki (DS) Rhodopsin immiinreaksiyonu, rd2 PN18 retinal dokularin dis
segmentindeki immiinreaktiviteye gore anlamli sekilde daha fazlaydi. Pozitif
immiinreaktivitenin goriildiigi alanlar fosforlu yesil ile boyanmis olarak izlendi (Resim 4.32
ve Resim 33). Bu bulgulara iligkin istatistiksel veriler Cizelge 4.21° de verildi ve gruplar

arasi karsilagtirmalar da Sekil 4.27 “de istatistiki grafik olarak gosterildi.

Cizelge 4.21. PN18. giine ait saglikli (WtBI16) retinal dokular ile retinal dejenerasyon (rd2)
grubu arasinda, Dis Segment’ te, Rhodopsin ifadelenmesine iliskin
tanimlayici istatistiksel veriler

Grup Ortalama Deger Standart Hata (SEM) p Degeri
WiBI6_PN18 3,55 0,18 0,0018
Rd2_PN18 1,66 0,17 0,0018
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Sekil 4.27. Saglikli (WtB16) PN18 retinalar ile retinal dejenerasyonlu (rd2 PN18) retinalarin
dis segmentlerindeki Rhodopsin ifadelenmesinin karsilagtirilmasi (p**<0,01)

In vitro kiiltiirlerde ise higbir tedavi uygulanmayan rd2_PN18 kiiltiirler ile 100nM Olaparib
ve 3nM BMN-673 tedavileri uygulanan retina gruplari karsilastirildi. Tiim retinalarin RPE
tabakasindaki Rhodopsin antikoru tutulumu incelendi. Buna gore higbir tedavi
uygulanmayan rd2 PN18 retinalarin RPE tabakasindaki Rhodopsin immiinreaksiyonu zayif
tutulum gosteriyordu. 100nM Olaparib tedavisi uygulanan retinalarin RPE tabakasindaki
Rhodopsin immiinreaktivitesi rd2 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha
fazlaydi (Resim 4.34 ve Resim 4.35). 3nM BMN-673 tedavisi uygulanan grupta ise higbir
tedavi uygulanmayan rd2 grubuna gore oldukca belirgin ve istatistiksel olarak da anlamli
olacak sekilde dis segmentteki Rhodopsin immiinreaktivitesinde bir artis sz konusuydu
(Resim 4.36). Herhangi bir tedavi uygulanmayan rd2 grubu ile birlikte her iki tedavi
grubunun da dahil oldugu istatistiksel karsilastirmada tedavi gruplarmin Rhodopsin
immiinpozitifligini arttirdigi, fakat bu artisin yalnizca 3nM BMN-673 grubunda istatistiksel
olarak anlamli bulundugu gosterildi. Tiim bu bulgulara iliskin istatistiksel veriler Cizelge
4.22° de verildi ve gruplar arasi karsilagtirmalar da Sekil 4.28 ‘de istatistiki grafik olarak
gosterildi.

Cizelge 4.22. Her iki PARP inhibitoriiniin en etkili dozlari ile tedavi uygulanan gruplardaki
Rhodopsin yogunluguna iligkin tanimlayici istatistiksel veriler

Grup Ortalama Deger Standart Hata (SEM) p Degeri
rd2 (Kontrol) 1,66 0,19 -

100 nM Olaparib 2,88 0,43 0,06

3 nM BMN-673 3,27 0,30 0,02
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Sekil 4.28. Her iki PARP inhibitoriiniin en etkili dozlar1 ile tedavi uygulanan gruplarda birim
alandaki Rhodopsin yogunlugunun karsilastirilmasi (ns>0,05, p*<0,05)



88

Resim 4.1. Rd2 grubuna ait immiinohistokimyasal inceleme 1In vitro rd2 grubuna ait retinal
kesitlerde PAR immiinreaksiyonu gergeklesen siyaha boyanmis fotoreseptor
hiicre ¢ekirdekleri ( == ) yogun olarak izleniyor RPE: Retina Pigment Epiteli,
DNT: Dis Niiklear Tabaka, INT: I¢ Niiklear Tabaka, GHT: Ganglion Hiicre
Tabakasi (PAR antikoru, DAB boyamas1 X200)
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Resim 4.2. Olaparib grubuna ait immiinohistokimyasal incelemeler In vitro Olaparib
tedavisi uygulanan retinal kesitlerde PAR immiinreaksiyonu gerceklesen siyaha
boyanmis fotoreseptor hiicre gekirdekleri (== ) izleniyor (A) 10 nM Olaparib
grubunda ve (C) 1 uM Olaparib grubunda orta yogunlukta PAR birikimi
mevcutken (D) 10 uM Olaparib grubunda Olaparib tedavisi uygulanan gruplar
arasinda en yogun PAR birikimi izleniyor (B) 100 nM Olaparib tedavisi
uygulanan grupta ise PAR immiinreaktivitesi en az sekilde izleniyor RPE:
Retina Pigment Epiteli, DNT: Dis Niiklear Tabaka, INT: I¢ Niiklear Tabaka,
GHT: Ganglion Hiicre Tabakasi (PAR antikoru, DAB boyamasi X200)
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Resim 4.3. BMN-673 grubuna ait immiinohistokimyasal incelemeler In vitro BMN-673
tedavisi uygulanan retinal kesitlerde PAR immiinreaksiyonu ger¢eklesen siyaha
boyanmis fotoreseptor hiicre gekirdekleri (== ) (A) 1nM BMN-673 grubunda
ve (C) 10nM BMN-673 grubunda ortadan siddetliye dogru yogunlukta, (B) 3nM
BMN-673 grubunda belirgin sekilde daha az izleniyor RPE: Retina Pigment
Epiteli, DNT: Dis Niiklear Tabaka, INT: I¢ Niiklear Tabaka, GHT: Ganglion
Hiicre Tabakasi (PAR antikoru, DAB boyamasi1 X200)
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Resim 4.4. 3AB grubuna ait immiinohistokimyasal incelemeler in vitro 3AB PARP
inhibitérii tedavisi uygulanan retinal kesitlerde PAR immiinreaksiyonu
gerceklesen siyaha boyanmis fotoreseptor hiicre ¢ekirdekleri (== ) (A) 1nM
3AB grubunda ve (D) 1uM 3AB grubunda en yogun sekilde, (B) 10nM 3AB
grubunda ise belirgin sekilde azalmis olarak izleniyor (C) 100nM 3AB PARP
inhibitdrii ile tedavi edilen grupta ise PAR pozitif hiicre ¢ekirdeklerinin A ve D
gruplarindan daha az, fakat B grubundan ise daha fazla oldugu izleniyor RPE:
Retina Pigment Epiteli, DNT: Dis Niiklear Tabaka, INT: I¢ Niiklear Tabaka,
GHT: Ganglion Hiicre Tabakasi (PAR antikoru, DAB boyamasi X200)
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Resim 4.5. Rd2 grubuna ait TUNEL incelemesi In vitro rd2 grubuna ait retinal kesitlerde
TUNEL pozitif fotoreseptor hiicre ¢ekirdekleri (== ) fosforlu yesile boyanmis
olarak izleniyor DNT: Dis Niiklear Tabaka, INT: I¢ Niiklear Tabaka, GHT:
Ganglion Hiicre Tabakas1 (TUNEL metodu, X200)
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Resim 4.6.

Olaparib grubuna ait TUNEL incelemeleri In vitro Olaparib tedavisi uygulanan
retinal kesitlerde TUNEL pozitif fotoreseptor hiicre ¢ekirdekleri (== ) fosforlu
yesile boyanmis sekilde izleniyor (D) 10uM Olaparib uygulanan grupta higbir
tedavi uygulanmayan rd2 grubuna yakin yogunlukta TUNEL pozitif
fotoreseptorler mevcutken, (B) 100nM Olaparib tedavisi uygulanan grupta
fotoreseptdr hiicre 6liimlerinin en az oldugu ve (C) 1uM Olaparib uygulanan
grupta ise TUNEL ile isaretlenen fotoreseptor hiicre liimiiniin (B) grubuna
yakin oldugu izleniyor (A) 10nM Olaparib tedavisi uygulanan grupta ise goreceli
karsilastirmaya gore orta seviyede fotoreseptor hiicre 6liimii izleniyor DNT: Dig
Niiklear Tabaka, INT: I¢ Niiklear Tabaka, GHT: Ganglion Hiicre Tabakasi
(TUNEL metodu, X200)
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Resim 4.7. BMN-673 grubuna ait TUNEL incelemeleri  In vitro BMN-673 tedavisi
uygulanan retinal kesitlerde TUNEL pozitif fotoreseptor hiicre ¢ekirdekleri (==
) fosforlu yesile boyanmis sekilde (A) 1nM BMN-673 grubunda orta
yogunlukta, (B) 3nM BMN-673 grubunda gorece ¢ok daha az, (C) 10nM BMN-
673 grubunda ise ¢ok belirgin bir artigla izleniyor DNT: Dis Niiklear Tabaka,
INT: I¢ Niiklear Tabaka, GHT: Ganglion Hiicre Tabakas1 (TUNEL metodu,
X200)
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Resim 4.8. 3AB grubuna ait TUNEL incelemeleri In vitro 3AB PARP inhibitorii tedavisi
uygulanan retinal kesitlerde TUNEL pozitif fotoreseptor hiicre c¢ekirdekleri
(== ) fosforlu yesile boyanmis sekilde (A) InM BMN-673 grubunda ve (D) 1uM
3AB grubunda yogun sekilde, (B) 10nM 3AB grubunda gorece ¢ok daha az, (C)
100nM 3AB grubunda ise orta yogunlukta izleniyor DNT: Dig Niiklear Tabaka,
INT: I¢ Niiklear Tabaka, GHT: Ganglion Hiicre Tabakas1 (TUNEL metodu,
X200)



Resim 4.9. Rd2 grubuna ait DNT kalinlig1 incelemesi In vitro rd2 retinal kesite ait Dis
Niiklear Tabaka (DNT) kalinlig1 40 nm olarak izleniyor INT: I¢ Niiklear

Tabaka, GHT: Ganglion Hiicre Tabakas1 (DAPI, X200)

Resim 4.10. En etkili Olaparib grubuna ait DNT kalinlig: incelemesi In vitro 100 nM Olaparib
grubundaki retinal kesite ait Dig Niiklear Tabaka (DNT) kalinligi 53 nm olarak
izleniyor INT: I¢ Niiklear Tabaka, GHT: Ganglion Hiicre Tabakas1 (DAPI, X200)




Resim 4.11. En etkili BMN-673 grubuna ait DNT kalinlig1 incelemesi in vitro 3 nM BMN-673
grubundaki retinal kesite ait Dig Niiklear Tabaka (DNT) kalinlig1 58 nm olarak

izleniyor INT: I¢ Niiklear Tabaka, GHT: Ganglion Hiicre Tabakas1 (DAPI, X200)

Resim 4.12. En etkili 3AB grubuna ait DNT kalmlig incelemesi in vitro 10 nM 3AB grubundaki
retinal kesite ait Dis Niiklear Tabaka (DNT) kalmhg1 51 nm olarak izleniyor INT:
I¢ Niiklear Tabaka, GHT: Ganglion Hiicre Tabakas1 (DAPI, X200)
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Resim 4.13.

