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OZET

Giris: Neuregulin-1 (NRG-1), Endoplazmik Retikulum stresini (ERS) azaltan bir
ajandir. Tedavi yaklagimlari oldukg¢a kisitli olan retinal hastaliklarin olugumunun
sebepleri arasinda ERS goOsterilmektedir. Projemizde retina dejenerasyonunun
nedenlerinden biri olarak gosterilen ER stresini NRG-1 ile baskilamay1 ve bunun retinal
dejenerasyon patogenezi Uzerindeki etkisini morfolojik ve immunohistokimyasal
calismalar ile degerlendirmeyi amagladik. Boylece ERS kaynakli retinal hastaliklarda
Neuregulin-1’in hem proflakside hem de tedavideki etkisi hakkinda fikir sahibi olmay1
hedefledik.

Yontem: Deney hayvani olarak 6-8 haftalik BALB/c ki erkek fareler kullanildi.
Retinal dejenerasyon modeli igin, farelere 60 mg/kg viicut agirligi dozunda N-methil-
N-nitr6z (MNU) intraperitoneal (IP) tek doz enjeksiyon yapildi. MNU kullanimdan
hemen 6nce steril serum fizyolojik icerisinde seyreltilerek farelere enjekte edildi. Tedavi
grubu igin; farelere 0.6 mg/kg/gun dozunda Neuregulin-1 intraperitonel (IP) enjeksiyon
yapildi. MNU enjeksiyonu yapildig: giin 0. guin olarak kabul edildi ve tedavi, her gun tek
doz Neuregulin verilerek 3. ve 7. glnlerde retina diseksiyonu yapildi. Hematoksilen-
eosin ile boyanan 6rnekler 1sik mikroskobunda incelendi, Immunoflorosan yéntemi
kullanilarak gruplara ait retina orneklerinde GRP78, CHOP, Cleaved Caspase 3 protein

ekspresyonlari incelendi. Hiicre 6limu belirteci olarak TUNEL yontemi kullanildi.

Bulgular: MNU ile indiiklenmis retina dejenerasyonu olusturulmus fare modellerinde,
NRG-1 tedavisiyle ERS proteinlerinde (GRP78-CHOP-Cleaved Caspase 3) azalma
g6zlemlenmistir. TUNEL sonuglarina gore NRG-1 tedavisi uygulanan deneklerde

TUNEL-pozitif hiicre sayisinda diisiis oldugu belirlenmistir.

Sonug: MNU ile indiiklenmis retina dejenerasyonunda retina hiicrelerinde ERS’nin

hafifledigi ve hiicre sag kaliminin arttig1 gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Retina dejenerasyonu, Endoplazmik Retikulum Stresi, Neuregulin-
1, N -methil- N —nitroz.



ABSTRACT

Introducton: Neuregulin-1 is an agent reduces ER stress. Researches have been shown
that ER stress causes among the reasons for the development of retinal diseases with
limited treatment approaches. In this study, we aimed to investigate the suppression of
ER stress as one of the causes of retinal degeneration with Neuregulin-1 and its effect on
the pathogenesis of retinal degeneration with morphological and immunohistochemical
studies. In that point of view, we objected to have an opinion about the effect of
Neuregulin-1 on both prophylaxis and treatment in retinal diseases originating from ER

stress.

Materials and Methods: 6-8 weeks old male mouse of BALB/c were used. N-methyl-N
(nitrosourea (MNU) intraperitoneal (IP) MNU was applied as single dose (60mg/kg with
in body weight) by intraperitonealy. Just before the MNU application it was dilueted in
saline and injected to rats. For treatment group; mice was injected with Neuregulin-1
intraperitoneal (IP) at a dose of 0.6mg/kg/day for body weight. First day of MNU
injection, it was accepted as day 0 and treatment was continued daily with one dose of
Neuregulin and retinal dissection was performed on the 3rd and 7th days. Samples were
stained with hematoxylin-eosin and investigated on light microscope. GRP78-CHOP
Cleaved Caspase 3 protein expression was evaluated in group of immunfluorescence and

retina samples. TUNEL method used as a marker of cell death.

Results: MNU-induced retinal degeneration-induced mouse models showed a reduction
in ERS proteins (GRP78-CHOP-Cleaved Caspase 3) with NRG-1 treatment. According
to the TUNEL results, the number of TUNEL-positive cells were decreased in NRG-1

injected groups.

Conclusion: MMNU-induced retinal degeneration showed retention of ERS and

increased cell survival in retina cells.

Keywords: Retinal degeneration, Endoplasmic Reticulum Stress, Neuregulin-1, N-
methyl-N-nitrosourea.
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1. GIRIS

Gorme bozuklugu, diinya genelinde 2 milyondan fazla kisiyi etkileyen kiiresel bir saglik
sorunudur. Diinyadaki tiim goérme bozuklugu vakalarinin %350'sinden fazlasinda
fotoreseptorler bozulmakta ve islevini kaybetmektedir. Retina dejenerasyonu (RD)

insanlardaki gérme kayiplarinin 6nde gelen nedenidir.

Retina dejenerasyonu (RD), kalitsal ve sonradan edinilmis hastaliklar grubundandir.
Sonradan edinilmis hastalik gruplarinda; yas, oksidatif stres, inflamasyon, hipoksi,
hiperglisemi orjinli ERS’nin etkili oldugu ifade edilmektedir. Transisyonel dejenerasyon
nedeniyle retinadaki hiicrelerden birinin kayb1 diger néronlar1 da etkilediginden gérme

bozuklugu olugmaktadir.

Endoplazmik retikulum stresi (ERS), yanlis katlanmis proteinlerin ER’de birikmesi ve
hiicrenin strese girmesidir. Hiicre protein {iretimini durdurarak ve yanlis katlanmis
proteinleri pargalayarak hemoastazi saglamaya ¢alisir. Bu siirecte iki yol vardir; ya hiicre
homeastazi normale doner ya da hiicre programli hiicre 6liimii olan apoptoza gider.
Hiicrenin apoptoza gitmesi retina gibi asir1 sistematik hiicre topluluklar1 i¢in kalici
zararlar verebilir. ER stresinin azalmasi ve hiicrenin eski dengesine kavusmasi retina

dejenerasyonunda olduk¢a énemlidir.

Neuregulin-1 (NRG-1), kardiyovaskiiler sistem, sinir sistemi, meme bezleri, bagirsak ve
bobreklerde yaygin olarak eksprese edilir. NRG-1’in miyokardiyal hiicrelerin
apoptozunu inhibe ettigi yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir. NRG-1, ER'in homeostazi
sagladig1 ve ER stresinin aktivasyonunu inhibe ettigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir.

