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Oz

Amag: Bu caligma, proliferatif diyabetik retinopatinin (PDR)
patofizyolojisinde rol oynadig: bilinen anjiyopoietin-1, anjiyopoietin-2
ve Tie-2’nin vitreus sivisindaki konsantrasyonlar1 ve mikroRNA (miR)-
145-5p, miR-542-3p, miR-5195-3p, miR-126-3p, miR-211-3p ve miR-
204-5pnin ekspresyon profillerini degerlendirmeyi amaglamaktadir.
Gereg ve Yontem: Caligmaya PDR tanist almis 25 hasta ve kontrol
grubu olarak 25 diyabetik olmayan birey dahil edilmistir. Vitreus Ang-
1, Ang-2 ve Tie-2 diizeyleri enzime bagli immiinosorbent testi yontemi
kullanilarak 6l¢tilmiistiir. miRNA ekspresyonlar1 ger¢ek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile degerlendirilmistir.

Bulgular: Vitreus Ang-1 ve Ang-2 konsantrasyonlart PDR grubunda
kontrollere gére anlamli olarak daha disik bulunmugtur (p<0,05).
PDR grubunda ayrica anjiyopoietin-1/anjiyopoietin-2 orani daha
diisiik ve Tie-2 diizeyleri daha yiiksek bulunmus, ancak bu farkliliklar
istatistiksel anlamliliga ulagmamigtir (p>0,05). miR-126-3p ve miR-
204-5p diizeyleri PDR grubunda anlamli olarak artmigken (p<0,05),
miR-211-3p, miR-5195-3p, miR542-3p ve miR-145-5p diizeylerinde
istatistiksel anlaml farklilik gériilmemistir (p>0,05).

Sonug: Verilerimiz, PDRde artmis miR-204-5p ve miR-126-3p
ekspresyonu ile azalmig Ang-1 diizeyleri arasinda bir iliski oldugunu
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gostermektedir. Bu bulgular, PDR ile iligkili anjiyogenez hakkinda bilgi
saglamakta ve bu mikroRNATlarin hastaliga bagli vaskiiler degisikliklerin
gostergeleri olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.
Anahtar Kelimeler: Proliferatif diyabetik retinopati, miRNA,
anjiyopoietin-1, anjiyopoietin-2, resept6r tirozin kinaz-2

Abstract

Objectives: This study aims to assess the concentrations of
angiopoietin-1, angiopoietin-2, and Tie-2, which are implicated in
the pathophysiology of proliferative diabetic retinopathy (PDR), in
the vitreous fluid and to evaluate the expression profiles of microRNA
(miR)-145-5p, miR-542-3p, miR-5195-3p, miR-126-3p, miR-211-3p,
and miR-204-5p.

Materials and Methods: The study included 25 patients with PDR
and 25 non-diabetic individuals as controls. Vitreous angiopoietin-1,
angiopoietin-2, and Tie-2 levels were measured using enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). miRNA expression levels were
evaluated using real-time polymerase chain reaction.

Results: Vitreous angiopoietin-1 and 2 levels were significantly lower
in the PDR group when compared to controls (p<0.05). The PDR
group also had a lower angiopoietin-1/angiopoietin-2 ratio and higher
Tie-2 levels, but these differences did not reach statistical significance
(p>0.05). Significantly higher levels of miR-126-3p and miR-204-5p
were detected in the PDR group (p<0.05), whereas miR-211-3p, miR-
5195-3p, miR-542-3p, and miR-145-5p did not show statistically
significant differences (p>0.05).

Conclusion: Our data demonstrate that increased miR-204-5p and
miR-126-3p expression may be associated with angiogenesis-related
alterations in PDR. These findings provide insight into PDR-related
angiogenesis and suggest that these microRNAs may represent potential
biomarkers of disease-related vascular alterations

Keywords: Proliferative diabetic retinopathy, microRNA,
angiopoietin-1, angiopoietin-2, receptor tyrosine kinase-2
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Giris

Diyabetin mikrovaskiiler bir komplikasyonu olan
diyabetik retinopati (DR), eriskinlerde ciddi gorme
kaybina yol agmaktadir.! Klinik olarak DR, non-proliferatif
evreden proliferatif forma progresyon gosterir. Non-
proliferatif diyabetik retinopatide (NPDR) retinayla
siirll mikrovaskiiler degisiklikler goriiliirken, proliferatif
diyabetik retinopatide (PDR) anormal intraokiiler damar
gelisimi ve vitreoretinal araylizde fibrovaskiiler doku
gelisimi izlenir ve hastaligin daha ileri bir evresidir. Her iki
evre de geri doniisii olmayan gérme kaybina neden olabilir.?