WitBl6_PN18 farelere ait Koni fotoreseptorlerinin immiinfloresan yontemle
incelenmeleri In vivo WtBI6 grubuna ait Post Natal (PN 18) giiniindeki retinal
kesitlerde (A) Optik sinire en yakin alandaki, (B) Optik sinire orta mesafe
uzakliktaki, (C) Optik sinire en uzak alandaki Cone-Arrestin boyamasi ile
immiinreaktivite gosteren Koni fotoreseptorleri izleniyor WtBI6 in vivo retinal
kiiltiirlerde en yogun Cone-Arrestin immiinreaktivitesi Optik sinire orta mesafe
uzakliktaki alan olan (B) grubunda izlenirken, (B’) grubunda ise Optik sinire
orta mesafe uzakliktaki retinal kesitin Cone-Arrestin, DAPI ve TUNEL ile
kolokalize boyanmasi izleniyor Opt.S: Optik Sinir, DNT: Dis Niiklear Tabaka
(Cone-Arrestin antikoru, X200)
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Resim 4.14. Rd2 PN18 farelere ait Koni fotoreseptorlerinin immiinfloresan yontemle

incelenmeleri In vivo rd2 grubuna ait Post Natal (PN18) giiniindeki retinal
kesitlerde (A) Optik sinire en yakin alandaki, (B) Optik sinire orta mesafe
uzakliktaki, (C) Optik sinire en uzak alandaki Cone-Arrestin boyamasi ile
immiinreaktivite gosteren Koni fotoreseptorleri izleniyor Rd2 in vivo retinal
dokularda gorece en yogun Cone-Arrestin immiinreaktivitesi Optik sinire en
yakin alan olan (A) grubunda izlenirken, optik sinire orta mesafe uzakliktaki
(B) grubunda ise Koni fotoreseptorlerinin belirgin sekilde azalmis olduklari,
optik sinirin en uzagindaki alanda yer alan kesitlerden olugan (C) grubunda ise
Koni fotoreseptorlerinin A grubundan belirgin sekilde daha az oldugu, B
grubuna ise yakin oldugu izleniyor (B’) grubunda ise Optik sinire orta mesafe
uzakliktaki retinal kesitin Cone-Arrestin, DAPI ve TUNEL ile kolokalize
boyanmasi izleniyor Opt.S: Optik Sinir, DNT: Dis Niiklear Tabaka (Cone-
Aurrestin antikoru, X200)
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Resim 4.15. Rd2 PN24 farelere ait Koni fotoreseptorlerinin immiinfloresan yontemle
incelenmeleri  In vivo rd2 grubuna ait Post Natal (PN24) giiniindeki retinal
kesitlerde (A) Optik sinire en yakin alandaki, (B) Optik sinire orta mesafe
uzakliktaki, (C) Optik sinire en uzak alandaki Cone-Arrestin boyamasi ile
immiinreaktivite gosteren Koni fotoreseptorleri izleniyor Rd2 PN24 in vivo
retinal dokularda Cone-Arrestin immiinreaktivitesinin WtBI6 in vivo ve rd2
PN18 in vivo gruplarina gore belirgin sekilde azalmig oldugu, (B”) grubunda
ise Optik sinire orta mesafe uzakliktaki retinal kesitin Cone-Arrestin, DAPI ve
TUNEL ile kolokalize boyanmas izleniyor Opt.S: Optik Sinir, RPE: Retina
Pigment Epiteli, DNT: Dis Niiklear Tabaka (Cone-Arrestin antikoru, X200)
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Resim 4.16. Rd2 grubuna ait Koni fotoreseptorlerinin immiinfloresan yontemle incelenmesi
In vitro rd2 PN18 grubuna ait retinal kesitlerde (A) Cone-Arrestin
immureaktivitesi ile gosterilen Koni fotoreseptorleri (== ), (B) ayni kesite ait
DAPI, TUNEL ve Cone-Arrestin kolokalize immiinfloresans goriintiisii
izleniyor DNT: Dis Niiklear Tabaka, INT: ¢ Niiklear Tabaka (Cone-Arrestin
antikoru, X200)

Resim 4.17. En etkili Olaparib grubuna ait Koni fotoreseptorlerinin immiinfloresan yontemle
incelenmesi In vitro 100nM Olaparib tedavisi uygulanan gruba ait retinal
kesitlerde (A) Cone-Arrestin immureaktivitesi ile gosterilen Koni
fotoreseptorleri (== ), (B) aym kesite ait DAPI, TUNEL ve Cone-Arrestin
kolokalize immiinfloresans goriintiisii izleniyor DNT: Dig Niiklear Tabaka,
INT: I¢ Niiklear Tabaka (Cone-Arrestin antikoru, X200)
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Resim 4.18. En etkili BMN-673 grubuna ait Koni fotoreseptorlerinin immiinfloresan
yontemle incelenmesi In vitro 3nM BMN-673 tedavisi uygulanan gruba ait
retinal kesitlerde (A) Cone-Arrestin immureaktivitesi ile gosterilen Koni
fotoreseptorleri (== ), (B) aymi kesite ait DAPI, TUNEL ve Cone-Arrestin
kolokalize immiinfloresans goriintiisii izleniyor DNT: Dis Niiklear Tabaka,
INT: i¢ Niiklear Tabaka (Cone-Arrestin antikoru, X200)

Resim 4.19. En etkili 3AB grubuna ait Koni fotoreseptorlerinin immiinfloresan yontemle
incelenmesi In vitro 10nM 3AB tedavisi uygulanan gruba ait retinal kesitlerde
(A) Cone-Arrestin immureaktivitesi ile gosterilen Koni fotoreseptorleri (== ),
(B) ayn1 kesite ait DAPI, TUNEL ve Cone-Arrestin kolokalize immiinfloresans
goriintiisii izleniyor DNT: Dis Niiklear Tabaka, INT: I¢ Niiklear Tabaka
(Cone-Arrestin antikoru, X200)
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Resim 4.20. Rd2 grubundaki Miiller hiicre aktivitesinin immiinfloresan yoOntemle
incelenmesi in vitro rd2 PN18 grubuna ait retinal kesitlerde, kesitin tiim
tabakalar1 boyunca dikey yayilim gosteren Miiller hiicre aktivitesi, fosforlu
yesil goriinen GFAP immiinfloresans goriintlisti ile izleniyor DNT: Dig
Niiklear Tabaka, INT: i¢ Niiklear Tabaka (GFAP antikoru, X200)



Resim 4.21. En etkili Olaparib grubundaki Miiller hiicre aktivitesinin immiinfloresan yontemle
incelenmesi In vitro 100nM Olaparib tedavisi uygulanan gruba ait retinal kesitlerde,
kesitin tiim tabakalart boyunca dikey yayillim gosteren Miiller hiicre aktivitesi,
fosforlu yesil goriinen GFAP immiinfloresans goriintiisii ile izleniyor DNT: Dig
Niiklear Tabaka, INT: I¢ Niiklear Tabaka (GFAP antikoru, X200)
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Resim 4.22. En etkili BMN-673 grubundaki Miiller hiicre aktivitesinin immunfloresan
yontemle incelenmesi In vitro 3nM BMN-673 tedavisi uygulanan gruba ait
retinal kesitlerde, kesitin tiim tabakalar1 boyunca Miiller hiicre aktivitesi,
fosforlu yesil gériinen GFAP immunfloresans goriintiisii ile izleniyor DNT: D1
Niiklear Tabaka, INT: i¢ Niiklear Tabaka (GFAP antikoru, X200)



Resim 4.23. En etkili 3AB grubuna ait Miiller hiicre aktivitesinin immiinfloresan yontemle
incelenmesi In vitro 10nM 3AB tedavisi uygulanan gruba ait retinal kesitlerde,
kesitin tiim tabakalar1 boyunca dikey yayilim gosteren Miiller hiicre aktivitesi,
fosforlu yesil goriinen GFAP immiinfloresans goriintiisii ile izleniyor DNT: Disg
Niiklear Tabaka, INT: I¢ Niiklear Tabaka (GFAP antikoru, X200)
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Resim 4.24. WtBI6 farelerde post natal 15, 18 ve 24. giinlerde DNT’ de eV aktivitesinin
immiinfloresan ydntemle incelenmesi In vivo Wild type (WtB16) fare retinal
dokularinda (A) Post Natal 15 (PN15), (B) PN18 ve (C) PN24 giinlere ait
ekstraselliiler vezikiil (eV) aktiviteleri ) kirmizi noktaciklar seklinde
goriinen CD9 immiinreaktivitesi ile immiinfloresans olarak izlenirken, (B”)
grubunda ise B grubuna ait retinal kesitin DAPI ile kolokalize boyanmasi
izleniyor DNT: Dis Niiklear Tabaka, INT: i¢ Niiklear Tabaka, GHT: Ganglion
Hiicre Tabakas1 (CD9 antikoru, X200)
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Resim 4.25. Rd2 farelerde post natal 15, 18 ve 24. giinlerde DNT’ de eV aktivitesinin
immiinfloresan yéntemle incelenmesi In vivo rd2 fare retinal dokularinda (A)
Post Natal 15. giine ait (PN15), (B) PN18’ e ait, (C) PN24’ ¢ ait ekstraselliiler
vezikiil (eV) aktiviteleri (O) kirmiz1 noktaciklar seklinde goriinen CD9
immiinreaktivitesi ile immiinfloresans olarak izlenirken, (B’) grubunda ise B
grubuna ait retinal kesitin DAPI ile kolokalize boyanmasi izleniyor DNT: Dig
Niiklear Tabaka, INT: I¢ Niiklear Tabaka, GHT: Ganglion Hiicre Tabakasi
(CD9 antikoru, X200)
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Resim 4.26. WtBI6 PN18 farelerde retinanin tiim tabakalarinda eV aktivitesinin
immiinfloresan yéntemle incelenmesi In vivo Wild type (WtB16) PN18 fare
retinal dokularinda ekstraselliiler vezikiil (eV) aktiviteleri ( ) kirmizi
noktaciklar seklinde goriinen CD9 imminreaktivitesi ile immiinfloresans
olarak (A) retinal kesitin tiim tabakalarinda, (B) A grubuna ait retinal kesitin
DAPI ile kolokalize boyanmasi ile birlikte, (B1) WtBI6 PN18 fare retinal
kesitinin RPE tabakasinda, (B2) WtBI6 PN18 fare retinal kesitinin DNT
tabakasinda, (B3) WitBI6 PN18 fare retinal kesitinin GHT tabakasinda
izleniyor DNT: Dis Niiklear Tabaka, INT: I¢ Niiklear Tabaka, GHT:
Ganglion Hiicre Tabakas1 (CD9 antikoru, X200)
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Resim 4.27. Rd2 PNI8 farelerde retinanin tiim tabakalarinda eV aktivitesinin
immiinfloresan ydntemle incelenmesi In vivo rd2 PNI8 fare retinal
dokularinda ekstraselliiler vezikiil aktiviteleri (O) kirmizi noktaciklar
seklinde goriinen CD9 immiinreaktivitesi ile immiinfloresans olarak (A)
retinal kesitin tiim tabakalarinda, (B) A grubuna ait retinal kesitin DAPI ile
kolokalize boyanmasi seklinde, (B1l) RPE tabakasinda, (B2) DNT
tabakasinda, (B3) GHT tabakasinda izleniyor DNT: Dis Niiklear Tabaka,
INT: I¢ Niiklear Tabaka, GHT: Ganglion Hiicre Tabakasi: (CD9 antikoru,
X200)
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Resim 4.28. Rd2 grubuna ait retinalarda eV aktivitesinin immiinfloresan yontemle
incelenmesi In vitro rd2 PN18 fare retinal kiiltiirlerinde retinal kesitin Dis
Niiklear Tabakasi’ ndaki ekstraselliiler vezikiil (eV) aktivitesi kirmizi
noktaciklar seklinde goriinen CD9 imminreaktivitesi ile immiinfloresans
olarak izleniyor DNT: D1s Niiklear Tabaka, INT: I¢ Niiklear Tabaka, GHT:
Ganglion Hiicre Tabakas1 (CD9 antikoru, X200)
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Resim 4.29. En etkili Olaparib grubuna ait retinalarda eV aktivitesinin immiinfloresan
yontemle incelenmesi In vitro 100nM Olaparib tedavisi uygulanan rd2 PN18
fare retinal kiiltiirlerinde retinal kesitin Dis Niiklear Tabakasi® ndaki
ekstraselliiler vezikiil (€V) aktivitesi kirmizi noktaciklar seklinde goriinen CD9
immiinreaktivitesi ile immiinfloresans olarak izleniyor DNT: Dis Niiklear
Tabaka, INT: I¢ Niiklear Tabaka, GHT: Ganglion Hiicre Tabakasi (CD9
antikoru, X200)
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Resim 4.30. En etkili BMN-673 grubuna ait retinalarda eV aktivitesinin immiinfloresan
yontemle incelenmesi In vitro 3nM BMN-673 tedavisi uygulanan rd2 PN18
fare retinal kiiltiirlerinde retinal kesitin Dis Niiklear Tabakasi® ndaki
ekstraselliiler vezikiil (€V) aktivitesi kirmizi noktaciklar seklinde goriinen CD9
immiinreaktivitesi ile immiinfloresans olarak izleniyor DNT: Dis Niiklear
Tabaka, INT: I¢ Niiklear Tabaka, GHT: Ganglion Hiicre Tabakasi (CD9