Bu inhibisyonun mekanizmasi halen net olarak agiklanamamustir.

Calismamizda Neuregulin-1 ile ER stresini baskilayarak retina dejenerasyonunu
Onlemeyi ve tedavi etmeyi amaclamaktayiz. Yapilan ¢aligmalari referans alarak;
Neuregulin-1, retina dejenerasyonu olusturulmus fare modelinde ER stresini azaltarak

noronal kayib1 engeller hipotezini kurduk.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Goz Histolojisi

Omurgal1 gozii farkli embriyonik tabakalardan koken almaktadir; lens ve kornea yiizey
ektoderminden koken alirken, iris, siliyer cisim, retina ve epitel tabakasi noral plaktan
koken almaktadir (Graw, 2010). Goz, nesnelerden yansiyan 1s181n siddetinin, renklerin
algilanmasini, nesnenin seklinin ve boyutunun belirlenmesini saglayan karmasik bir
organdir (Wert ve ark., 2014). On ve arka olmak iizere iki segmenten olusmaktadir.
Anterior segmentte kornea, lens, iris ve siliyer cisim bulunurken posterior segmentte
retina ve koroid bulunmaktadir (Lee ve ark., 2010) (Sekil 2.1.) (Niederkorn, 2009).

Vitroz Jel

Retina

Sekil 2.1. GOzin genel yapis1 (Niederkorn, 2009)

Kornea, goziin en dig tabakasidir ve limbusda sklera ile sinirlidir ve gozde i1s1gin
kirilmasinda gérev almaktadir (Ludwig ve Dulebohn, 2018). G6ziin lens yapisi, retinaya
151k iletimini saglayan bikonveks yapida nispeten hiicresel icerik bulunduran seffaf géz
ici yapidir. Lens korneadan gelen 15181n siliyer kaslarin yardimiyla odagini degistirmek
icin sekil degistirebilir. Boylece gelen 151k yansimalarinin netligini tam ve dogru olarak

retinaya gondermektedir (Strauss, 1995) (Sekil 2.2) (Aliancy ve Mamalis, 1995).



Sekil 2.2. Kornea ve lensin gorintusi (Aliancy ve Mamalis, 1995)

Goziin 6n ve goriiniir kisminda kornea ve sklera yer alirken arkada ve goriilmeyen
kisminda sklera, koroid ve retina tabakasi yer almaktadir. Sklera goziin en disinda
bulunan sert ve koruyucu tabakasidir. Beyaz renkte kollajen liflerden zengin, hiicre disi
matriks (ESM), fibroblastlar ve fibr6z bir yapidan olusmaktadir. Ayrica sklera goz igi
basinci koruyarak goziin seklini ve boyutunu belirlemektedir (Metlapally ve Wildsoet,
2015). Koroid, retinal pigment epiteli (RPE) ve skleranin arasinda bulunur ve histolojik
olarak 5 tabakaya ayrilir. Bu tabakalar retinaya bakan kismindan skleraya dogru; Bruch
membrani, koryokapilaris, Haller tabakasi, Sattler tabakas1 ve suprakoroidal tabakadir ve

biiyiik 6l¢tide vaskiiler bir yapiya sahiptir (Ludwig ve Dulebohn, 2018).

Sekil 2.3. Goziin ana kisimlarmin sematik yapisi (Sung ve Chuang, 2010)



Sklera ve koroidin altinda bulunan retina, go6zun arka kisminin i¢ tabakasini
olusturur. RPE, retina ve koroidler arasinda damarli ve pigmentli bir bag dokusu

arasinda bulunmaktadir (Sung ve Chuang, 2010) (Sekil 2.3) (Sung ve Chuang, 2010).

2.1.1. Retina Histolojisi

Retina; farkli néron tiplerinden ve farkli gorevler icin farklanmis hiicre toplulugundan
olusmaktadir. Retinada gangliyon hiicreler; bipolar hicreler, amakrin hiicreler,
fotoreseptor hiicreler ve yatay hiicrelerden olusmaktadir (Amini ve ark., 2017) (Sekil
2.4.) (Keeling ve ark., 2018).
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Sekil 2.4. A-Goziin anatomik semasi B-Retina hiicreleri (Keeling ve ark., 2018)

Bu hiicreler farkli katmanlar olusturmaktadir, apikalden baslayarak hiicreler; retinal
pigment epitel (RPE) tabakasi, fotoreseptdr tabakasi, dis smirlayict membran, dis
niklear tabaka (ONL), dis pleksiform tabaka (OPL), i¢ niklear tabaka (INL), i
pleksiform tabaka (IPL), gangliyon hiicre tabakasindan (GCL), sinir lif tabakasi ve i¢
siirlayict membrandan olugmaktadir (Sung ve Chuang, 2010; Euler ve ark., 2014;
Sanes ve Masland, 2015) (Sekil 2.5) (Sung ve Chuang, 2010).



Sekil 2.5. A-Gozlin Anatomisi B-Retina Hiicrelerinin Semas1 C- Retina Histolojik Goriintisi (Sung ve
Chuang, 2010)

RPE, tek sira halinde ve aralarinda siki baglantilar bulunan, fotoreseptorlerin gorevlerini
yerine getirmesi ve hayatta kalmalarini saglayan 6zellesmis hiicrelerdir. Her bir RPE
belli bir grup fotoreseptér hiicresinden sorumludur. RPE; fotoreseptor dis segment ile i¢
ice konumlanmaktadir. RPE’nin gorevleri; epitelyal taginma, gorme dongiisiine katilma,
iyon tamponlama, 15181 emme, gerekli bliylime faktorlerini salgilama ve vitamin A
dongiisiine katilmaktir. RPE’i fotoreseptor tabakasi ile organize galismaktadir (Strauss,
1995) (Sekil 2.6) (Strauss, 1995).
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Sekil 2.6. Retina Pigment Epiteli Sematik Goriintiisii (Strauss, 1995)



Omurgali retinasinda iki tip fotosensetif ndron bulunmaktadir; bunlar koni ve ¢ubuk
fotoreseptorlerdir. Fotoreseptorler, 15181 algilamak i¢in 6zellesmis retinanin dig niiklear
tabakasinda bulunan 6zel noron tipleridir. Koni fotoreseptorleri 151k yogunlugundaki
degisikliklere hizli yanit verir, renkli gorme ve goérme keskinliginden sorumludur.
Cubuk fotoreseptorler ise 1518a oldukca duyarlt hiicrelerdir ve diisiik 151k yogunlugunda,
gece goriisiinden sorumludur. Fotoreseptorler, fotonik uyarilara karsi elektirik sinyalleri
ve protein liretimini saglamaktadir. Fotoreseptorler protein iiretimlerinin ¢ogunu hasarl
veya yanlis katlanmis proteinleri dis segmente dogru uzaklastirmak yani ‘dokiilmesini’
saglamak icin gilinliikk olarak iiretim saglamaktadir. Giinliik protein tretimi, dokiilme
islemi, gorme islemi, temel biyosentez islemleri i¢in dnemli miktarda enerji harcayan
viicudun en aktif calisan hiicrelerindendir. Metabolik olaylarin bu kadar fazla olmasi,
metabolik islemlerde hata olasiligini da arttirmaktadir (De Robertis ve Lasansky, 1958;
Sung ve Chuang, 2010; Wong-Riley, 2010).