PDRnin patogenezi retina iskemisi ve bunu takiben
anjiyojenik sinyal yolaklarinda upregiilasyon ile yakindan
iligkilidir. Vaskiiler endotelyal bityiime faktoriin (VEGEF)
yani sira, anjiyopoietin/TEK tirozin kinaz (Ang/Tie2)
ekseni, diyabetik retinada vaskiiler stabiliteyi ve patolojik
anjiyogenezi diizenleyen oOnemli bir medyatérdir.>
Esas olarak perivaskiiler hiicreler tarafindan diretilen
anjiyopoietin-1 (Ang-1), Tie2 reseptoriinii aktive eder ve
endotel hiicresi sagkalimini, hiicreler arasi adezyonu ve
bariyer biitiinliiglinii artirarak damar olgunlasmasini ve
stabilizasyonunu destekler.’ Buna karsilik, anjiyopoietin-2
(Ang-2) genellikle Tie2’nin baglam bagiml bir antagonisti
olarak kabul edilir ve vaskiiler destabilizasyona ve perisit
kaybina katkida bulunarak damar yapisini pro-anjiyojenik
sinyallere karst duyarli hale getirir.® Basta hipoksi,
hiperglisemi ve oksidatif stres olmak {izere diyabetik
retinal stres faktorlerinin Ang-2 ekspresyonunu artirdig
gosterilmistir ve hipoksik kosullar VEGF sinyalini de
giiclendirir. Ang-2 ve VEGFnin kombine etkisi endotelyal
aktivasyonu, endotelyal tomurcuklanma ve neovaskiiler
biiytimeyi kolaylastirarak PDRnin ilerlemesine zemin
hazirlar’

Cesitli genlerin ekspresyonu, kodlanmayan bir RNA
ailesi olan mikroRNAlar (miRNA) tarafindan post-
transkripsiyonel olarak diizenlenir® Bu regiilatorler,
hedef transkriptlerin 3’ gevrilmeyen bélgelerini taniyip
bunlara baglanarak proteinlere gevrilmelerine engel olur.’
Bu diizenleyici islevleri araciligiyla miRNAlar anjiyojenik
regiilasyon, hiicresel farklilagma, proliferasyon ve biiyiime,
apoptoz ve embriyonik gelisim gibi ¢ok cesitli biyolojik
mekanizmalarda rol oynar. Bu nedenle, miRNAmnin
downregiilasyonu veya disfonksiyonunun yani sira
miRNA hedeflerinin disregiilasyonunun ¢esitli hastaliklara
katkida bulunduguna inanilmaktadir. Ayrica, miRNAlarin
transkripsiyonel regiilasyonunu ve bunlarin gesitli goz
hastaliklar1 ile retinal neovaskiilarizasyondaki rollerini
aragtiran ¢aligmalar devam etmektedir. Cok sayida
retinal miRNAnin anormal ekspresyonu ve aktivitesindeki
degisim, PDR de dahil olmak tizere sik goriilen retina
hastaliklarinin etiyolojisi ile iligkilendirilmistir.

Hastalik tedavisi ve biyobelirte¢ tanimlamasindaki
olasi faydalar1 nedeniyle miRNAlarin PDR patogenezinde
oynadigirol giderek daha fazlailgi gormektedir.*"' Son meta-
analizler, dolasimdaki miRNAlar ile PDRnin NPDRden
ayirt edilebilecegini gostermektedir ancak mevcut kanitlar
biiytik olgiide serum veya plazma 6rneklerine dayanmakta
ve vitreoretinal arayiizdeki anjiyojenik mikrogevreyi tam
olarak yansitmamaktadir.'?

Segilen miRNAlar (miR-145-5p, miR-542-3p, miR-
5195-3p, miR-126-3p, miR-211-3p ve miR-204-5p), in silico
hedef tahmin araglaria (6rnegin; TargetScan ve miRWalk)
ve bunlarin Ang-1, Ang-2 ve Tie2 iliskili yolaklarla
potansiyel etkilesimlerinin yani sira anjiyogenez ve retinal
vaskiiler hastaliklarla ilgili olabilecegini bildiren onceki
literatiire dayanilarak secilmistir.

Bu calismada, Ang-1, Ang-2 ve Tie2 genlerini hedefleyen
bu miRNAlarin vitreus ekspresyon diizeylerinin nicel
olarak belirlenmesi ve diyabetik olmayan kontrollerle
karsilagtirilarak  PDRnin  altta yatan molekiiler
mekanizmalarinin ortaya ¢ikarilmas: amaglanmigtir.

Gereg ve Yontem

Tim deneyler i¢in Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi
Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulundan onay alind:
(protokol kodu: TUTF-BAEK 2020/273, karar no: 14/22,
tarih: 14.09.2020). Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi, Goz
Hastaliklar1 Anabilim Dalrndan PDRi 25 hasta ve diyabeti
olmayan 25 birey ¢aligmaya dahil edildi. PDR grubu i¢in,
glisemik durumu degerlendirmek ve diabetes mellitus
tanisin1 dogrulamak amaciyla HbAlc duzeyleri 6l¢tildi.
PDR tanist retinal neovaskiilarizasyon, vitreus kanamasi
ve fibrovaskiiler proliferatif doku varligina dayanilarak
konuldu.