antikoru, X200)
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Resim 4.31. En etkili 3AB grubuna ait retinalarda eV aktivitesinin immiinfloresan yontemle
incelenmesi In vitro 10nM 3AB tedavisi uygulanan rd2 PN18 fare retinal
kiiltiirlerinde retinal kesitin Dis Niiklear Tabakas1’ ndaki ekstraselliiler vezikiil
aktivitesi (eV) kirmizi noktaciklar seklinde goriinen CD9 immiinreaktivitesi ile
immiinfloresans olarak izleniyor DNT: Dis Niiklear Tabaka, INT: I¢ Niiklear
Tabaka, GHT: Ganglion Hiicre Tabakasi (CD9 antikoru, X200)
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Resim 4.32. WtBI6_PN18 farelerde rodopsin ifadelenmesinin immiinfloresan yontemle
incelenmesi in vivo Wild type (WtB16) post natal 18 giiniine ait (PN18) retinal
kesitin Dis Segment’ indeki (DS) Rodopsin ifadelenmesi Rho
immiinreaktivitesi ile fosforlu yesile boyanmis olarak, DAPI kolokalize
boyanmasi esliginde izleniyor DS: Dis Segment, DNT: Dis Niiklear Tabaka,

INT: I¢ Niiklear Tabaka, GHT: Ganglion Hiicre Tabakasi (Rhodopsin
antikoru, X200)
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Resim 4.33. Rd2_PN18 farelerde rodopsin ifadelenmesinin immiinfloresan yontemle
incelenmesi In vivo rd2 post natal 18 giiniine ait (PN18) retinal kesitin Dis
Segment’ indeki (DS) Rodopsin ifadelenmesi Rho immiinreaktivitesi ile
fosforlu yesile boyanmis olarak, DAPI kolokalize boyanmas1 esliginde
izleniyor DS: Dis Segment, DNT: Dis Niiklear Tabaka, INT: I¢ Niiklear
Tabaka, GHT: Ganglion Hiicre Tabakas1 (Rhodopsin antikoru, X200)
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Resim 4.34. Rd2 grubuna ait farelerde rodopsin ifadelenmesinin immiinfloresan yontemle
incelenmesi Tedavi uygulanmayan in vitro rd2 post natal 18. giine ait retinal
kesitin  Dis Segment’ indeki (DS) Rodopsin ifadelenmesi Rho
immiinreaktivitesi ile fosforlu yesile boyanmis olarak, DAPI kolokalize
boyanmas esliginde izleniyor DS: Dis Segment, DNT: Dis Niiklear Tabaka,
INT: I¢ Niiklear Tabaka, GHT: Ganglion Hiicre Tabakas1 (Rhodopsin antikoru,
X200)
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Resim 4.35. En etkili Olaparib grubunda rodopsin ifadelenmesinin immiinfloresan yontemle
incelenmesi  100nM Olaparib tedavisi uygulanan in vitro rd2 post natal 18
glinline ait retinal kesitin Dig Segment’ indeki (DS) Rodopsin ifadelenmesi
Rho immiinreaktivitesi ile fosforlu yesile boyanmis olarak, DAPI kolokalize
boyanmas esliginde izleniyor DS: Dis Segment, DNT: Dis Niiklear Tabaka,
INT: I¢ Niiklear Tabaka, GHT: Ganglion Hiicre Tabakas1 (Rhodopsin antikoru,
X200)
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Resim 4.36. En etkili BMN grubunda rodopsin ifadelenmesinin immiinfloresan yontemle
incelenmesi  3nM BMN-673 tedavisi uygulanan in vitro rd2 post natal 18.
giine ait retinal kesitin D1s Segment’ indeki (DS) Rodopsin ifadelenmesi, Rho
immiinreaktivitesi ile fosforlu yesile boyanmis olarak DAPI kolokalize
boyanmas esliginde izleniyor DS: Dis Segment, DNT: Dis Niiklear Tabaka,
INT: I¢ Niiklear Tabaka, GHT: Ganglion Hiicre Tabakas1 (Rhodopsin antikoru,
X200)
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5. TARTISMA

Kalitsal retinal dejenerasyonlar, g¢esitli genlerdeki mutasyonlara bagli olarak otozomal
dominant, otozomal resesif, X-kromozomu iliskili, dijenik ya da mitokondriyal iliskili
sekilde gelisebilen ve siire¢ i¢inde retinal fonksiyonu etkileyerek kisileri gérme yetisinin
tamamen kaybina dek gotiirebilen nérodejenaratif hastaliklardir [3, 6-9]. Prevalansi 1/2000
olup diinyada yaklagik iki milyon kisiyi etkiledigi bilinen bu hastalik gruplarmin etkin ve
kesin bir tedavisi heniiz yoktur [4]. ilerleyislerini yavaslatmaya ya da gérme kaybinin stabil
tutulmasina yonelik vitamin ve antioksidan tiirevlerinin kullanimi gibi palyatif tedavi
secenekleri mevcuttur [255, 256]. Daha radikal olan gen tedavileri, kok hiicreden iiretilen
retinal hiicre enjeksiyonu, viral vektorlerle yapilan optogenetik yaklasimlar ya da retinal
protezler gibi cerrahi miidahaleler ne yazik ki gorme yetisinin tamamina yakini
kaybedildikten sonra denenebilen, ciddi risk faktorii tagiyan tedavilerdir. Bu anlamda kalitsal
retinal dejenerasyonlarin patogenezlerinin aydinlatilarak uygun ve etkin bir tedavi yontemi

ortaya konabilmesi son derece 6nemli olmaktadir.

Adenozin difosfat ribozilasyonu ya da daha yaygin kullanimiyla “ADP-ribozilasyonu” en
genel ifadesi ile bir proteine bir ya da birden ¢cok ADP-riboz segmentinin eklendigi, post
transkripsiyonel bir modifikasyondur [10]. Eger hedef proteine bir adet ADP-riboz pargacigi
ekleniyorsa bu isleme “mono-ADP ribozilasyon” anlamma gelen “MARilasyon”
denilmektedir. Aksine, hedef proteine birden fazla ADP-riboz pargacigi ekleniyorsa, ki iki
yiiz adete kadar ADP-riboz pargacigi eklenebildigi bilinmektedir, bu isleme de “poli-ADP
ribozilasyon” anlamina gelen “PARilasyon” adi verilmektedir [48]. ADP-ribozilasyonu,
¢esidi ne olursa olsun, diger post-transkripsiyonel modifikasyonlar gibi proteinin enzimatik
aktivitesini modifiye etmekte, onu ubikiitinlemekte ve nihayetinde o proteinin bozunmasina

kadar giden yolu igermektedir [10].

ADP-ribozilasyonunu gergeklestiren enzimlere “PARP (Poli-ADP-riboz polimeraz)
enzimleri” adi1 verilmekte olup bunlar fonksiyonlar1 ve hiicre alt1 yerlesimleri birbirinden
farkli, on yedi ayr1 izoformdan olusan bir enzim ailesi grubudurlar [47, 53, 56, 57]. “ARTD”
(difteri benzeri ADP-ribozil transferaz) olarak da bilinirler [52]; ancak yaygin kullanimlari
“PARP enzimleri” seklindedir. Hedef proteine baglanma bdlgelerine gore cesitli
siniflandirmalara sahip olsalar da tiim PARP enzimlerinin bir Kkatalitik bolgesi

bulunmaktadir [53]. Bu katalitik bolge ayn1 zamanda PARP enziminin aktif bolgesi ya da
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imza bolgesi olarak da bilinir. Katalitik bolgede NAD+ (Nikotinamid adenin niikleotidi)
katalizlenerek Nikotinamid’ e ve ADP-riboz’ a pargcalanmakta sonra da bu ADP-riboz, hedef

proteine eklenmektedir [50].

On yedi iiyeden olusan PARP enzimlerinin, en ¢ok ¢alisilan izoformu PARP-1’ dir [70].
PARP1; DNA-bagimli bir PARP enzimi olup katalitik bolgesinde ise Histidin-Tirozin-
Glutamat tigliisiinii icermektedir. Histidin ve Tirozin NAD+’ nin katalizlenmek {izere dogru
sekilde PARP enzimine baglanmasini saglarken Glutamat da baglanan NAD+’ nin
katalizlenmesini gerceklestiren ve PAR’ in (poli-ADP riboz) sentezlenmesini saglayan

yapidir [53].