Insan retinasinda yaklasik olarak, 120 milyon ¢ubuk hiicresi, 6 milyon koni hiicresi
bulunmaktadir. Retinanin merkezi veya makula bdlgesinde hiicreler yogunlagsmaktadir.
Fotoreseptor hiicreler yapisal ve islevsel gorevlerine gore boliimlere ayrilmaktadir.
Fotoreseptorler 5 bolgeden olusmaktadir; dis segment (OS), silyum (CC), i¢ segment
(1S), nliklear bolge ve sinaptik bolge (Sekil-1.7) (Artemyev ve ark., 1998).
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Sekil 2.7. Cubuk-Koni fotoreseptor sematik ¢izimi (Artemyev ve ark., 1998)

Cubuk dis segmenti (ROS) lameller sisteminden olusmaktadir ve her bir hiicrede
yaklasik olarak 1000 lamel bulunmaktadir. Koni dis segmenti lamel sistemi ise, plazma
membraninin i¢ ice ge¢mesi ile olugsmaktadir. OS, gelen 15181n yakalanmasi ve
fototransdiiksiyon islemi denilen gelen 1sik uyarilarini elektrik sinyallerine
dontistirmede gorev alir. CC ise dis segmente (OS) baglidir ve belirli proteinlerin
tiretimi ve islenmesinden sorumludur. 1S, hiicre organelleri (mitokondri, endoplazmik
retikulum, Golgi kompleksi ve lizozomlar v.b.) iceren bélimdur ve hiicrenin biyosentez
ve metabolik mekanizmasinin siirdiiriildigii boliimdiir. Hiicre ¢ekirdegini iceren niiklear
bolge hucrenin son bolumiu olan sinaptik bolge ile devam eder (Molday ve Moritz,
2015).

2.1.2. Gormenin Biyokimyasal Mekanizmasi

Cubuk ve koni fotoreseptorler, 15181 algilamak i¢in A vitaminin 1s18a duyarh tiirevi olan
11-cis-retinal’i kullanmaktadirlar. Cubuk ve koni fotoreseptorler bir gorsel pigment
molekiiliinii olusturmak igin 11-cis-retinal bir opsin sinyal molekiiliine baglanmaktadir

(Sekil 2.8) (Kono ve ark., 2008). Isigin emilmesinin ardindan, gorsel pigment kromoforu,



11-cis-retinal, all-trans-retinole izomerize edilmektedir (Kono ve ark., 2008; Saari,

2012).

11-cis retinal all-trans retinal

Sekil 2.8. 11-cis-retinal ve all-trans retinalin molekiiler yapisi (Kono ve ark., 2008)

All-trans-retinal, opsinden ayrilir ve RDHS ile birlikte bir kofaktor olan NADPH ile
trans-retinole indirgenir ve RPE’ine transfer edilir. Isik hassasiyeti yalnizca 11-Cis-
retinol’de bulunmaktadir ve fotoreseptorlerin galismasti igin 11-Cis-retinol saglanmalidir.
Retinal pigment epitelinde retinol 11-cis formuna izomerlestirilir ve 11-cis-retiol’e
okside edilerek gorsel pigmentin yeniden dongiiye girmesi i¢in fotoreseptorlerin OS’ine
geri transfer edilir (Kono ve ark., 2008; Miyazono ve ark., 2008) (Sekil 2.9) (Miyazono

ve ark., 2008). Boylelikle gorme biyokimyasi tamamlanmig olmaktadir.
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Sekil 2.9. Cubuk ve Koni fotoreseptor Hiicrelerinin Molekiiler Mekanizmasi(Miyazono ve ark., 2008)

Tim bu siirecte cok fazla enerji harcanmaktadir. Genel olarak retina zengin kan
akimindan, ¢ok sayida mitokondriden ve yiizeyine carpan 1sik fotonlarindan serbest

radikallere maruz kalmaktadir. Cubuk fotoreseptdrlerin dis segmenti, ¢ift bag segmenti



sayisindan kaynaklanan peroksidasyona duyarlidir ve yiiksek oranda doymamis yag
asidi icermektedir. Cubuk fotoreseptorlerin i¢ kisimlart ise hiicre diginda hiicreyi hasara
ugratabilecek olan reaktif oksijen tiirlerini iceren mitokondri agisindan zengindir. Tiim
vlcutta en zengin kan akimlarindan birine koroid tabakasi sahiptir. Bu bolgede diger
alanlara gore lretilen protein miktar1 ve de oksijen tiiketimi yedi kat daha fazladir.
Ayrica, retinaya vuran 151k, foto-oksidatif siirecleri artirabilmektedir. Mavi dalga boyuna
sahip olan goriiniir 151k, sitokrom oksidazi hedefleyen ve RPE hiicrelerini geri
doniisiimsliz olarak DNA hasarina maruz birakan toksik bir bilesen olan lipofuksin
(A2E) olusumunu indiikler. Retina ¢alisma prensibi ve isleyis acisindan ¢ok fazla strese

maruz kalmaktadir (Shaban ve Richter, 2002; Sparrow ve ark., 2003; Wu ve ark., 2010).