Her iki grup icin genel dislama kriterleri yasa baglh
makiila dejenerasyonu, komplike katarakt cerrahisi oykiisii
ve tveit olarak belirlendi. Ayrica, diabetes mellitus veya
diger retinal vaskiiler hastaliklar1 olan bireyler kontrol
grubundan ¢ikarildi. PDR grubu igin ek diglama kriterleri
retina dekolmani, epiretinal membran veya makiila deligi
nedeniyle cerrahi gecirmis olmak ve son ii¢ ay icinde
intravitreal enjeksiyon yapilmis olmasi olarak belirlendi.

Her iki grupta da vitreus ornekleri, pars plana
vitrektomi (PPV) sirasinda intraoperatif olarak elde edildi.
Tamamen saglikli bireylerden vitreus 6rneklemesi yapmak
etik olarak uygun olmadigindan, kontrol drnekleri retinal
vaskiiler patoloji ile iliskili olmayan hastaliklar (regmatojen
retina dekolmani, makiila deligi, epiretinal membran)
nedeniyle PPV gegiren hastalardan alindi. Bu yaklasim,
saglikli bireylerden vitreus sivisi elde edilmesindeki etik
sinirlamalar nedeniyle kontrol o6rneklerini tipik olarak
vaskiiler olmayan retinal hastaliklar icin vitrektomi gegiren
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hastalardan alan daha 6nce yayimlanmis vitreus ¢alismalar:
ile uyumludur.

Vitreus Orneklerinin Toplanmas1

Her hastaya, aym1 kidemli cerrah tarafindan lokal
anestezi altinda geleneksel tig girisli 23-gauge PPV yapildi.
Islemin baslangicinda, géz i¢i infiizyon baslatiimadan énce,
vitrektomi bigagina bagli bir enjektor kullanilarak santral
vitreus boslugundan yaklasik 0,5 mL vitreus sivisi aspire
edildi. Ornek toplanmadan 6nce, bigak hattinda kalan
irigasyon sivist digari atildi. Vitreus 6rnekleri santrifiijlendi
ve daha ileri analizler gergeklestirilene kadar -80 °Cide
saklandi.

miRNA Izolasyonu ve cDNA Sentezi

Vitreus ornekleri ¢ozdirildikten sonra, miRNAlar1
iceren total RNA, ticari bir miRNA izolasyon kiti (High
Pure miRNA Isolation Kit, Roche Diagnostic GmbH,
Mannheim, Germany) kullanilarak izole edildi. RNA
miktar1 ve saflig1 spektrofotometrik olarak olgiildi. izole
edilen RNAdan miRNAya 6zgii bir cDNA sentez Kkiti
(miRNA All-In-One cDNA Synthesis Kit, Abm, Kanada)
kullanilarak komplementer DNA (cDNA) sentezlendi.
Sentezlenen cDNA, daha sonra yapilacak polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) analizi i¢in -20 °C'de sakland1.

Kantitatif Ger¢cek Zamanli PCR Analizi (qRT-
PCR)

miRNAlarin ekspresyon diizeyleri, QRT-PCR (StepOne,
Applied Biosystems, ABD) kullanilarak analiz edildi.
miRNA ekspresyon diizeylerinin normalizasyonu igin
endojen kontrol olarak RNU6B kullanildi. miRNA’lar
ve RNUG6B icin primer dizileri Tablo 1de sunulmustur.
miRNA ekspresyonu igin kantitatif PCR analizleri Bright
Green miRNA qPCR Master Mix-No Dye (Abm, Kanada),
gene 6zgii primerler, cDNA sablonu ve niikleaz icermeyen
su eklenerek hazirlanan 20 pLlik reaksiyonlarda ytiritildi.
qPCR amplifikasyonu, giivenilir ve tekrarlanabilir bir
amplifikasyon saglamak amaciyla iretici tarafindan

Tablo 1. miRNA primer dizileri

Primer Baz dizisi

hsa-miR-145-5p | 5~-GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU-3’

hsa-miR-542-3p | 5-UCGGGGAUCAUCAUGUCACGAGA-3’

hsa-miR-

5-AUCCAGUUCUCUGAGGGGGCU-3’
5195-3p

hsa-miR-126-3p | 5-UCGUACCGUGAGUAAUAAUGCG-3’

hsa-miR-211-3p | 5-GCAGGGACAGCAAAGGGGUGC-3’

hsa-miR-204-5p | 5-UUCCCUUUGUCAUCCUAUGCCU-3

RNU6B 5-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3’

174

oOnerilen standart termal dongii parametreleri kullanilarak
gerceklestirildi.