PARP enzimlerinin gergeklestirdikleri ADP-ribozilasyonu sayesinde normal sartlar altinda
hiicredeki kromatin modifikasyonu ve transkripsiyon diizenlenmekte [70, 81, 82], hiicre
farklilasmasi1 ve proliferasyonu saglanmakta [118], hiicredeki telomer fonksiyonunun
saglikli bir sekilde yriitiilmesi ger¢eklestirilmektedir [122, 123]. PARP enzimlerinin en
onemli fonksiyonlarindan biri ise hafif ve orta siddetteki genotoksik faktorler nedeniyle
DNA zincirinde olusan kiriklarin tamirini saglayarak hiicrenin canliligimi ve genetik

stabilitesinin devamliligin1 korumalaridir [98].

Bununla birlikte, artmis oksidatif stres ve asir1 genotoksik faktorlere maruziyet karsisinda,
hiicresel inflamasyonda [126, 127] ve hiicreyi 6liime gétiiren bir yolakta da yer aldiklar
tespit edilmistir [284]. Normal sartlarda, hiicresel fizyolojinin gerektirdigi hiicresel dongiiler
ya da hiicrenin karsilastigi hafif-orta genotoksik faktorlere bagli olarak DNA kiriklarmin
gerceklesmesi karsisinda aktive olup hiicresel DNA’ y1 PARilasyon yoluyla tamir eden
PARP enzimleri, asir1 genotoksik faktorler karsisinda DNA tek zincir kiriklarim
onaramamaktadirlar. Bu durumda da hiicre i¢i sinyal iletim mekanizmalarinin
baslicalarindan olan cGMP miktarinin arttig1 bilinmektedir. Artan cGMP, hiicre i¢i protein
kinazlar1 aktive ederek protein kinaz-G’ nin (PKG) yiikselmesine neden oluyor gibi
goriinmektedir. PKG aktivasyonu ile birlikte histon deasteliazlarin (HDAC) aktivasyonu
yikselmekte bu da zaten DNA zincir kirngim1 onarmak iizere aktive olmus PARP
enzimlerinin aktivasyonunu daha da artiriyor gibi goriinmektedir [169]. Asir1 artan PARP
aktivasyonu nedeniyle de bir siire sonra PARP’ larin liretmekte olduklari PAR (poli-ADP-
riboz) polimerleri hiicre iginde asir1 birikerek “PARthanatos” adi verilen hiicre 6liim

mekanizmasina yol agmaktadirlar [170]. PARthanatosun ger¢eklesmesi ile hiicreyi 6liime
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gotiiren siiregte ana neden; yogun sekilde biriken PAR polimerlerinin yol agtig1 toksisite
olabilecegi gibi [17], PARP’ lar tarafindan PAR polimerlerinin iiretilmesi sirasinda NAD+’
nin substrat olarak kullanilmasina bagl sekilde hiicresel enerji metabolizmasinda bir
dengesizlik yasanmasi ve bdylece hiicrenin 6liime dogru yol almasi da olabilmektedir [16,
46]. Bu yolaga alternatif sekilde, artan cGMP miktarmin hiicresel kalsiyum kanallarinin
acilmasini saglayarak hiicre i¢i kalsiyum miktarin1 ve ona bagli olarak da kalpainleri
artirdig1, bunun da hiicreyi 6liime gotiiriiyor olabildigi de ¢alisilmaktadir [158, 164]. Her iKi
benzer fakat alternatif 6liim yolaginin da kaspazlar1 igermedigi, bunun yerine cGMP artis1
meydana getirdigi, bu nedenle apopitozdan farkli olduklari bilinmektedir. Bu tez
calismasinda artmig ¢cGMP ve artmis PARP aktivasyonuna bagl olarak gelisen, PAR

polimerlerinin birikiminin goriildiigii PARthanatos 6liim yolagi temel olarak ¢aligilmistir.

Kalitsal retinal dejenerasyonlarda artmis PARP aktivitesinin yer aldigin1 gosteren ilk calisma
Paquet-Durand ve arkadaslari tarafindan 2007 yilinda yapilmistir. PDE6B geni mutasyonlu
rdl (retinal degeneration-1) model farelerle Wt (wild type-saglikli) fare retinalar
karsilastirildiginda rd1 retinal kiiltiirlerde hem PARP ifadelenmesinin hem de aktivitesinin
arttigi, bununla birlikte bu farelerin retinalarinda oksidatif DNA hasarinin ve AIF’ in
(apoptoz indiikleyici faktor) niikleusa translokasyonunun da gergeklestigi gosterilmistir
[18].

2009 yilinda ise Paquet-Durand ve arkadaslari tarafindan hem rd1 hem de PRPH2 geni
mutasyonlu rd2 model fare retinalarinda, Wt fare retinalar1 ile karsilastirildiginda PKG
(protein kinaz G) aktivasyonunun artmis oldugu; ayrica Wt retinalarin da PKG ile
indiiklendiklerinde ¢cGMP’ nin liderlik ettigi fotoreseptor hiicre oliimiine gittikleri ortaya
konmustur. Bununla birlikte PKG inhibit6rii uygulanan rd1 ve rd2 retinal kiiltiirlerde ise

fotoreseptor hiicre 6liimii anlamli sekilde azalmistir [285].

Sancho-Pelluz ve arkadaslar1 tarafindan, rdl fare retinal kiiltiirlerinde histon
asetiltransferazlar (HAT’ lar) ve histon deasetilazlar (HDAC’ larin) aktivitesinin arastirildigi
2010 yilina ait caligmada ise kalitsal retinal dejenerasyon modeli olan rd1 fare retinalarinda,
Wt retinal kiiltiirler ile karsilastirildiginda, HAT’ larin aktivitesi azalmig bulunurken HDAC’
larin aktivitesi artmistir. Ayrica HDAC 1 ve 2’ nin TSA (trikostatin-A) ile farmakolojik
olarak inhibisyonu gercgeklestirildiginde, rd1 retinalardaki fotoreseptor hiicre oliimiiniin

azalmig oldugu gosterilmistir [169].
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[lk defa PARP1 enziminin rdl model homolog mutasyonun oldugu kalitsal retinal
dejenerasyonlarda rol oynadigini kanitlayan ¢alisma, 2010’ da Sahaboglu ve arkadaslar
tarafindan gergeklestirilmistir. 2007’ deki ¢alismada [18] rd1 model fare retinalarinda artmis
PARP aktivitesi bulunmusken bunun hangi PARP enzim ailesi iiyesine ait oldugu
bilinmemekteydi. Fakat bu calismada Wt, rd1 ve PARP1 KO (PARP1 iiretemeyen) fareler
karsilastirmali olarak kullanilmistir. ilk olarak Wt retinalar ile PARP1 KO retinalar in vivo
ve ex vivo olarak OCT (optik koherens tomografi) ve ERG (elektroretinografi) dlgiimlerine
tabi tutularak PARP1 KO fare retinalari, saglikli Wt fare retinalarindan morfolojik anlamda
ve retinal fonksiyon anlaminda farkli bulunmamistir. Daha sonra Wt ve PARP1 KO
retinalara PDE6B inhibitorii uygulanarak rdl model fare retinalarinin 6zelliklerini
gostermeleri saglanmigtir. Bu durumda PDEGB inhibitorii uygulanan fare retinalarindaki
fotoreseptor hiicre dliimleri PARP1 KO retinalara gére anlamli sekilde yiiksek bulunmustur.
PARP1’ i knock out etmenin retinal morfoloji ve fonksiyonu etkilemeden fotoreseptor hiicre

oliimiinii azaltabilecegi ifade edilmistir [171].

Retinitis pigmentosa gibi kalitsal retinal dejenerasyonlarin, ayn1 mi1 yoksa farkli 6lim
yolaklarini kullanarak m1 gelistiklerine dair sorunun cevaplanabilmesi i¢in 2011 yilinda
Kaur ve arkadaslar tarafindan, rodopsin geni mutasyonlu P23H ve S334ter rat modelleri
kullanilmistir. Her iki tiirde de hem Kalpain seviyelerinin hem de PARP aktivasyonunun
artmis oldugu, PAR polimerleri birikiminin gerceklestigi, oksidatif DNA hasarinin artmis
oldugu ve kalpastatin seviyelerinin diismiis oldugu gosterilmistir. Bu bulgularin PDE6B
mutasyonuna sahip olan rdl model farelerin retinalariyla benzer ¢ikmasi oldukga dikkate
deger seklinde nitelendirilmistir. Bununla birlikte S334ter modelinde ise apopitoz
belirtecleri olan kaspaz-3 ve 9 ile sitokrom ¢’ nin de varligi tespit edilmistir. Tim bu
bulgulara dayanarak kalitsal retinal dejenerasyonlarda mutasyon ¢esidinden bagimsiz olarak
benzer bir hiicre o6liim yolag1 {izerinden fotoreseptdr hiicre Oliimlerinin gergeklesiyor
oldugunun tespiti yapilarak, mekanizmanin tam olarak aydinlatilabilmesiyle kalitsal retinal
dejenerasyonlarda mutasyondan bagimsiz olarak tedavi protokoliiniin gerceklestirilebilecegi

ifade edilmistir [286].

2014’ te Arango-Gonzales ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilen bir baska ¢alismada ise
kalitsal retinal dejenerasyonlarda yer alan, apoptotik olmayan hiicre 6liim mekanizmasinin
aydinlatilmas1 hedeflenmistir. Bu amacla kalitsal retinal dejenerasyon modeli olan ve farklh

gen mutasyonlarina sahip on ayr1 deney hayvani modeli kullanilmigtir. Bu modeller rd1, rd2,
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rd10, Cngbl KO, Rho KO, S334ter, P23H, Cnga3 KO, cpfll ve Rpe65 KO olarak
belirtilmistir. Yapilan calismalar sonucunda bu hayvan modellerinin hepsi géz Oniine
alindiginda fotoreseptor hiicre liimii lizerinde apopitozun ¢ok az bir rolii oldugu, deney
modellerinin ¢ogunda apoptotik olmayan, cGMP artisiyla birlikte HDAC, PARP ve kalpain
seviyelerinin de artmig bulundugu ifade edilmistir. Bu ¢alisma da, dnceki gibi, kalitsal retinal
dejenerasyonlarin tedavisinde mutasyondan bagimsiz bir yaklasim izlenebilecegini

gOstermistir [19].

Bir bagka ilging calisma yine Sahaboglu ve arkadaslar1 tarafindan 2014° te
gerceklestirilmistir. Normal sartlarda PARP enziminin antagonisti olan PARG (poli-ADP-
riboz glikohidrolaz) etkinligi Wt ve rd1 farelerde arastirilmis ve rd1 fare retinal kiiltiirlerinde
Wt a gore daha yiliksek bulunmustur. Daha sonra ise PARG KO (PARG knock out) fare
retinalart ile Wt fare retinalarinin morfolojik yapilar1 karsilagtirillarak  bir fark
bulunamamistir. Bununla birlikte Wt fare retinalarina rd1-benzeri fotoreseptdr Sliimiinii
indiikleyecek ajanlar uygulandiginda, indiiklenmis Wt fare retinalarindaki fotoreseptor
hiicre 6liimiiniin PARG KO retinalara oranla daha fazla oldugu, ayn1 zamanda bu retinalarda
PARPI aktivitesinin de daha yiiksek oldugu bulunmustur. Boylece retinal dejenerasyonlar
s0z konusu oldugunda, PARP1 ile antagonisti olan 110 kD’ luk PARG’ nin birlikte
yukseldikleri, aralarinda pozitif bir geribildirim mekanizmasi oldugu ve bu anlamda her
ikisinin de kalitsal retinal dejenerasyonlarin tedavisinde hedef odaklar olabilecekleri

vurgulanmigtir [287].