2.2. Retinitis Pigmentosa

Klinik olarak retinitis pigmentosa 1853 yilinda tanimlanmistir, ancak 1857'ye kadar bu
hastaliga bir ad verilmemistir (Wolfrum ve Nagel-Wolfrum, 2018). Cogu kez yanlis bir
adlandirma olarak disiiniilen retinitis terimi; inflamasyonun, hastaligin dogal seyrinde
kiiciik bir rol oynamasina ragmen halen kullanilmaktadir. Retinitis pigmentosa (RP),
kademeli gorme kaybi olusturan ilerleyici bir bozukluktur. Kalitsal retina distrofisi
olarak da bilinir. Genellikle bilateraldir. Cesitli klinik bulgularla ortaya ¢ikabilir ve
ilerleyebilir, RP'nin ilk semptomu genellikle gece goriisiiniin kaybidir; bunu, gorsel
alanlarin kademeli olarak daralmasi izler. Hastaligin siddeti ve ilerleme hizina bagh
olarak, tinel gérme veya tam gérme kaybi ile sonuglanabilir. Hastaligin ilerlemesiyle,
dogru renk segiciligi kayb1 ve gorme keskinligi kaybi gibi baska semptomlar da
gelisebilir. Makula ¢alismaya devam ettigi icin RP’de gérme algis1 kisitli olsa da devam
etmektedir. RP'nin siddetli etkilerinden biri olan, duyusal yoksunluktan kaynaklandigi
diigiiniilen fotopsinin (15181n algilanan flaglari) gelismesidir. Bu, gorsel hallsinasyonlar
noktasina bile gelebilmektedir. (O'Neal ve Luther, 2018).

Hastalik sadece gorme kaybina neden oldugu durumda "non-sendromik™ RP olarak
adlandirilir. RP vakalarmin = ¢ogunlugu (~%70-80), non-sendromik kategoriye
girmektedir. RP, sistemik hastalik ile birlikte ortaya ¢iktiginda, "sendromik" RP olarak
adlandirilir. En sik goriilen sendrom tipi RP’de, gérme kaybi ile iligkili ndroensensiyel

isitme kaybin1 i¢ceren Usher sendromudur (Yang ve ark., 2018).



Retinitis pigmentosadan sorumlu genetik mutasyonlar, retinada Ozellikle cgubuk
fotoreseptorleri etkileyen biyokimyasal islev bozuklugu olusturur. Defektler, apoptoz,
1s1k hasari, siliyer transport disfonksiyonu ve endoplazmik retikulum stresi de dahil
olmak {tizere bircok mekanizma ile iligkili olabilir. Tiim olas1 yollarin ortak sonucu
cubuk fotoreseptorlerin 6limuadar (H. Xu ve ark., 2009). Cubuklar disik 151k
goriisiinden sorumlu oldugu icin, bu hiicrelerin giderek artan kaybi, RP ile iliskili
karakteristik gece korliigiinii ve periferik gormenin kademeli olarak azalmasini
saglar. Sonunda, ¢ok sayida ¢ubugun tahribe ugramasi, retinal pigment epitelyumu
(RPE) iizerinde zararli bir etki olusturur ve koni fotoreseptorlerini de olumsuz yonde
etkilemeye baglar. Koniler, retinadaki ilerleyici hiicre O6limiiniin olusturdugu toksik

ortama maruz kaldikca renk algisinin bozulmasi gelisebilir.

Retinitis pigmentosa'nin ilerlemesine neden olan pek cok mekanizma vardir. Apoptoz
esasen, bir genetik mutasyonla tetiklenebilen, programli hiicre 6liimii olan fizyolojik bir
olaydir. Apoptoz, fotoreseptorlerin kendi arasindaki hiicre-hiicre iletisimi yoluyla da
indiklenebilir (Cideciyan ve ark., 2005). Bu nedenle, ¢ubuklarin 6liimii nihayetinde koni
reseptorlerine  de  yayilabilir. Istk  maruziyeti  fototoksik  mekanizmalari
siddetlendirebilir. Bunlar arasinda, retinol metabolizmasindaki mutasyonlar ve
ortamdaki oksijen tiiketiminin hizlanmasi, hem c¢ubuk hem de koni fotoreseptorlerin
dejenerasyonunu artirabilir (Badano ve ark., 2006). Siliyer fonksiyon, retinadaki besin
maddelerinin ve diger maddelerin taginmasinda onemlidir. Usher sendromu da dabhil
olmak iizere bazi genetik mutasyonlar, bu islevi bozabilir ve hiicre kaybina neden
olabilir (Andresen ve ark., 2006). Endoplazmik retikulumda ki stres, serbest radikallerin
olusumuna sebep olabilir, bunun ardindan retina ve vaskiiler endotelyal hiicre hasarinin
hipoperfiizyonunun uyarilmasi gergeklesebilir (Verbakel ve ark., 2018). Retinitis
pigmentosa da tipik ii¢ klinik bulgu bulunmaktadir; kemik spikiil benzeri pigmentasyon,
damarsal daralma ve optik sinir soluklugu. Karakteristik olarak yildiz sekilli kemik
spikiilii, melanin pigment birikintileri retinadaki perivaskiiler bolgelere ayrilan ve gog
eden retinal pigment epitelyal hiicrelerden kaynaklanir. Bu goglin kesin nedeni tam
olarak anlagilamamistir, fakat bunun bir nedeni de bunun ¢ok sayida fotoreseptdriin
Oliimiine bagli olarak azalmis bir metabolik talepten kaynaklanmasidir. Optik diskin

goriintisiindeki degisiklik bliylik olasilikla diski kaplayan ve yansiticiligi artiran bir
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"mumsu solukluk" iireten glial hiicrelerin olusmasindan kaynaklanmaktadir (Wolfrum ve
Nagel-Wolfrum, 2018).

RP'nin tipik gelisimi, yasamin erken donemlerinde baslayan gorme bozukluklart
sikayetlerini igermektedir. Erken RP’de diisiik 1sikta net gérememe ve karanliktan
aydinliga geciste adaptasyonun oldukc¢a yavaslamasidir. Cogu RP’li hastada erken
belirtiler arasinda, gece gordiikleri bir far veya baska parlak bir cisimden sonra,
karanliga yeniden adaptasyon siirecinin ¢ok yavas olmasidir. Gorme alaninin daralmasi
baslangicta bellirgin degildir fakat zaman iginde ilerleyen hiicre kayiplar ile birlikte

gorme alani kayiplar1 gorulmektedir.

Hastanin genetik gecmisi, kalitim tipini belirlemek ve prognoza yardimci olmak igin
kritik ©neme sahiptir. RP'nin sendromik varyantlari1 tanimlamak igin gbérme
bozukluguna ek olarak etkilenen diger sistemleri tanimlamak icin eksiksiz bir gegmise
ve sistemlerin gbézden gecirilmesine ihtiyag vardir. Ek olarak, hastaligin taklitini
olusturabilecek olan bulasici hastaliklara veya toksinlere maruz kalma g0dzden

gecirilmelidir.