Vitreus Orneklerinde Ang-1, Ang-2 ve Tie2
Diizeylerinin Belirlenmesi

Ornekler oda sicakligina getirildikten sonra
anjiyopoietinler ve Tie2 reseptoriinden olusan anjiyojenik
yolak bilesenlerinin vitreus diizeylerini belirlemek
amactyla enzime bagl immiinosorbent test (ELISA) ile
kantifikasyon gerceklestirildi (sirastyla ANG-1 ELISA Kkiti,
Kat. no. E1222Hu BTLAB; ANG-2 ELISA Kkiti, Kat. no.
E1221Hu BTLAB; TEK ELISA kiti, Kat. no. SEA126Hu,
USCN). Optik dansite dl¢iimleri bir mikroplaka okuyucu
(Thermo Multiscan Go Microplate, ABD) kullanilarak
elde edildi ve degerlendirilen tiim anjiyojenik bilesenlerin
konsantrasyonlar1 ng/mL olarak ifade edildi.

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler IBM SPSS Statistics (version
25.0, IBM Corp., Armonk, NY, ABD) kullanilarak
gerceklestirildi. Gii¢ hesaplamalar1 PASS yazilimi ile
a=0,05 ve %80 giic hedeflenerek yapildi. Verilerin
normalligi Shapiro-Wilk testi kullanilarak degerlendirildi.
Dagilim oOzelliklerine bagli olarak karsilagtirmalar,
bagimsiz 6rneklemler t-testi veya Mann-Whitney U
testi kullanilarak gerceklestirildi. Veriler, uygunluguna
gore ortalama + standart sapma veya medyan (¢eyrekler
aras1 aralik) olarak sunuldu. miRNA ekspresyon
diizeyleri RNU6B’ye normalize edildi ve 24 yontemi
kullanilarak hesaplandi.’® miRNA ekspresyon diizeyleri
ile anjiyopoietin konsantrasyonlar: arasindaki korelasyon
analizleri Spearman sirali korelasyon katsayisi kullanilarak
yapildi. Istatistiksel agidan p degerinin 0,05’ten kiigiik
olmasi anlamli kabul edildi. Coklu karsilastirmalar
yapildigindan tip I hata olasiligi mevcuttur. Calismanin
kesfedici dogas1 ve sinirli 6rneklem biiyuikliigii nedeniyle
bir diizeltme yapilmamistir. Bu nedenle, bulgularin
hipotez iiretici olarak degerlendirilmesi gerekmektedir.

Bulgular

PDR grubunda 12 hastada (%48) vitreus i¢i kanama ve
13 hastada (%52) traksiyonel retina dekolmani mevcuttu.
PDR hastalarinda ortalama diyabet siiresi 20 yild1
(20,0+9,5). Kontrol grubunda 18 hastada (%72) regmatojen
retina dekolmanyi, 4 hastada (%16) epiretinal membran ve
3 hastada (%12) idiyopatik makiila deligi vardi. Calisma
gruplar1 arasinda yas veya cinsiyet agisindan anlamli
fark yoktu (p>0,05). PDRli hastalarin hemoglobin Alc
(HbA1c) degerleri kontrollere kiyasla daha yiiksek bulundu
(p<0,05). Caligma popiilasyonunun demografik 6zellikleri
Tablo 2'de 6zetlenmistir.
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Ang/Tie2 Ekseni Bilesenlerinin Vitreus
Konsantrasyonlar1

PDR grubunda her iki anjiyopoietinin vitreus
diizeylerinde anlamli bir azalma gozlendi (p<0,05;
Sekil 1). Vitreus Orneklerinde Ang-1/Ang-2 orani
degerlendirildiginde, PDR’li hastalarda bu oran daha diisiik
(2,08+0,43 ng/mLye karsilik 2,20+0,58 ng/mL) bulunsa da
aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,412).
Kontrollerle (8,16+2,20 ng/mL) karsilagtirildiginda PDR
grubunda (8,87+2,03 ng/mL) Tie2 diizeyleri daha yiiksekti,
ancak bu artis da istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0,05).

PDR ve Kontrollerde Vitreus miRNA Ekspresyon
Paternleri

PDR hastalarinda ve diyabetik olmayan kontrollerde
qRT-PCR kullanilarak alti miRNA diizeyleri kantitatif
olarak olctildii. PDR hastalarinda kontrollere kiyasla
vitreus miR-204-5p ve miR-126-3p diizeylerinin belirgin
sekilde arttig1 ve sirasiyla 3,72 (p=0,02) ve 2,63 (p=0,022)
kat degisiklikler oldugu saptandi. Vitreus miR-542-3p
diizeyleri PDR grubunda yaklasik 1,57 kat daha yiiksekti,
ancak bu artis istatistiksel anlamli degildi (p=0,17; Sekil
2). Buna karsilik, miR-211-3p, miR-145-5p ve miR-5195-
3pnin PDR grubunda ekspresyon diizeyleri daha diistiktii
ancak yine gruplar arasi anlamli bir fark saptanmadi
(p>0,05; Sekil 2). PDR grubu iginde gergeklestirilen
Spearman korelasyon analizi, miR-126-3p/miR-204-5p
ekspresyon diizeyleri ile Ang-1/Ang-2 konsantrasyonlar:
arasinda anlamli bir korelasyon olmadigini gosterdi
(p>0,05). Ancak, miR-126-3p ve miR-204-5p ekspresyon
diizeyleri arasinda orta derecede pozitif bir korelasyon
mevcuttu (r=0,508, p=0,009). miRNA ekspresyon diizeyleri
ile HbAlc degerleri arasinda anlamli bir korelasyon

gozlenmedi (p>0,05).