2016’ da Trifunovic ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢alismada cpfl-1 fare modeli
kullanilmigtir. Bu kalitsal retinal dejenerasyon modelinde hedef, Koni fotoreseptorlerini
incelemek olmustur. In vitro kosullarda cpfll retinal kiiltiirlere HDAC (histon deasetilaz)
inhibitorlerinden TSA (Trikostatin-A) uygulandiginda Koni fotoreseptorlerindeki hiicre
Oliimlerinin azaldig1 ve retinal merkezi gérmenin korundugu bulunmustur. Ayrica in vivo
olarak gergeklestirilen TSA tek seferlik enjeksiyonunda ise Koni fotoreseptorlerinin on alti
giine kadar canliliklarim1 koruyabildikleri, Koni fotoreseptor hiicre dliimlerinin azalmig

oldugu gosterilmistir [288].

Zhu ve arkadaslari tarafindan 2016’ da kalitsal retinal dejenerasyonlardan yasa-bagh
makiiler dejenerasyon (YBMD) modelinde gergeklestirilen bir bagka ¢alismada ise, hidrojen

peroksit ile oksidatif strese bagli hiicre 6liimii mekanizmasi olusturulmustur ve bu sekilde
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artmig PARP1 aktivasyonu tespit edilmis olan RPE (retinal pigment epiteli) hiicrelerine,
eksojen sekilde NAD+ verilerek tedavileri denendiginde, RPE hiicrelerindeki ROS
seviyelerinin, PARP1 aktivitesinin ve nihayetinde hiicre Oliimiiniin azaldig1 ortaya
konmustur. PARilasyonda NAD+’ nin substrat olarak kullanildig1 g6z oniine alindiginda
disaridan verilen NAD+ takviyesi kalitsal retinal dejenerasyonlu RPE hiicrelerini 6liimden

koruyor gibi goriinmektedir [289].

Direkt kalitsal retinal dejenerasyon modeli iizerinde calisilmamis olsa da 2016 yilinda
Olivares-Gonzales ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilen bir baska caligmada, orta
siddette hipoksiye maruz birakilan domuz retinal kiiltiirlerinde Zaprinast ile PDE
(fosfodiesteraz) inhibisyonu modeli olusturularak c¢GMP seviyelerinin azaltilmasi
hedeflenmistir. Calismanin sonucunda PDE inhibisyonuna bagli olarak azalmis cGMP
seviyeleri ve azalmis PKG (protein kinaz-G) seviyesinin elde edilmesi domuz retinal
kiiltiirlerinde fotoreseptor hiicre dliimiinii azaltmis ve retinal canlilig1t korumaya yardimci
olmustur. Son yillarda kalitsal retinal dejenerasyon modellerinde de iskemi/reperfiizyonun
ve oksidatif stresin yer aldigini gosteren galismalar da bulundugu i¢in [290], hipoksik retinal
dokuda elde edilen bu calisma sonuclar1 kalitsal retinal dejenerasyonlar bakimindan da

onemli bir bulgu daha dogurmustur [291].

Bu ¢alismaya, tedavi edici ajan yoniinden benzer sekilde, 2018 de Williams ve arkadaslari
tarafindan gerceklestirilen bir baska ¢alisma vardir. Kalitsal retinal dejenerasyon modeli
tizerinde olmasa da glokom modeli ile yapilan bu c¢alismada, yine eksojen olarak NAD
(Nikotinamid) verilmesi s6z konusudur. Glokom modeli olusturulmus retinal kiiltiire ait
Ganglion hiicrelerine eksojen olarak NAD verilmesinin optik siniri ve aksonlar1 koruyarak
retinal hiicre 6liimlerini azalttig1 ve retinal canlilig1 korumada etkisi oldugu gosterilmistir

[292].

2018 yilinda Vighi ve arkadaslar1 tarafindan gerceklestirilen oldukc¢a kapsamli bir ¢galigmaya
gore, kalitsal retinal dejenerasyon modellerinden rd1 fare modeli {izerinde fotoreseptor hiicre
oliimiiniin ilk basamagi oldugu kabul edilen cGMP sinyal yolagi hedef alinmis ve ayrica bu
yolak bir lipozomal ilag iletim sistemi (CGMP analogu) gelistirilerek inhibe edilmeye
calisilmigtir. Gelistirilen bu nanokapsiil formundaki analog sayesinde kan-retina bariyeri
asilarak nororetinaya ulasilabildigi, bu anlamda da hem cGMP’ yi inhibe etme suretiyle hem

de kalitsal retinal dejenerasyonlarda in vivo sekilde ilag iletim sistemi 6rneklemesi ilk kez
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yapilabildigi i¢in kalitsal retinal dejenerasyonlarin kalici ve etkili tedavisi anlaminda 6nemli

bir basamak ¢alisma olmustur [293].

Pan ve arkadaglar1 tarafindan 2020’ de gerceklestirilen bir calismada ise Koni
fotoreseptorlerindeki hasar1 gézlemlemek iizere kalitsal retinal dejenerasyon modellerinden
biri olan 661W hiicre hatt1 kullanilmistir. Bu hiicrelerde mTOR ile PARP1 enzimi arasindaki
iligkinin arastirildig1 calismada 661 W hiicrelerinin dejenerasyonunda PARP1’ in ve AIF’ in
rol oynadig1 gosterilirken, bu faktorlerin etkisinin azaltilmasiyla birlikte hiicrelerin
Oliimlerinin de azaldigi; bununla birlikte mTOR ile PARP1’ in Sirtuin (SIRT1) iizerinden
PARthanatosu ortak sekilde diizenledikleri ortaya konmustur. Ayrica mTOR ya da PARP1
inhibisyonunun, 1s1gin indiikledigi bir mekanizmayla PARthanatosa siiriiklenen 661W
hiicrelerinde, hiicre oOliimiinii azaltarak retinal canliligi korumada etkili olabilecegi

gosterilmistir [294].

Cesitli kalitsal retinal dejenerasyon modellerinde artmis cGMP ve HDAC seviyeleri ile
artmis PARP enzim aktivitesinin gosterildigi bu ¢alismalar, fotoreseptor hiicre 6liimiinde
genel olarak PARP-bagimli yolag: ortaya koyuyorken; yine artmis cGMP seviyelerinin
goriildiigii fakat buna artmis kalpain seviyeleri ve hiicresel kalsiyum artisinin eslik ettigi
fotoreseptor hiicre 6liim yolagina odaklanan ¢alismalar da vardir. Bu ¢aligmalarda da 6zetle
rd1 fare retinalarinda kalpain aktivitesi ile fotoreseptor hiicre dliimiiniin birbirleriyle korele
sekilde arttiklar1 ve rd1 modelinde PN13. giinde pik yaptiklari, kalpain inhibitoriiniin ise bu
fotoreseptor Oliimiinii azaltmay1 basardigi [295]; rd1 fare retinalarina uygulanan iki farkli
kalpain inhibitoriiniin etkisinin arastirildigi ¢alismada her iki inhibitoriin de fotoreseptor
hiicre 6limiinii azaltmay1 basarirken kalpain inhibit6rii XI” in ayn1 zamanda uzun dénem
kullanimda toksik etkiler de olusturdugu [296]; rd1 modeli ile Cngbl mutasyonlu fareleri
caprazlayarak ¢ift mutasyon elde edilen ¢calismada rod fotoreseptor hiicre 6liimiiniin azalarak
fotoreseptorlerin  dig segment morfolojilerinde iyilesmelerin saglandigi, bdylece
fotoreseptorlerin dis segment membranindaki siklik niikleotid kapili kanallarin (CNGC) rod
fotoreseptor hiicre oliimiinde 6nemli bir roli oldugu [297] gdsterilmistir. Bu ¢aligmalarin
haricinde, 2010 yilinda, rod ve koni fotoreseptdr hiicre 6liimlerinde ayni yolaklarin m1 yoksa
farkli yolaklarin m1 aktive oldugunu anlamak iizere bir ¢calisma yapilmistir. Bu ¢alismada
ikisi de PDE6 geni mutasyonlu olan cpfll kalitsal retinal dejenerasyon modeli ile rdl
dejenerasyon modeline ait retinal kiltlirlerle karsilastirilmistir. ¢cGMP birikimi, kalpain

aktiviteleri ve VASP (vazodilatoriin stimiile ettigi protein) seviyeleri karsilastirildiginda her



128

iki kalitsal retinal dejenerasyon modelinde de benzer sonuglar elde edilmis olup bu da hem
koni fotoreseptorlerinin hem de rod fotoreseptdrlerinin aynt mekanizma ile hiicre 6liimiine
gittigini ortaya koymustur. Bu da gelistirilecek basarili bir tedavi protokoliiniin hem rod
fotoreseptorleri hem de koni fotoreseptorleri i¢in ayni ndroprotektif etkiye sahip olacagini

ifade etmektedir [166].

Son yapilan bir ¢alisma ise kalitsal retinal dejenerasyonlarda kalpain-aracili yolagin mi1
yoksa PARP-aracili yolagin m1 baskin sekilde aktive oldugunu géstermesi bakimindan
oldukc¢a 6nemli olmustur. Bu c¢alismada yine rd1 mutasyon modeli ile Cngbl mutasyonu
caprazlanarak c¢ift mutasyon elde edilmis ve bu farelerde hem PARP inhibitorii hem de
kalpain inhibitorii denenmistir. Buna gore PARP inhibisyonu kalpain seviyesini de
diisiirmeyi basariyorken kalpain inhibitoriinlin PARP aktivitesi iizerinde bir etkisi
olmamistir. Bu da kalitsal retinal dejenerasyonlarda PARP inhibisyonunun ana hedef olarak

se¢ilmesinin yerinde olacagini gostermistir [230].

Tim bu literatlir 1s181nda kalitsal retinal dejenerasyonlarda PARP inhibisyonu yoluyla
fotoreseptdr hiicre Sliimiinii azaltma hipotezi dogmustur ve buna yonelik ¢esitli kalitsal
retinal dejenerasyon modellerinde ¢esitli PARP inhibisyon yontemlerinin kullanildig:

caligmalar yapilmaktadir.

PARP inhibitorleri Nikotinamid® 1 taklit ederek PARP enziminin NAD+ substratina
baglanmasini ve onu Katalizlemesini 6nleme mantigi ile ¢alismaktadirlar. Hali hazirda temel
olarak BRCA geni mutasyonu nedeniyle olusan over, meme, prostat gibi kanser tiirlerinde
kullanilan ve FDA onay1 almis, farmakolojik ilag formlar1 seklinde PARP inhibitorleri
bulunmaktadir. Baz1t PARP inhibitérleri ise Alzheimer, MS, Parkinson ya da beyin tiimorleri

gibi norodejeneratif hastaliklarda denenmektedirler.