Fiziksel bulgular arasinda, kemikli spikiil pigmentasyonunun, damarsal daralmanin ve
optik diskin anormal soluklugunun fundoskopik muayenesinde goriilen "klasik triad" yer
alir. Bunlar hastaligin erken doneminde belirgin olmayabilir ve anormalliklerin goriilme
derecesi hastaligin siddeti ile degiskendir. Diger iliskili fiziksel bulgular subkapsiler
katarakt ve makula 6demi icerebilir. Goziin dis muayenesi genellikle normal iken, RP
hastalar1 keratokonus igin genel popiilasyona gére daha yiiksek risk altindadir. Yine de,
keratokonus gelisimi olduk¢a nadirdir (Shintani ve ark., 2009). Refraktif hatalar RP
hastalarinda genel popiilasyona gore daha sik gorilmektedir (Wolfrum ve Nagel-
Wolfrum, 2018).

2.3. Endoplazmik Retikulum

Endoplazmik retikulum (ER), ¢ekirdek membranindan hiicre membranina uzanan en
genis hiicre i¢i organeldir. Hiicre ¢ekirdeginin hemen bitisigindedir; membrani ¢ekirdek
zarinin dig membrani ile siireklidir ve ER liimen olarak adlandirilan i¢ bosluga dogru

uzanan g¢ok genisletilmis bir membran ile karakterize edilir. Bu organelin uzamasi,
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biiyiikliigii, hiicrenin aktivitesine ve tipine baghdir. Tibiiller ve sisterna gibi farkli
sekillerin alt alanlarinda diizenlenir ve iki tipi bulunmaktadir: graniilsiiz endoplazmik

retikulum (SER) ve granlli endoplazmik retikulum (GER) (English ve ark., 2009).

ER, kalsiyum depolama, kimyasal bilesiklerin detoksifikasyonu ve lipit sentezi de dahil
olmak tizere birgok farkli aktiviteyle hiicre icinde gorev almaktadir. Ayrica diger
organellere, plazma membranina ve hiicre dis1 bolmeye salgillanip gonderilen
proteinlerin  dogru katlanma ve translasyon sonrast modifikasyonundan da
sorumludur. Bu aktivite GER'de bulunurken, diger hiicre i¢i organellere iletilecek lipitler
SER'de sentezlenir. ER ayrica hiicre i¢i kalsiyum (Ca 2*) iyonlar1 i¢in 6nemli bir depo
gorevi gorir.  Kompartmanin fizyolojik aktiviteleri i¢in dogru oksidorediiktaz
potansiyelini  slirdirmeye  katkida  bulunmak i¢in  gereklidir. Sitosol ile
karsilastirildiginda ER, fazla oksitleyici bir redoks potansiyeli veren daha biiyiik bir
kalsiyum konsantrasyonuna sahiptir. Disiilfiir kopriisii olusumu ve karbonhidrat ilavesini
iceren yeni sentezlenmis polipeptidlerin enzimatik modifikasyonu, ER liimen igindeki
yeterince oksitleyici kosullarin siirdiiriilmesine baglidir. Asir1 derecede azalan bir ER
aktivitesi, disiilfiir bag1 olusumu igin elverissizdir, fakat asir1 oksitleyici bir ER, yanlis
katlanmig proteinlerin yakalanmasina neden olabilir (Braakman ve Bulleid, 2011).
Kaslar gibi bazi 6zel hiicrelerde ve dokularda, “kalsiyum depolamas1”, ER'nin hiicreyi

kapsayan yapisi ile organelin ana faaliyetini temsil eder. (Altshuler ve ark., 2012).

Korunmus kalsiyum, elektrik sinyalleri ile veya sirasiyla ryanodin ve IP3 reseptorleri
gibi spesifik ER-transmembran iyon kanallarina baglanan ikincil haberciler tarafindan
rahatlikla serbest birakilabilir. Sitozol igine salindiktan sonra, kalsiyum iyonlar: farkli
enzimleri aktive edebilir, farklilasma ve / veya hiicre 6limii gibi spesifik hiicre
tepkilerine aracilik edebilir veya kas kasilmasi gibi spesifik aktiviteye neden
olabilir. Dogru ER luminal kalsiyum konsantrasyonu, ayn: zamanda bu organelin
protein katlanmast ve translasyon sonrast modifikasyon aktiviteleri i¢in temel bir
gerekliliktir. Clinkii saperonlar, protein disiilfit izomerazlar1 (PDI'ler), N-glikolize etme
ve diger enzimlerin hepsi dogru oksidorediiktaz potansiyelini gerektirir (Seo ve ark.,
2015).
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2.3.1. ER'nin Protein Katlanmasi, Yanhs Katlanms Proteinleri

ER’de protein sentezinin ardindan proteinler, glikolizasyon, disiilfit baglarinin
olusturulmasi1 ve lipidasyon gibi post-translasyonel modifikasyonlara ugramaktadir.
Bltiin bu degisiklikler proteinin istenilen spesifik yapiya ulagsmasi icin gereklidir
(Chikuni ve ark., 1994; Cheung ve ark., 2002; Dobson, 2004). Her proteinin belirli bir
amino asit dizisi ve kendine ait konformasyonel bir yapiya sahip olmas1 gerekmektedir
(Dobson, 2004). ER’de protein katlanmasi, ¢esitli ER saperonlarinin ve enzimlerin
yardimiyla gergeklesmektedir. Molekiiler saperon BIP/GRP78 agilmamis veya tam
olarak katlanmamis proteinlerin hidrofobik bolgesine baglanir ve proteinlerin gevreleri
ile etkilesime girmesini engeller (Haas ve Wabl, 1983). BIP/GRP78, katlanmamis
proteinlerde konformasyonel degisiklikler yaratarak protein katlanmasini uyaran ATP
hidroliz aktivitesine sahiptir (Hendershot ve ark., 1996). DNA-J-benzeri / HSP40
yardimci-saperonlari, ATP hidroliz aktivitesini diizenleyerek BIP/GRP78 fonksiyonunu
dizenlemektedir (Feldheim ve ark., 1992).