Tablo 2. Kontrol ve proliferatif diyabetik retinopati (PDR)
gruplarimin demografik parametreleri

PDR Kontrol

(n=25) (n=25) P
Yas (y1l), ortalama + SD | 56,7+8,83 | 58,64+12,15 0,72
Cinsiyet, n (%)
Erkek 19 (76) 18 (72) 076
Kadin 6 (24) 7 (28) ’

0,

?'S’glc (%), ortalama | o o0y 40 | 5,4040,58 0,001

HbAlc: Hemoglobin Alc, n: Kisi sayisi, SD: Standart deviasyon

Tartisma

Mevcut bulgular, PDR gelisiminde Ang/Tie2 sinyal
ekseninin katkis1 olabilecegini ve segilen miRNAlarin
bu yolaklar1 dogrudan diizenlemekten ziyade goz igi
anjiyojenik ortamdaki degisikliklerle iliskili olabilecegine
isaret etmektedir. Ayrica, vitreus swvisinda Ang-2 genini
hedefleyen miR-145-5p, miR-542-3p ve miR-5195-3p'nin
ekspresyon profillerini de inceledik.

Bir ¢caligmada, her iki anjiyopoietinin vitreus ekspresyon
diizeylerinin PDR hastalarinda kontrollere goére arttigi
bildirilmistir."* Benzer sekilde, Tsai ve ark."” kontroller
ile NPDR olgularin1 karsilagtirdiginda PDR hastalarinda
vitreus Ang-1 ve Ang-2 konsantrasyonlarinin arttigini
saptamustir. Buna karsilik Patel ve ark.'® kontrol grubuyla
kargilastirildiginda PDR hastalarinin vitreus sivisinda
bu anjiyojenik faktorlerin diizeylerinin azaldigini
gozlemlemistir. Patel ve ark.' tarafindan bildirilen sonuglar,
PDR hastalarinda kontrollere goére vitreusta hem Ang-1
hem de Ang-2 ekspresyonunun azaldigini gosteren
bulgularimizla tutarhidir. Ozellikle vaskiiler olmayan
retina hastaliklar1 olan gozlerin kontrol grubuna dahil
edilmesi gibi kontrol grubu farkliliklari, ¢alismalarda
bildirilen vitreus anjiyopoietin diizeylerindeki degiskenligi
aciklayabilir.

Bu nedenle, PDRnin vitreus ile iliskili patofizyolojik
mekanizmalarinda Ang-1 ve Ang-2 regiilasyonuna iliskin
literatiir verileri celigkilidir. Baz1 ¢alismalarin sonuglari,
anjiyogenez siirecindeki dengeyi degerlendirmek igin
sadece bir anjiyopoietin diizeyinin oOl¢iilmesinin yeterli
olmadigin1 gostermektedir.*>* Bu nedenle Wang ve
ark.”” Ang-1/Ang-2 oranimni belirlemis ve bu oranin orta
siddette NPDR ve siddetli DRye kiyasla PDRde anlamli
olarak azaldigini bulmusglardir. Diger ¢aligmalar da
benzer sekilde PDRde kontrollere gére Ang-2’ye dogru
bir kayma oldugunu gostermistir.*** Literatiirle uyumlu
olarak, ¢alismamizda Ang-1/Ang-2 oraninin azaldigin
gozlemledik. Bulgularimiz, anjiyopoietin diizeylerindeki
degisikliklerin dengeyi neovaskiilarizasyona dogru
kaydirdigini  ve PDR patogenezini etkiledigini
desteklemektedir. PDR grubunda vitreus Ang-1 ve
Ang-2 duzeylerinin azaldiginin bulunmasi, PDRde bu
diizeylerin yiikseldigini bildiren 6nceki bazi ¢aligmalarla
tutarli degildir. Bu tutarsizlik hastalik evresi, klinik fenotip,
vitreus i¢i kanama veya traksiyonel retina dekolmani varlig1
ve kontrol grubunun heterojen yapisindaki farkliliklarla
iligkili olabilir. Kohortumuzda hastalarin %48’inde vitreus
i¢i kanama ve %52’sinde traksiyonel retina dekolmani
mevcuttu. Bu durumlarin ikisi de intraokiiler molekiiler
ortami etkileyebilir. Bu nedenle, anjiyopoietin bulgularimiz
bu c¢alismanin spesifik klinik ve metodolojik baglami
icinde yorumlanmalidir ve tek tip bir biyolojik yanittan
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Sekil 1. Proliferatif diyabetik retinopati (PDR) hastalarinda ve kontrollerde
vitreus anjiyopoietin-1 (Ang-1) ve anjiyopoietin-2 (Ang-2) konsantrasyonlar1
*Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0,05; veriler ortalama + SD olarak sunulmustur

SD: Standart deviasyon
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Sekil 2. Proliferatif diyabetik retinopatisi (PDR) olan hastalarda kontrollere kiyasla vitreus

miRNATlarinin goreceli ekspresyon diizeyleri

*Kontrol grubuyla karsilastirldiginda p<0,05; veriler ortalama + SD olarak sunulmugstur

SD: Standart deviasyon

ziyade hastaligin heterojenligini veya 6rneklemeyle iliskili
farkliliklar1 yansitiyor olabilir.