Biz de ¢alismamizda PARP inhibitorlerinden {igii olan Olaparib, Talazoparib (BMN-673) ve
3-Aminobenzamid’ i (3AB) tedavi edici ajanlar olarak sectik. Olaparib ve Talazoparib
ticlincii nesil PARP inhibitorleri olup oldukg¢a diisiik dozlarda bile etkin olabildikleri
biliniyorken 3AB ise birinci nesil bir PARP inhibitoriidiir. Ayrica Olaparib ve Talazoparib’

in hali hazirda over ve meme kanserleri tizerinde klinik kullanimlar1 onaylar1 bulunmaktadir.
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2007 yilinda, Paquet-Durand ve arkadaslar1 tarafindan, kalitsal retinal dejenerasyonlarda
artmig PARP aktivitesinin yer aldigini gosteren ilk ¢alisma; ayn1 zamanda PARP inhibisyonu
yapilarak fotoreseptdr hiicre Oliimiinii engellemeyi hedefleyen ilk calisma olmasi
bakimindan da 6nemlidir. Bu ¢alismada PDE6B geni mutasyonlu rd1 (retinal degeneration-
1) model farelerle Wt (wild type-saglikli) fare retinalar1 karsilastirildiginda rd1 retinal
kiiltiirlerde hem PARP ifadelenmesinin hem de aktivitesinin arttigi, bununla birlikte bu
farelerin retinalarinda oksidatif DNA hasarinin ve AIF’ in (apoptoz indiikleyici faktor)
niikleusa translokasyonunun da gerceklestigi gosterilmistir. Bunu takiben, ayni ¢alismada,
rd1 modeline ait in vitro retinal kiiltiirlerde PJ34 PARP inhibitorii kullanilarak retinal dokuda
PAR (poli-ADP-riboz) birikimi ve TUNEL yontemiyle de fotoreseptér hiicre olimi
incelenmistir. PJ34 PARP inhibitoriiniin rd1 retinal dejenerasyon modelinde fotoreseptdrleri

hiicre 6liimiinden korudugu ortaya konmustur [18].

Biz de ¢alismamizda PARP inhibitorleri kullanarak kalitsal retinal dejenerasyonlu in vitro
fare retinal kiiltiirlerinde PAR birikimini ve TUNEL yontemi yardimiyla fotoreseptor hiicre
Oliimiinii inceledik. Ancak Paquet-Durand ve arkadaslarindan ayricalikli olarak biz, kalitsal
retinal dejenerasyon modeli olarak PRPH2 geni mutasyonu tasiyan rd2 model fare
retinalarin1 kullandik. Ayrica PARP inhibitorii olarak Olaparib, BMN-673 ve 3AB olmak
iizere li¢ ayr1 PARP inhibitoriiniin etkisini inceledik. Bizim bulgularimiza gére de PARP
inhibitdrleri retinal dokudaki PAR birikimini ve fotoreseptor hiicre 6liimiinii anlamli sekilde

azaltiyordu.

Sahaboglu ve arkadaslari tarafindan 2016 yilinda gerceklestirilen ¢alismada PDE6B geni
mutasyonlu rd1 kalitsal retinal dejenerasyon modelindeki in vitro fare retinal kiiltiirlerinde,
PARP inhibitorlerinden R503, Veliparib ve Olaparib’ in etkisi arastirilmistir. Calismada
PAR birikimi, cGMP seviyeleri, TUNEL yontemi ile fotoreseptdr hiicre 6liimii, TN-XL
biosensor araciligiyla Koni fotoreseptorlerinin retinal dokudaki yogunluklari ve canli
kalabilme siireleri, in vitro retinal kiiltiirlerdeki DNA metilasyonu incelenmistir. Ayrica in
vivo olarak Olaparib intravitreal enjeksiyonu gergeklestirilmistir. Calismanin sonuglarinda
PARP inhibitorlerinden Olaparib tedavisinin in vitro retinal kiiltiirlerde PAR birikimini,
cGMP seviyelerini ve fotoreseptdr hiicre Oliimiinii azalttigi, canli kalabilen Koni
fotoreseptorlerinin retinal dokudaki yogunluklarinin ise Olaparib tedavisine ragmen
degismedigi, Olaparib tedavisinin DNA metilasyonunu da anlamli sekilde degistirmemis

oldugu ortaya konmustur. Intravitreal Olaparib enjeksiyonu ise rd1 fotoreseptorlerini bir siire
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(PN13-PN15 arasi) hiicre 6liimiinden korumay1 basarirken bu koruma uzun siireli olmamistir
[225].

Bizim calisamamizdaki kalitsal retinal dejenerasyon modelimiz bu ¢alismadan ayricalikli
olarak rd1 degil; PRPH2 geni mutasyonu tasiyan, yavas retinal dejenerasyonun gelistigi rd2
model fare retinal kiiltiirleriydi. Biz de PARP inhibisyonu olusturmak igin ti¢ farkli PARP
inhibitoriinii sectik; ancak bunlar Olaparib, BMN-673 ve 3AB olmak f{izere yukaridaki
calismada sec¢ilen PARP inhibitorlerinden farkli inhibitorlerdi. Biz de rdl modelinde
bulunmus oldugu gibi, rd2 modelinde de Olaparib inhibitdriiniin fotoreseptor hiicre dliimiinii
korumadaki en etkili dozunu 100nM Olaparib olarak bulduk. Ayrica diger PARP
inhibitorleri icin de PAR birikimini 6lgerek ve TUNEL yontemi kullanarak fotoreseptdrleri
hiicre 6liimiinden korumada en etkili dozlarin 3nM BMN-673 ve 10nM 3AB oldugunu tespit
ettik. Bununla birlikte bu dozlardaki her ii¢ PARP inhibitorii de rd2 in vitro retinal
kiiltiirlerdeki fotoreseptorleri anlamli sekilde hiicre 6liimiinden koruyorken 3nM BMN-673
grubunun aralarinda en giiglii fotoreseptér korumasii sagladigini ortaya koyduk. Koni
fotoreseptorleriyle ilgili olarak biz de hem in vivo retinal preparatlarda (Wt vs. rd2) hem
vitro retinal kiiltiirlerde (rd2-Olaparib-BMN673-3AB) bu fotoreseptorlerin yogunluklarini
ve yiizdelerini 6lgtiik. Buna gore in vivo retinal preparatlarda optik sinir sifir noktasi olarak
kabul edilip 20’ ser derecelik agilarla optik sinirden her iki yone dogru uzaklasildiginda Wt
retinal kiiltiirlerde en yogun Koni fotoreseptdrlerinin 20-40 derece araligindaki alanda yer
aldigin1 (bulgularimizda buras1 “optik sinire orta mesafe uzakliktaki alan” olarak ifade
edilmistir); rd2 retinal dokularda ise en az Koni fotoreseptoriiniin yine bu alanda yer aldigini
tespit ettik. Bu bulgu, rd2 yavas gelisen kalitsal retinal dejenerasyon modelinde, total
fotoreseptor hiicre dliimiiniin pik yaptigi bilinen bu post natal 18.giinde (PN 18), foveal alana
ve ¢evresine denk gelen bu alanda maksimum Koni fotoreseptorii kaybi oldugunu gosterdi.
Bu da rd2 yavas gelisen kalitsal retinal dejenerasyon modelinde, PN18’ de Rod
fotoreseptorleri ile birlikte Koni fotoreseptorlerinin de ciddi bir dejenerasyona ugramis
oldugunu, PN18’ de Koni fotoreseptor hiicre 6liimlerinin Rod’ larin ¢ok gerisinde kalmamais
oldugunu diisiindiirdii. In vitro retinal kiiltiirlerde yaptigimiz karsilastirmalarda ise rd2
retinalara 100nM Olaparib ve 3nM BMN-673 tedavisi uygulanmasinin bu retinalardaki Koni
fotoreseptor ylizdesini ve yogunlugunu anlamli sekilde artirmis oldugunu gosterdi. Bizim
calismamizda DNA metilasyonu, cGMP 6l¢iimiinii ya da in vivo uygulanan herhangi bir
tedavi ne yazik ki yer almadi. Ancak biz de ii¢ farkli PARP inhibitorii vermis oldugumuz in

vitro retinal kiiltiir tedavi gruplarimizda, ekstraselliiler vezikiil aktivitesi yogunluguna
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fotoreseptor hiicre tabakasinda ve Ganglion hiicre tabakasinda baktik; Miiller hiicre
aktivasyonunu gruplar arasinda inceledik; fotoreseptor hiicre tabakasi kalinliklarini 6lgerek
gruplar aras1 karsilastirdik ve Rod fotoreseptorlerine ait gérme pigmenti olan Rodopsin
yogunlugunu 100nM Olaparib ve 3nM BMN-673 tedavisi uyguladigimiz gruplar arasinda
karsilastirdik.

2016 yilinda Jiao ve arkadaglari tarafindan yapilan bir bagka calismada temelde PDE6A
geninde mutasyon olan dort farkli nokta mutasyonlu fare kalitsal retinal dejenerasyon
modelleri incelenmistir. Tiim kalitsal retinal dejenerasyon modellerinde artmis PARP
aktivitesi ve artmis fotoreseptor hiicre 6liimii onaylandiktan sonra bu her dort mutasyon
grubuna da PJ34 PARP inhibitorii tedavisi in vitro retinal kiiltiirlerde uygulanmigtir. Bu
PDEGA geni mutasyonlu fakat nokta mutasyonu farkli dort grup arasindan D670G mutasyon
grubunda PARP inhibit6riiniin fotoreseptorleri korumada en anlamli etkiyi gosterdigi ortaya
konmustur. Bu sonu¢ da Retinitis pigmentosa gibi kalitsal retinal dejenerasyonlarin
tedavisinde PARP’ larin bir hedef olarak secilmesinin uygun oldugunu, bununla birlikte
kisiye 6zel mutasyonlarin belirlenerek, buna uygun tedavi edici ajanlar uygulanmasinin

onemli oldugunu ifade etmektedir denilmistir [226].

Biz c¢alismamizda Jiao ve arkadaslarindan ayricalikli olarak kalitsal retinal
dejenerasyonlarda PARP inhibitorlerinin etkisini arastirmak tizere, PDE6A mutasyonlu
degil PRPH2 mutasyonlu fare retinal kiiltiirlerini kullandik. Ayrica PARP inhibitorii olarak
PJ34 degil Olaparib, BMN-673 ve 3AB’ yi karsilastirmali olarak uygulamayn tercih ettik.