2.3.2 ER Stres ve Katlanmamis Protein Yamiti (UPR)

Hiicreler fizyolojik kosulara uyum saglamak i¢in ER’de fazla protein yiikiine sahip
olabilirler. ER’de olusan protein yiikii katlanma kapasitesini etkileyebilmektedir ve
bunun sonucu olarak yanlis katlanmis proteinlerin olusumu ve ER’de hatali protein
birikmesi goriilebilmektedir, bu durum ER stresinin (ERS) olusumuna sebep olmaktadir.
ERS’nin diizeltilmesi hiicre homeostazin1 tekrar saglamak i¢in katlanmamis protein
yaniti (UPR) olarak adlandirilan bir sinyal yolunu aktiflestirir (Schroder ve Kaufman,
2005; Ron ve Walter, 2007). UPR’nin aktivasyonu igin {i¢ ayr1t ERS proteini kullanilir.
Inositol gerektiren protein-1 (IRE-1), aktive edici transkripsiyon faktorii-6 (ATF6) ve
protein kinaz RNA (PKR) benzeri ER kinaz (PERK), ER liimenine yerlesik olan bu
integral membran proteinleri, katlanmamis veya yanlhis katlanmis hatali proteinlerin
birikmesiyle stresin algilanmasini saglamaktadirlar. UPR aktivasyonun bagslamasi
translasyonun zayiflamasi, protein sentezinin yiikiinliin azaltilmast ve ER’de protein
birikmesi, ER saperonlarin1 ve enzimlerini kodlayan genlerin transkripsiyonunun
upregiilasyonunu O6nlemek i¢in hiicresel sinyaller olusturur. ER’deki proteinlerin

katlanma kapasitesinin artirilmast ve ER-iliskili-Bozunma (ERAD) bilesenlerini
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upregiilasyonunu arttirmaktadir (Bonifacino ve Weissman, 1998; Tsai ve Rapoport,
2002)

PERK, ER membraninda yerlesiktir ve ER liimenindeki katlanmamis proteinlerin
birikimini tespit eder. ER stresinin mevcudiyetinde, PERK, trans- otofosforilasyon ve
oligomerizasyon ile aktive edilir. Aktive olmus PERK, 6karyotik baglatma faktori 2'nin
fosforilasyonu ile alt birimi olan Okaryotik translasyon baslatma faktorii 2'yi (elF2a)
inaktive eder, bu da protein translasyonunun genel inhibisyonuna yol acar (Cui ve ark.,
2011). PERK'nin luminal domaininin ER'de katlanmamis protein birikimini nasil
algiladig1 anlagilamamasina ragmen, ER saperon, immiinoglobulin agir zincir baglayici
proteinin (BIP) ATPaz domain etkilesime girdigi, son zamanlarda UPR indiiksiyonunun
onemli bir allosterik modeli Onerilmistir. Katlanmamis bir proteinin BIP'nin kanonik
substrat baglama alanina baglandigi zaman aktif hale gelen PERK ve IRE1'in ltiminal
domainleri (Carrara ve ark.,, 2015) Salubrinal, guanabenz, ve sefinl elF2a'nin
defosforilasyonunu inhibe eden hiicreleri apoptosis'ten koruyan ve PERK tarafindan
protein translasyonunun inhibisyonu bir hiicre koruyucu etkiye sahip oldugunu
distiniilmekedir (Boyce ve ark., 2005; Tsaytler ve ark., 2011; Das ve ark., 2015). Bunun
aksine, fosforile edilmis elF2a, 5'-g¢evrilmemis bolgesinde genlerin translasyonunu
aktive eder, bu da transkripsiyon faktort aktive eden transkripsiyon faktori 4 (ATF4)
gibi genlerin artan translasyonuna yol acar. ATF4, ayn1 zamanda, ER stresinin erken
evresinde bir sitoprotektif etki saglayan, amino asit iiretimi, metabolizmasi ve oksidatif
strese direng gosteren genleri arttirmaktadir (Harding ve ark., 2000; Harding ve ark.,
2003). Bununla birlikte, ATF4, ER stresinin daha sonraki asamasinda bir proapoptotik
transkripsiyon faktorii olan C/EBP-homolog proteini (CHOP) aktive eder. CHOP,
hiicrelerin apoptozdan korunmasini saglayan B hiicresi 16semi 2 (BCL2) aile {iyelerinin

islevini inhibe eder ve bu nedenle hiicre 6liimiine yol agar.

14



iillﬂ:tanl: ?@m 'R\
dizenlemag & katlanmaruy proteinler
[

\ 4 o v L 4 Yy J
B B A
* — * — @ — 'Ligg® olizomerizasvon

PEFE 1

olF2 o ® —" & —— Translasvonun
P

| azalmast

i

ATF4

4 l pelcirdsk,
—

\ AARE o ticksidantar J

M amino asit ve CHOP

Sekil 2.10. Perk sinyal yolu (Ariyasu ve ark., 2017)

Boylece, PERK yolunun hiicresel kosullar {izerinde hem hiicre koruyucu hem de
apoptotik bir karsit etkisi vardir. Ginlimuizde PERK'nin ER stresinde hiicre kaderini
belirlemede bir role sahip olduguna inanilmaktadir (Liu ve ark., 2015). Son zamanlarda,
elF2a-ATF4 yolunun otofajiye neden oldugu gosterilmistir (B'Chir ve ark., 2013).
PERK yolunun neden oldugu otofajinin PERK tarafindan hiicre kaderinin
belirlenmesinde bir faktér oldugu 6ne siirilmistiir (Jiang ve ark., 2014) (Sekil 2.10)
(Ariyasu ve ark., 2017).

ATF6, ER membraninda bulunan bir proteindir ve ER saperonlarinin ekspresyonlarini
arttirmak ile gorevlidir. ER’deki katlanmamis proteinleri algilar ve golgiye giderek
burada Site-1 ve Site-2 proteazlar1 ile pargalanir. Bu zamana kadar belirlenmis,
ATF6'nin stres algilama mekanizmalar1 i¢in iki ¢alisma modeli vardir. Ilk model, ER
stresinden sonra ATF6'dan gelen BIP ayrismasinin, ATF6'nin Golgi yerlesim sinyalini
aciga cikarmasidir ki bu, ATF6'nin Golgi'ye tasinmasii saglamaktadir (Chen ve ark.,
2002; Shen ve ark., 2005; Schindler ve Schekman, 2009). Ikinci model, ATF6'nin liimen
bolgelerinin ER'de normal kosullar altinda molekiiller arasi disiilfid baglart ile dimer
veya oligomerleri olusturmasidir. ER stresine yanit olarak, ATF6'min disiilfid baglar
kopar ve sonugta meydana gelen monomerik ATF6 Golgi'ye gecer (Nadanaka ve ark.,
2007; Sato ve ark., 2011).
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Sekil 2.11. ATF6 Sinyal Yolu (Ariyasu ve ark., 2017)

RIP tarafindan Golgi membranindan salinan ATF6'nin (N) N-terminal bZip domeyni,
cekirdege girer ve genlerin ekspresyonunu, ERS cevap elementi (ERSE) araciligiyla
arttirir (Yoshida ve ark., 1998). ATF6(N)nin hedef genlerinin ¢ogu, ER saperon genleri
ve katlanan enzim genleri dahil olmak Uzere ER kalite kontroline dahil edilir
(Yamamoto ve ark., 2007; Y. Adachi ve ark., 2008; Bommiasamy ve ark., 2009;
Belmont ve ark., 2010) (Sekil 2.11) (Ariyasu ve ark., 2017).