Bununla uyumlu olarak, PDR’li hastalarda Ang-1/Ang-
2deki azalma, endotelyal vaskiiler biitiinliigin bozulmas:
ile iliskilendirilmistir. Buna gore, bu dengenin korunmasi
vaskiiler homeostaz i¢in 6nemli olabilir ancak terapotik
etkisini anlayabilmek icin daha ileri ¢aligmalara ihtiyag
vardir.
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Pramanik ve arknin'® miR-
126-3p diizeyleri NPDRi hastalardan alinan vitreus
ve plazma Orneklerinde DR olmayan kontrollere gore
daha digitk bulunmugtur. Benzer sekilde, streptozotosin
(STZ) ile indiiklenen diyabetik sican modellerinin
kullanildig1 deneysel calismalarda retinal miR-126-3p
diizeylerinin azaldig1 gosterilmistir. Bu sonug s6z konusu
miRNAnin VCAM-1, VEGF ve Ang-1 ekspresyonunu
diizenleyerek DR’nin erken patogenezinde yer alabilecegini

sonuglarina gore,
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diisiindirmektedir.” Buna karsilik ¢aligmamizda, PDRli
hastalarin vitreus sivisinda kontrollere gore miR-126-3p
ekspresyonu artarken, buna Ang-1 diizeylerinde eszamanl
azalma eslik etmistir. Ang-1'in Tie2 aracili vaskiiler
stabilizasyondaki koruyucu rolii géz ontine alindiginda,
miR-126-3p ekspresyonunda artis ile Ang-1 diizeylerinde
azalma arasinda gozlenen ters ilisgki, PDRde patolojik
anjiyogenezin siirdiriilmesine katkida bulunabilecek bir
mekanizmaya isaret etmektedir. Bulgularimiz, PDRli
hastalarin vitreus, plazma ve proliferatif membranlarinda
miR-126 ekspresyonunun anlaml 6l¢iide arttigini ve
ekspresyon diizeylerinin hastalik siddetiyle paralel olarak
yiikseldigini bildiren Liu ve arknin® gozlemleriyle
uyumludur. Vitreus Orneklerinin kullanildigi diger
calismalar da kontrollere kiyasla PDRde miR-126-3pnin
upregiile oldugunu gostermis ve VEGF duzeylerindeki
artis ile anjiyojenik aktivite arasinda bir iligki oldugunu
one slirmiistiir® Ayni grupta Ang-1 diizeyleri azalmis
olmasina ragmen, miR-126-3p ekspresyonu ile Ang-1
konsantrasyonlar1 arasinda anlamli bir korelasyon
saptanmamistir. Bu nedenle, PDRde miR-126-3p ile
Ang-1/Tie2 sinyalizasyonu arasindaki olasi herhangi bir
iligki indirekt olabilir ve nedensel bir etkilesim olarak
yorumlanamaz. Bu bulgular, miR-126-3pnin Ang-1
ekspresyonunu dogrudan diizenlemekten ziyade ileri
hastalik evrelerindeki anjiyojenik degisikliklerle iliskili
olabilecegini diisiindiirmektedir.

miR-204-5p ile ilgili olarak, Kot ve Kaczmarek®
ile Yan ve ark.*® PDRIi hastalardan alinan vitreus
orneklerinde eksozomal miR-204-5pde anlamli azalma
oldugunu bildirmislerdir. Buna karsilik, total vitreus
miRNA analizimiz, miR-204-5p ekspresyonunun PDR
hastalarinda kontrollere kiyasla belirgin sekilde arttigini
ortaya koymustur. Bu artig, STZ ile indiiklenen diyabetik
modellerde retinal miR-204-5p diizeylerinin diyabetik
olmayan kontrollerden vyiiksek oldugunu bildiren
deneysel gozlemlerle tutarlidir ve hastalik siirecinde erken
donemde ortaya ¢iktigina isaret etmektedir.** Eksozomal
ve total vitreus diizeyleri arasindaki bu tutarsizlik, total
vitreus miRNA diizeylerinin retinal doku diizeyindeki
patolojiyi daha dogru bir sekilde yansitabilecegini
dtgtiindiirmektedir. Ayrica, Kather ve ark.”® miR-204-5p
ekspresyonunda azalmanin Ang-1 ekspresyonunda artiga
yol agarak korneal neovaskiilarizasyonu tesvik ettigini
bildirirken, Zhangve ark.? EA.hy926 endotel hiicrelerinde
Ang-1'in hem miR-204 hem de miR-211'in dogrudan
hedefi oldugunu gostermislerdir. Caligmamizda, PDR
hastalarindan alinan vitreus orneklerinde miR-204-5p
ekspresyonu artarken, miR-211 ekspresyonu istatistiksel
olarak anlamli olmayan bir azalma egilimi gostermistir.
Deneysel ¢aligmalarda Ang-1’i miR-204-5p’nin olast bir
hedefi oldugu bildirilse de miR-204-5p ekspresyonu