Sahaboglu ve arkadaglar1 tarafindan 2017 yilinda yapilan bir ¢alismada PRPH2 geni
mutasyonlu rd2 kalitsal retinal dejenerasyon modeli kullanilmistir. In vitro retinal
kiiltiirlerde PARP aktivasyonu ve PAR birikimi Olgiilerek bu kalitsal dejenerasyon
modelinde, rd1 modelinden ayricalikli olarak, PARP aktivitesi ile fotoreseptor hiicre 6liimii
pikinin yasandig1 giiniin ayn1 olmadig1 (PN18), PARP aktivitesinin PN16’ da en yogun
sekilde oldugu belirlenirken fotoreseptor hiicre Oliimii pikinin PN18’ de gorildigi
vurgulanmigtir. In vitro rd2 retinal kiiltiirlere PARP inhibitorlerinden PJ34 tedavisi
uygulanmasinin ise fotoreseptdr hiicre oliimiinii azaltarak bu kalitsal retinal dejenerasyon

modelinde de fotoreseptdrleri korumayi bagardigi ortaya konmustur [190].
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Bu calisma bizim de ¢calismamizda kullandigimiz aym kalitsal retinal dejenerasyon modeli
(rd2) {izerinde yapilmakla birlikte; biz Olaparib, BMN-673 ve 3AB olmak tizere ii¢ farkl
PARP inhibitoriiniin néroprotektif etkisini rd2 in vitro retinal kiiltiirlerde inceledik. PJ34
gibi biz de 100nM Olaparib, 3nM BMN-673 ve 10nM PARP inhibit6rlerinin rd2 kalitsal

retinal dejenerasyon modelinde fotoreseptorleri koruyucu etkisi oldugunu gosterdik.

2019 yilinda Spalm ve arkadaglari tarafindan yapilan c¢alismada ise bir kalitsal retinal
dejenerasyon modeli kullanilmamis olup Wistar-albino ratlara ait in vitro retinal kiiltiirlere
bir tiir lipid olan “Seramid” ile muamele edilerek PARthanatos hiicre 6liimiiniin olaylanmasi
saglanmistir. PARthanatosun gergeklesmis olduguna dair bulgular; PARP1 aktivitesinde
artis, PAR birikiminde artig, TUNEL ile fotoreseptor hiicre 6liimiinde artig, mitokondriyal
membran potansiyeli dl¢limiinde azalma, AIF (apopitoz indiikleyici faktor) translokasyonu,
ROS (reaktif oksijen iirlinleri) seviyesinde artma tespitleri yapilarak kanitlanmistir. Daha
sonra PARthanatosun ger¢eklesmis oldugu in vitro retinal kiiltiirlere PARP inhibitorlerinden
PJ34, bir kalpain inhibitorii ve bir katepsin inhibitorii ayr1 ayr1 uygulanmistir. Elde edilen
sonuglara gére PARP inhibitorii olan PJ34 ve kalpain inhibitorii fotoreseptor hiicre dliimiini

anlamli sekilde onlityorken katepsin inhibitorii fotoreseptdrler i¢in bir koruma saglamamistir

[227].

Biz g¢alismamizda Spalm ve arkadaslarindan ayricalikli olarak; hem kalitsal retinal
dejenerasyon modeli kullanarak (rd2 fare modeli) PARthanatosta PARP inhibitorlerinin
etkisini arastirmis olduk hem de kullandigimiz PARP inhibitor ¢esitleri onlarin kullanmis

olduklarindan farkliydi.

2019 yilinda Vidal-Gil ve arkadaslar tarafindan gergeklestirilen ¢calismada ise kalitsal retinal
dejenerasyon modellerinden PDE6B mutasyonuna sahip rd10 fare modeli kullanilmistir.
Rd10 in vitro retinal kiiltiirlere PARP inhibitorlerinden Olaparib tedavisi uygulanarak
gerceklestirilen caligmaya gore; Olaparib ile tedavi edilen grupta TUNEL yontemiyle
fotoreseptor hiicre 6liimiiniin azaldigi, cGMP seviyelerinin azaldigi, rod fotoreseptorlerinde
dis segment gelisiminin giiclendigi, Miiller hiicre aktivitesinin bir miktar azaldigi
gosterilmistir. Bununla birlikte, yapilan bu caligmada kalitsal retinal dejenerasyon
modelinde ekstraselliiler vezikiil (€V) aktivitesi ve silyumlarin kolokalize boyanmasi da
caligilmigtir. Rd10 modeline ait in vivo retinal dokularin (Wt vs. rd10) koroidlerinde, dis

niiklear ve i¢ niiklear tabakalarinda artmis eV aktivitesi bulunurken RPE tabakasinda eV
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aktivitesinin azalmis oldugu, ayrica silyumlarin da ekstraselliiler vezikiillerle bir arada
bulunduklart belirtilmistir. PARP inhibitorii olan Olaparib ile tedavi uygulanan rd10 in vitro
retinal kiiltiirlerde ise i¢ ve dis niiklear tabakalarda eV aktivitesinin azalmis oldugu, RPE
tabakasinda ise artmis oldugu gosterilmistir. Boylece Olaparib ile yapilan PARP
inhibisyonunun PDE6B mutasyonlu kalitsal retinal dejenerasyon modelinde, ekstraselliiler
vezikill (eV) aktivitesini diizenleyerek fotoreseptorler lizerinde koruma sagladigi ifade

edilmistir [26].

Biz bu c¢alismadan ayricalikli olarak, calismamizda kalitsal retinal dejenerasyon
modellerinden PRPH2 geni mutasyonunu i¢eren rd2 fare modelini kullandik. Ayrica PARP
inhibisyonu igin Olaparib haricinde, BMN-673 (Talazoparib) ve 3AB (3-aminobenzamid)
PARP inhibitorlerinin de etkisini inceledik. Biz de Vidal-Gil ve arkadaslarinin rd10
modelinde bulduklar1 gibi, rd2 modelinde Olaparib tedavisinin fotoreseptdr hiicre 6liimiinii
anlamli sekilde azaltirken Rod fotoreseptorlerinin dis segment gelisimlerini bir miktar
giiclendirmis olmakla birlikte (Rhodopsin bulgulari), bunun istatistiksel olarak anlamlilik
ifade etmedigini; ancak 3nM BMN-673 ile tedavi edilen grupta hem fotoreseptor hiicre
Oliimiintin anlamli sekilde azalmis oldugunu hem de Rod fotoreseptorlerindeki dis segment
gelisiminin anlamli sekilde iyilestigini gozlemledik. Vidal-Gil ve arkadaslarinin rd10
modelinde buldugu sonuglarla uyumlu olarak biz de rd2 modelinde Miiller hiicre aktivitesini
GFAP (glial fibriler asidik protein) ifadelenmesinin yogunlugunu olgerek gerceklestirdik.
Biz de onlar gibi Olaparib PARP inhibitorii tedavisiyle Miiller hiicre aktivitesinin azalmig
oldugunu, ancak bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigin1 tespit ettik. Ote yandan
uyguladigimiz diger PARP inhibitorleri de (3nM BMN-673, 10nM 3AB) Miiller hiicre
aktivesini azaltmis olsalar da bu fark anlaml degildi. Ote yandan daha 6nce yasa-baglh
makiiler dejenerasyon gibi bazi retinal dejenerasyonlarda aktivitesinin artmis oldugu ortaya
koyulan ekstraselliiler vezikiil (eV) aktivitesini, biz de rd2 kalitsal retinal dejenerasyon
modelinde inceledik. In vivo retinal dokularda (Wt vs. rd2) arastirmasmm yaptigimiz
ekstraselliiler vezikiil aktivitesini belirleyebilmek i¢in biz de CD9 antikoru kullandik. Farkli
giinlerde (PN15, PN18 ve PN24), retinal kiiltiirlerin fotoreseptor hiicre tabakalarinda (DNT:
dis niikklear tabaka) inceledigimiz eV aktivitesini, Wt (wild type) ile kiyaslandiginda rd2
dejenerasyon modeline ait kiiltiirlerin tamaminda yiiksek bulsak da bu fark PN18. giine ait
sonuglarda anlamli ¢ikti. Ayni1 zamanda PN18. giine ait in vivo rd2 retinal dokular ile Wt
doku preparatlarinin Ganglion hiicre tabakalarindaki (GHT) eV aktivitesini de inceledik ve

orada da retinal dejenerasyon i¢eren rd2 modeline ait dokularin GHT’ larinda anlamli sekilde
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artmis ekstraselliiler vezikiil aktivitesi tespit ettik. Biz, Vidal-Gil ve arkadaslarindan
ayricalikli olarak koroid ve RPE’ de eV aktivitesini incelemedik; ayrica eV aktivitesi ile
silyum arasindaki ilisiye bakmamis olduk. 100nM Olaparib, 3nM BMN-673 ve 10nM 3AB
ile PARP inhibisyonu uyguladigimiz 18.giine ait (PN18) in vitro rd2 retinal kiiltiirlerde ise
total ekstraselliiler vezikiil aktivitesi en yogun sekilde hicbir tedavi uygulanmamis olan rd2
grubunda goriililyorken, tedavi gruplarinin tamaminda bu aktivitenin azalmis oldugunu
ancak istatistiksel olarak anlamlilik yaratmadigini; yine de eV aktivitesinin en basarili

sekilde 3nM BMN-673 ile PARP inhibisyonu uygulanan grupta azalmis oldugunu goérdiik.

Yine Sahaboglu ve arkadaslari tarafindan yapilan bir baska ¢alisma ise PDE6B geni
mutasyonlu rd1 fare modeli retinalarinda in vitro olarak gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada
kalitsal retinal dejenerasyonun neden oladugu fotoreseptor hiicre Sliimiinii engellemek
amacityla iki farkli PARP inhibit6rii kullanilmmistir. BMN-673 ve 3AB PARP inhibitdrleri
ile tedavi edilen rdl in vitro retinal kiiltiirlerde, fotoreseptor hiicre Oliimiinde ve
PARilasyonda anlamli sekilde azalma tespit edilirken 3AB PARP inhibitorii fotoreseptorleri
korumada daha da basarili bulunmustur. Ayrica bu calismada Wnt/B-catenin yolagi da
incelenerek rdl retinal kiiltiirlerde PARP aktivitesi ile arasinda bir iligki oldugu
gosterilmistir. GSH ve GSK3a olmak iizere hiicrei¢i antioksidan konsantrasyon Ol¢limleri
de gerceklestirilerek bunlarin 6ncelikle Wt* da (Wt vs. rd1) daha sonra da PARP inhibitorleri
ile tedavi edilen gruplarda (in vitro kiiltiirler) daha yiiksek bulunduklar: tespit edilmistir.
GFAP ifadelelenmeleri PARP inhibitorii uygulanan gruplarda daha diisiik olmakla birlikte,
3AB PARP inhibitoriiniin hem antioksidan seviyelerini artirmada hem de Miiller hiicre

aktivitesini azaltmada daha basarili oldugu vurgulanmustir [228].