IRE1, tim okaryotlarda ortologlara sahip ER membranindaki ti¢iincii proteindir (Mori,
2009). IRELl'in luminal bdlgesi PERK'e benzerdir ve katlanmamis proteinlerin
saptanmasinda rol oynar. Oysa sitoplazmik domain bir kinaz alan1 ve bir ribonlkleaz
(RNaz) alam1 igerir (Yoshida, 2007). ER stresinin varliginda, IRE] trans-
otofosforilasyon ve oligomerizasyon ile aktive edilir (Kimata ve ark., 2007). Yapilan
caligmalarda, IRE1'in aktivasyonunun sadece BIP ayrismasiyla degil, ayni zamanda
acilmamis proteinlere baglanarak da etkilendigini gostermektedir (Gardner ve Walter,
2011).
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Sekil 2.12. IRE1 Sinyal Yolu (Ariyasu ve ark., 2017)

Aktive edilmis IRE1, XBP1 pre-mRNA'sin1 [XBP1 (U) mRNA], alisilmadik bir ekleme
reaksiyonu ile olgun XBP1 mRNA'ya [XBP1 (S) mRNA] doniistirir. XBP1 (U)
mRNA, farkli okuma c¢ercevelerinde DNA baglama alanina ve transkripsiyonel
aktivasyon alanina sahiptir. XBP1 (U) mRNA'nin alisilmamis birlestirilmesi, ayni
okuma cercevesinde her iki alana sahip olan aktif XBP1 (S) 'nin translasyonu ile
sonuglanan bir 26-nukleotid intronu ortadan kaldirir. XBP1 (S) proteini, ¢ekirdege gecis
yapar ve ATF6(N) ile bir heterodimer olusturarak ERAD'de rol oynayan genlerin
ekspresyonunu arttirmak i¢in agilmamis protein tepki elementine (UPRE) baglanir
(Yoshida ve ark., 2001). IRE1, birlestirme i¢in XBP1 (U) mRNA'nin 6zgiil kok-halkalir
RNA yapisim1 tanir. XBP1 (U) mRNA, yeni XBP1 (U) polipeptit zinciri ve ER
membranindaki XBP1 (U) mRNA'y1 harekete geciren ve stabilize eden bir ribozom ile
bir kompleks olusturur ve bu sayede IRE1 ile verimli bir sekilde birlesme saglar
(Yanagitani ve ark., 2009). XBP1 (U) mRNA'nin translasyonal olarak duraklatilimasi,
ER membranina etkili hedefleme ve IRE1l tarafindan XBP1 (U) mRNA'nin
birlestirilmesi i¢in gerekli olan karboksil ugtaki evrimsel olarak korunan peptid moduli
tarafindan saglanir (Yanagitani ve ark., 2011). Ek olarak, XBP1 protein seviyesinde
duizenlenir. Ornegin, XBP1 (U) proteini, XBP1 (S) proteini ile bir kompleks olusturur ve
stres olmayan kosullar altinda hizl1 proteazom bozulmasina ugrar ve bu da ER stresinin

geri kazanim asamasinda XBP1 (S) 'nin hedef genlerinin transkripsiyonunu durdurur
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(Yoshida ve ark., 2006). Kuglk ubikitin benzeri modifiye edici (SUMO) konjugaz
ubikuitin-konjuge enzim 9'un (UBC9) spesifik olarak XBP1 (S) 'ye baglandigi ve
stabilitesini arttirdig1 da bildirilmistir (Uemura ve ark., 2013).

IRE1 RNaz aktivitesi, ER'nin protein yukini hafifletmek olan, sekresyon veya membran
proteinlerini kodlayan ER ile iliskili mRNA'lar1 segici olarak indirgeyen RIDD
(diizenlenmis IREl'e bagli mRNA bozunumu) olarak adlandirilan bir mekanizmaya
dahil edilir (Hollien ve Weissman, 2006; Hollien ve ark., 2009). ER islevini koruyan ER
saperonlarini kodlayan mRNA'lar, bilinmeyen bir mekanizma tarafindan RIDD'den
kacinir. IRE1'in RIDD hedeflerini nasil tanimladigi acik degildir. IRE1 mRNA yarilma
bolgelerinin ortak dizisi, RNA kok dongii yapisinda CUGCAG'dir (Oikawa ve ark.,
2010). Bununla birlikte, bazt memeli RIDD hedef genleri bu ortak dizisine sahip
degildir. XBP1 mRNA ekleme, 6zellikle ER stresinin uyarlanabilir faz1 sirasinda gecici
olarak aktive edilir. Aksine, RIDD'nin ER stres yogunlugu ve / veya siiresi ile gelisen ve
sonucta hiicre Oliimiine yol agan yapisal olarak aktif bir mekanizma olduguna
inanilmaktadir (Hetz, 2012; Upton ve ark., 2012; M. Maurel ve ark., 2014) (Sekil 2.12)
(Ariyasu ve ark., 2017).

Son zamanlarda, ER membran permeabilizasyonu ve hiicre 6limund 6nleyen IREL'in
yeni bir 6zelligi bildirilmistir. ER luminal proteinlerin sizintist ERAD nedeniyle degildir
ve ER membran proteinleri bu mekanizmadan kagar. Bu mekanizma IRE1 kinaz alani ve
jun N-terminal kinaz (JNK) yolu (asagida tarif edilmistir) araciligiyla uygulanir
(Kanekura ve ark., 2015).