ile Ang-1 diizeyleri arasinda anlamli bir korelasyon
gozlemlemedik. Bu nedenle, PDRde gézlenen miR-204-
5p upregiilasyonu, dogrudan diizenleyici aktivitenin bir
kanit1 olmak yerine bir iliski olarak yorumlanmalidir.
Benzer sekilde, bu c¢alismada degerlendirilen bazi
miRNAlarmn anjiyojenik yolaklar1 hedefledigi bildirilmis
olmasina ragmen, veri setimizde miRNA ekspresyon
diizeyleri ile Ang-1 veya Ang-2 konsantrasyonlar:
arasinda anlamli bir korelasyon gozlenmemistir. Boyle
bir iliskinin gozlenmemis olmasi, PDRde miRNAlar
ile anjiyopoietin sinyalizasyonu arasindaki iliskinin
karmasik, dolayli veya baglama bagiml olabilecegini ve
diizenlenmenin ¢ok katmanli bir yapiya sahip oldugunu
distindirmektedir.

Ayrica, miRNA ekspresyon diizeyleri ile HbAlc
degerleri arasinda anlamli bir korelasyon saptanmadi. Bu
durum vitreus miRNA ekspresyonunun sistemik glisemik
durumdan ziyade lokal g6z i¢i mekanizmalardan daha
gliclii bir sekilde etkilendigine isaret etmektedir.

Calismamizda, vitreus miR-542-3p dizeyleri PDRli
hastalarda kontrollere kiyasla 1,57 kathik bir artis
gosterdi ancak aradaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmadi (p>0,05). Zhang ve ark.” subretinal fibrozis
modellerinde circSIRT2/miR-542-3p/VASH1 diizenleyici
agini  aragtirmig ve miR-542-3p’nin  fonksiyonel
rollerini agikliga kavusturmuglardir. Ancak, insan
vitreus sivisindaki endojen miR-542-3p diizeylerini
degerlendirmemislerdir. Bu nedenle, bildigimiz kadariyla
calismamiz, PDRde vitreus miR-542-3p ekspresyonuna
iliskin ilk verileri sunmaktadir. Literatiirde giderek artan
kanitlar, miR-542-3pnin Ang-2 ekspresyonunu dogrudan
hedefleyerek ve negatif yonde diizenleyerek anjiyogenezi
baskiladigini gostermektedir.?*? Ayrica, NEAT1-miR-
542-3p-Ang-2 diizenleyici ekseninin baskilanmasinin
Ang-2 ekspresyonunu artirdigi ve patolojik anjiyogenezi
siddetlendirdigi gosterilmistir.*® Birlikte ele alindiginda bu
sonuglar, miR-542-3pnin Ang-2’nin post-transkripsiyonel
kontroliine katkida bulunabilecegini ve okiiler vaskiiler
hastaliklarda anjiyojenik yolaklar1 etkileyebilecegini
gostermektedir. Bu baglamda, caliymamizda gozlenen
miR-542-3p ekspresyonundaki istatistiksel olarak anlaml
olmayan artis, PDR patogenezinin altinda yatan Ang-2
aracili anjiyojenik aktiviteyi sinirlamayr amaglayan telafi
edici bir yanit olabilir.

miR-5195-3p ile ilgili olarak, retina pigment epiteli
hasarini arastiran Onceki bir ¢alisma, yiiksek glukoz
kosullarina maruz kalan retina epitel hiicrelerinde miR-
5195-3p ekspresyonunun kontrollere kiyasla azaldigini
gostermistir.®’ Ancak, insan vitreusunda miR-5195-3p
ekspresyonu mevcut literatiirde hentiz aragtirlmamigtir.
miRWalk tabanli tahminlerimiz Ang-2 ile miR-5195-
3p arasinda bir etkilesim olabilecegine isaret etmekte
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olup, bu miRNAnin PDR’nin karakteristigi olan patolojik
vaskiilarizasyonda anahtar bir sinyal bileseni olarak islev
gorebilecegini diigtindiirmektedir.