Biz de bu c¢alismayla benzer sekilde tedavi edici ajanlar olarak PARP inhibitorlerinden
BMN-673 ve 3-aminobenzamid (3AB) kullandik. Ayrica bizim c¢alisgmamizda Olaparib
PARP inhibitori de yer aliyordu. Sahaboglu ve arkadaslar tarafindan 2019 yilinda yapilan
bu ¢alismadan ayricalikli olarak ise biz, kalitsal retinal dejenerasyon modellerinden rd1
modeli lizerinde degil, rd2 modeli (yavas gelisen kalitsal retinal dejenerasyon modeli)
tizerinde ¢alistik. Bu anlamda biz, ¢alismamizda BMN-673 ve 3AB PARP inhibitorlerinin
genel fotoreseptdr koruyucu etkisini karsilagtirdigimizda, BMN-673" i hem gozlemsel hem
istatistiksel anlamda daha etkili bulduk.
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Gao ve arkadaglan tarafindan 2021 yilinda gergeklestirilen bir ¢alisma ise kalitsal retinal
dejenerasyon modellerinden birine odaklanmayip direkt retinal dejenerasyonlarda artmis
PARP aktivitesinin neden oldugu fotoreseptor hiicre Oliimiine odaklanmistir. Retinal
dejenerasyonlarda fotoreseptorlerin primer olarak mi1 yoksa RPE’ de (retinal pigment epiteli)
gerceklesen dejenerasyon sonrasi ikincil olarak mi1 6ldiiklerinin anlasilmak istenmesine dair
yapilan bu ¢alismada; bir retinal dejenerasyon modeli olan RCS ratlar kullanilmistir. Tedavi
gruplarindan birine subretinal araliga PARP inhibitorlerinden PJ34 enjeksiyonu yapilirken
bir baska tedavi grubunda da subretinal PJ34 enjeksiyonu ile birlikte ARPE-19 hiicre hatti
transplantasyonu da uygulanmigtir. Sonug olarak retinal dejenerasyonlu RCS rat retinal
dokularinda PARP inhibisyonu uygulanmasinin PAR birikimi ve fotoreseptdr hiicre
oliimiinii azalttig1 gosterilirken PJ34 PARP inhibitoriiniin RPE hiicreleri transplantasyonuyla
birlikte uygulandig: retinal dokularda fotoreseptor canliliginin anlamh sekilde daha giiglii

korundugu ifade edilmistir [229].

Gao ve arkadaglarindan ayricalikli olarak biz, ¢calismamizda kalitsal retinal dejenerasyon
modeli olan rd2 fare retinal kiiltlirlerini kullandik. Ayrica tedavi edici ajan olarak bir degil
Olaparib, BMN-673 ve 3AB olmak tlizere ii¢ farkli PARP inhibitorii segtik. Biz

calismamizda tedavi gruplaria yonelik herhangi bir in vivo uygulamada bulunmadik.

2022 yilinda Yan ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alisma kalitsal retinal dejenerasyonlarda
fotoreseptor hiicre 6liimiiniin mekanizmasini anlamaya c¢alismak iizere yapilmistir. Kalitsal
retinal dejenerasyonda yer aldig1 bilinen PARthanatos adli kaspaz-bagimsiz hiicre 6liimiiniin
temel olarak kalpain artis1 lizerinden mi yoksa artmis PARP aktivitesine bagli olarak mi1
gergeklestigine iligkin sorunun cevaplanmaya calisildigi bu calismada; kalitsal retinal
dejenerasyon modellerinden PDE6B mutasyonlu rd1 ve rd1 ile ¢aprazlanarak ¢ift mutasyon
elde edilen rd1*Cngbl fare retinal kiiltlirleri kullanilmigtir. Fotoreseptdr hiicre o6limii
mekanizmasini anlamak iizere ayr1 ayri; PARP inhibitorlerinden Olaparib, kalpain
inhibitorlerinden Kalpastatin ve voltaj kanali kalsiyum kanal1 (VGCC) inhibitorii olarak da
D-cis diltizem’ in kullanildig1 ¢alismada her ti¢ inhibitoriin de ¢ift mutasyonlu dejenerasyon
modelinde kalpain aktivitesini azaltmay1 basardigi, fakat PARP aktivitesini yalnizca PARP
inhibitorii Olaparib ve VGCC inhibitdriiniin azaltabildigi ortaya konmustur. Ayrica rdl
retinal kiiltiirlerde fotoreseptor dejenerasyonunu Olaparib ya da Kalpastatin ayr1 ayri
azaltmay1 basarabiliyorlarken, VGCC inhibitorii bunu bagsaramamaistir. Sonug olarak PARP

aktivasyonunun siklik niikleotid kanal aktivitesini (CNG) kontrol edebildigi; tiim bu
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bulgular gbéz oOniine alindiginda kalitsal retinal dejenerasyonlarda fotoreseptor hiicre
Oliimiinii azaltmak {izere PARP inhibisyonu ger¢eklestirmenin en makul hedef olabilecegi

vurgulanmistir [230].

Biz de Yan ve arkadaslarinin bulgulariyla uyumlu olarak ¢alismamizda kalitsal retinal
dejenerasyonlarda PARP inhibisyonunu hedefleyerek fotoreseptorler tizerinde néroprotektif
etki olusturmay1 amagladik. Biz, bu ¢alismadan ayricalikli olarak rdl ve rd1*Cngbl c¢ift
mutasyonlu fare modellerinde degil, rd2 modeli {izerinde calistik. Ayrica yalnizca PARP
inhibisyonunu hedefleyerek kalpain iizerinden gelisen alternatif hiicre 6liim yolag ile ilgili
herhangi bir belirte¢ ya da tedavi edici ajan arastirmadik. Rd2 kalitsal retinal dejenerasyon
fare modeli i¢in ii¢ farkli PARP inhibitorii kullanarak fotoreseptdr hiicre Oliimiiniin
engellenip retinal canliligin korunmasinda en etkili olan PARP inhibit6riinii tespit etmeye

calistik.
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6. SONUC VE ONERILER

Kalitsal retinal dejenerasyonlarda fotoreseptor hiicre Sliimiiniin Oniine gecerek retinal
canliligt korumak, gérme kayiplarimi engellemek amaciyla; PARP inhibitorlerinden
Olaparib, Talazoparib (BMN-673) ve 3-aminobenzamid (3AB) araciligiyla PARP
inhibisyonu uyguladigimiz retinal dokularda bu inhibitorlerin néroprotektif etkisini

arastirdigimiz ¢alismamizin sonuglarina gore;

Yavas gelisen kalitsal retinal dejenerasyon modeli olan rd2 fare retinal kiiltiirlerinde, PARP
inhibitorleri arasindan Olaparib 100nM dozunda; BMN-673 3nM dozunda ve 3AB ise 10nM
dozunda kullanildiginda; kaspaz-bagimsiz hiicre 6liimi sekli olan PARthanatos’ un temel
belirteclerinden PAR birikimini ve fotoreseptor hiicre 6liimiinii anlamli sekilde azaltmayz,
retinal dokulardaki fotoreseptor hiicre tabakasinin kalinligini anlamli sekilde artirmayi

basarmiglardir.

Ayrica 100nM Olaparib, 3nM BMN-673 ve 10nM 3AB ile PARP inhibisyonu
gergeklestirmenin; noronal hiicre 6liimii hasar1 belirteclerinden olan Glial Fibriler Asidik
Protein yogunlugunu anlamli sekilde azalttigi ve daha Once bir baska retinal kalitsal
dejenerasyon modelinde artmis oldugu gosterilen ve hiicre i¢i atiklarin birikimi ile korele
sekilde arttig1 bilinen ekstraselliiler vezikiil aktivitesini azalttigi da gosterilmistir. Bununla
birlikte fotoreseptorlerin islevlerini yerine getirmeleri bakimindan son derece 6nemli olan
fotoreseptor dis segmentlerinde gelisime dair bir iyilesme belirteci olarak kabul edilen
Rodopsin’ in yogunlugu ise tedavi uygulanmamis ve 100nM Olaparib ile 3nM BMN-673
tedavileri uygulanmis gruplar arasinda karsilastirilarak PARP inhibisyonunun fotoreseptor

hiicre dis segment gelisimini de anlamli sekilde iyilestirdigi ortaya konmustur.

Retinitis pigmentosa gibi kalitsal retinal hastaliklarda oncelikle Rod fotoreseptorii kaybu,
ikincil olarak da Koni fotoreseptorlerinde kayip gelistigi bilindigi i¢in; yavas gelisen kalitsal
retinal dejenerasyon modelimizde temel olarak Koni fotoreseptorlerinin  durumuna
odaklandik. Ik defa bu ¢alismada rd2 modeline iliskin Koni fotoreseptorlerinin retinadaki
dagilimlarina bakilmis ve saglikli retinalar olan WtBI16 fare retinalarindaki Koni
fotoreseptorleri, literatiirle uyumlu sekilde foveal alan ve cevresinde en yogun sekilde
bulunmustur. Calismamizda fotoreseptorlerin retinadaki dagilimlar1 optik sinir sifir noktasi

olarak kabul edilmek suretiyle gerceklestirildigi icin; foveal alan ve ¢evresi “optik sinire orta
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mesafedeki alan” seklinde ifade edilmistir. Yine ayni yontemle PRPH2 geni mutasayonlu
rd2 model fare retinalar1 incelendiginde, onlarda da ayni bolgede en az Koni fotoreseptorii
yogunlugunun izlenmesi bize rd2 modelinde, daha onceki ¢alismalara gore fotoreseptor
hiicre oliimii pikinin yasandigi bilinen PN18. giinde, Koni fotoreseptorlerinin de Rod
fotoreseptorleri ile birlikte biiylik oranda dejenerasyona ugramis olduklarin1 gostermistir.
Literatiire gore fotoreseptor hiicre 6liimii pikinin yagandigini bildigimiz PN18. giinden sonra
da yavas gelisen rd2 modelinde fotoreseptdr yogunlugunu inceledigimizde Koni
fotoreseptorlerinin PN24. giinde daha da azalmis oldugu goriilmiistiir. PARP inhibitorleri ile
tedavi uygulanan rd2 in vitro kiiltiirlerdeki Koni fotoreseptorlerinin durumu incelendiginde
ise her i PARP inhibitoriiniin de Koni fotoreseptorlerinin hem yiizdelerini hem de birim
alandaki yogunluklarini arttirmis olduklari, bununla birlikte 100nM Olaparib ve 3nM BMN-
673 ile tedavi edilen gruplarda bu artisin anlamli oldugu gosterilmistir. Ayrica TUNEL
yontemi ile kolokalize olarak gergeklestirilen retinal doku kiiltiirti Cone-arrestin analizinde
her tic PARP inhibitoriiniin de Koni fotoreseptorii oliimlerini anlamli sekilde azalttiklart

ortaya konmustur.

Tiim c¢aligmalar goz Oniline alinarak bu {i¢ inhibitoriin etkisine karsilagtirmali olarak
bakildiginda ise 3nM BMN-673" iin kalitsal retinal dejenerasyonlarda en yiiksek
noroprotektif etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

Calismamizda tedavi edici ajan olarak kullandigimiz PARP inhibitorlerinden Olaparib ve
Talazoparib’ in (BMN-673) zaten hali hazirda FDA onayli olup bazi kanser tiirlerinde klinik
kullanimlarinin gercgeklestiriliyor olmasi, 3AB PARP inhibitoriiniin de pre-klinik ¢alismalar1
devam eden bir farmakolojik formiil olmast PRPH2 geni mutasyonu nedeniyle kalitsal
retinal dejenerasyonlardan muzdarip olan ve gérme yetilerini kaybetmemek i¢in cok da uzun
stireleri bulunmayan hastalar adina ciddi bir umut olabilir diye diisiiniiyoruz. Rd2 fare
modelinde acilen Talazoparib’ in in vivo ¢alismalarina baglanmasi ve bulgularin olumlu
seyri durumunda, zaten onayli olan bu ilacin kalitsal retinal dejenerasyonlarda da klinik

caligmalarina devam edilmesini timit ediyoruz.
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