Wang ve ark.? miR-145-5pnin dogrudan Ang-2’yi
hedefledigini ve anjiyojenik sinyalizasyon {izerinde inhibe
edici bir etki gosterebilecegini bildirmistir. Buna ek olarak
retinal miR-145-5p ekspresyonunun, farede oksijenle
indiiklenen retinopati modelinde upregiile oldugu
bildirilmis ve okiiler anjiyogenez ile iligkili olabilecegi ileri
striilmiistiir.® Daha yakin zamanda yapilan bir ¢aligmada,
miR-145-5p'nin hiperglisemik kosullar altinda PDZ domain
containing 1 ekspresyonunu baskilayarak DRde endotel
disfonksiyonuna katkida bulundugu gosterilmistir.**
Patolojik miyopili hastalarin vitreus sivisinda eksozomal
miR-145-5p saptanmis olmasina ragmen, ¢alismamiz
PDRi hastalarin vitreusunda miR-145-5p ekspresyonunu
degerlendiren ilk c¢aligmadir. Calismamizda, PDR
hastalarinda kontrollere kiyasla vitreus miR-145-5p
ekspresyonu azalmistir (kat degisim: 0,71). Ang-2’nin
miR-145-5p hedefi ve PDRde kilit bir pro-anjiyojenik
medyator oldugu goéz oniine alindiginda, vitreusta miR-
145-5p duzeylerinin azalmasi, vitreus mikrogevresinde
Ang-2 kaynakli patolojik anjiyogenezi kolaylastirabilir.
Bulgularimiz, miR-145-5p ekspresyonunun disregiile
olmasinin PDR patogenezine kompartmana ozgii bir
sekilde katkida bulunabilecegini gostermektedir.

Genel olarak, bu c¢alismanin sonuglar1 kesfedici ve
hipotez tretici olarak degerlendirilmelidir. miRNA
ekspresyonunda ve anjiyopoietin diizeylerinde gozlenen
degisiklikler, PDR gelisiminde rol oynayan karmagsik
regiilator siireclerin bir yansimasidir, ancak nedensel bir
iliski kurulmasi i¢in yeterli degildir.

Calismanin Kisitliliklar:

Bu bulgular c¢esitli kisithliklar goéz oniinde
bulundurularak yorumlanmalidir. Oncelikle, drneklem
buytkligii, olast biyolojik etkilere ragmen vitreus
miRNA ekspresyonundaki anlamli farkliliklar1 saptama
konusundaki istatistiksel giicii sinirlamis olabilir. Bu
calismanin bir diger 6nemli kisithlig1 kontrol grubunun
regmatojen retina dekolmani, makiila deligi ve epiretinal
membran1 olan hastalardan olusan heterojen bir
poptilasyondan olusturulmus olmasidir. Bu hastaliklar
primer olarak anjiyojenik olmamakla birlikte, vitreusun
molekiiler ortamini degistirebilir ve bu nedenle vitreus
biyobelirte¢ analizinde potansiyel karistirici faktorler
olarak hareket edebilirler. Ayrica, ¢oklu karsilastirmalar
diizeltme yapilmadan gerceklestirilmis olup, bu durum tip
I hata riskini artirabilir. Hastalik aktivitesine veya klinik
fenotipe (6rnegin; vitreus i¢i kanama veya traksiyonel
retina dekolmani varlig1) gore katmanlar olusturulmamasi,
bulgularin yorumlanmasini sinirlayabilir. Son olarak,
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caligmanin kesitsel tasarimi nedensel ¢ikarim yapilmasina
engeldir ve miRNA ekspresyonu ile anjiyojenik degisiklikler
arasindaki zamansal iliskileri degerlendirme yetenegini
sinirlar.

Bu nedenle, bu gozlemleri dogrulamak ve hastalik
progresyonu sirasinda vitreus miRNA ekspresyonundaki
zamansal degisiklikleri belirlemek i¢in daha biiyiik hasta
kohortlariyla yapilacak ileri aragtirmalara ihtiyag vardir.

Sonug

Caligmamuz, farkli sekilde eksprese edilen miRNA’larin
PDRnin altinda yatan molekiiler mekanizmalarda rol
oynayabilecegine isaret etmektedir. Bulgularimiz, miR-
126-3p ve miR-204-5pnin vitreus ekspresyonunun
degistigini ve bunun PDRde anjiyogenez ile iliskili
degisikliklerle baglantili olabilecegini diisiindlirmektedir.
Ancak kesfedici tasarim, sinirli 6rneklem biyikligi ve
ozellikle saglikli olmayan heterojen bir kontrol grubunun
kullanilmasi g6z 6niine alindiginda, bu bulgular dikkatle
yorumlanmali ve daha biiyiik, iyi tasarlanmis ¢alismalarla
dogrulanmalidir.

Bildigimiz kadarryla bu ¢aligma, PDR hastalarinda
miR-145-5p, miR-5195-3p ve miR-542-3pnin vitreus
ekspresyon diizeylerini degerlendiren ilk ¢alismadir ve
mevcut literatiire yeni veriler kazandirilmasini saglamigtir.
Yine de, bu ¢aligmada anlaml diizeyde disregiile oldugu
gosterilen miRNA’larin sinyal yolaklarini ve islevsel rollerini
netlestirmek i¢in daha ileri deneysel ve klinik ¢aligmalarin
yapilmasi gerekmektedir.
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