Agiklanan ii¢ ana yol gegici olarak diizenlenmistir. ER stresinden sonra, PERK ile
protein translasyonunun inhibisyonu, li¢ii arasinda tetiklenen ilk siiregtir ¢iinkii eIF2a'nin
fosforilasyonu gereklidir. Bununla birlikte, bu adim gegicidir ve hiicreler siirekli ER
stresine  uyum saglamalidir. Bu nedenle, ATF6 tarafindan ER saperonlannin
indiiklenmesi daha sonra gergeklesir ¢iinkii ATF6'nin RIP ile bdliinmesi, ayrilan
ATF6'min (N) ¢ekirdege translokasyonu ve ER saperonlann lretilmesi i¢cin ATF6'nin
Golgi'ye translokasyonu zaman alir. ER saperonlar, elF2a'nin defosforilasyonu ve PERK
yolunun inaktivasyonundan sonra etkili bir sekilde cevrilir. IRE1-XBP1 yolagi en son
aktive edilir c¢iinkii hiicrelerin XBP1 (U) mRNA'y1 ekledigini, XBP1 (S) proteini
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uretmesini ve XBP1 (S) 'nin ERAD'de yer alan genlerin ifadesini arttirmak igin niikleusa
translokasyonunu gerektirir. Ancak, agilmamis proteinler oldugu siirece islevsel olarak
strddrdlebilir olan XBP1 geni ER'de mevcuttur (Yoshida ve ark., 2003). IRE1-XBP1
yolagi, IRE1-XBP1 yolagi tarafindan uyarilan ERAD, ATF6 yolagi tarafindan tetiklenen
ER saperonlan tarafindan yeniden katlanamayan katlanmamis proteinleri

bozabildiginden daha fazla sitoprotektif olarak etki eder.

Bu ii¢ yol birbirine bagimhdir; 6rnegin ATF6; CHOP geninin promotoriine yerlesen
ERSE baglanir ve IRE1’in alt yolaginda yer alan XBP1 genine baglanir. (Yoshida ve
ark., 2001; Oyadomari ve Mori, 2004). Ayrica PERK’in alt yolagini aktive eden ATF4,
IRE1-XBPI sinyalini aktive ettigi gosterilmistir. (Tsuru ve ark., 2016).

2.4. ERS ve Apoptoz

ER stresinin ag¢ilmamis protein tepkisi ile hafifletilmediginde, memeli hiicreleri
apoptotik yollart uyarir. Apoptoza neden olan ii¢ iyi tanimlanmis yolak asagida
aciklanmigtir. CHOP, ER stresi tarafindan indiiklenen bir transkripsiyon
faktorudir. ATF4 ve ATF6 (N) ifadesini gelistirmek igin sirasiyla amino asit tepki
elementine (AARE) ve memeli CHOP geninin promotoriindeki ERSE'ye baglanirlar
(Yoshida ve ark., 2000; Oyadomari ve Mori, 2004; Hirsch ve ark., 2014). CHOP, 6lim
reseptoriic 5 (DRS), biliyime durmast ve DNA hasart 34 (GADD34) ve ER
oksidoreduksiyon (ERO1) gibi proapoptotik faktorlerin ekspresyonunu indikler (Frand
ve Kaiser, 1998; Yamaguchi ve Wang, 2004).

Aktive IRE1, JNK'yi fosforlayan ve apoptoza yol agan timor nekroz faktoru reseptor-
iliskili faktor 2 (TRAF2) ve apoptoz sinyal diizenleyici kinaz 1 (ASK1) ile bir kompleks
olusturur. IRE1 nakavt hicreleri veya ASK1 nakavt hicreleri JNK aktivasyonuna ve ER
stresine gore apoptozise direncli iken, TRAF2 nakavt hicreleri ER stresine daha
yatkindir, bu da IRE1 — TRAF2 — ASK1 kompleksinin apoptozisi indiikledigi fikri ile
tutarli degildir (Urano ve ark., 2000; Nishitoh ve ark., 2002; Mauro ve ark., 2006)

Kaspazlar, ER stresine 6zgu apoptotik yolak bilesenleri olarak iyi tanimlanirlar. Kaspaz-
12 insanlarda kemirgenler ve kaspaz-4, kaspaz-3 ve kaspaz-9 aracili apoptotik yollar

aktive eder. Caspl2 KO fareleri, ER stresine bagli apoptoza direnclidir, fakat diger
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apoptotik sinyallere duyarlidir (Nakagawa ve Yuan, 2000; Nakagawa ve ark., 2000;
Hitomi ve ark., 2004; Binet ve ark., 2010; Martinez ve ark., 2010).

2.5. Retina Dejenerasyonu ERS

Retina, noronlarn (fotoreseptorler, interneronlar ve ganglion hicreleri), glia ve
astrositlerin ve kan damarlarinin oldukga organize bir yapidan olusan ve goziin arka
kutbunu kaplayan c¢ok ince tabakali noral bir dokudur. Retinal néronlarin geri
doniistimsiiz hasar1, retina disfonksiyonuna, dejenerasyona ve hiicre élimine neden
olarak, yasla iligkili makiiler dejenerasyon (AMD), retinitis pigmentosa (RP), retina
dekolmant ve glokom gibi akut veya kronik gorme fonksiyon kaybi ile
sonuclanabilmektedir. Diyabetik retinopatide (DR) retina 6demi ve iskemi ile
sonuclanan retinal vaskiiler hiicrelerin hasarlanmasi da retinada noron Oliimiine ve
korliige neden olabilmektedir. Son birkag yilda yapilan arastirmalarda, retinal
dejenerasyona neden olan anahtar patofizyolojik olaylarin altinda yatan mekanizmalar
aciklanmaya calisilmaktadir. ER stresinin retinada noronal hiicre hasarinda rol
oynadigin1 gosteren bir¢ok calisma yapilmistir ve ulasilan sonuglara gore, ER stresinin
inhibisyonunun retinal hastaliklarin tedavisinde yeni ve etkili bir tedavi yaklasimi
saglayabilecegini gostermislerdir (Inokuchi ve ark., 2009; Li ve ark., 2009; Gorbatyuk
ve ark., 2010; T. Adachi ve ark., 2011; Li ve ark., 2011; Zhong, Li, ve ark., 2012;
Zhong, Wang, ve ark., 2012).

Protein homeostazi, hiicresel fonksiyon igin kritiktir ve proteinlerin sentezi siki bir
sekilde kontrol edilir (Sin ve Nollen, 2015). Protein sentezi (protein katlanmasi ve
protein tasinimi dahil), bozulma oranina uygun olmalidir (Alvarez-Castelao ve ark.,
2012; Tanaka ve Matsuda, 2014). Saglikli bir proteom, her proteinin fonksiyonel olarak
katlanmasinit veya birlestirilmesini saglayan bir dizi kompleks gozetim sistemi ile
korunur (Jing ve ark., 2012). Hucreler, ubikuitin-proteazom sistemi (UPS) (Crippa ve
ark., 2016) ER ile iliskili protein yikimi (ERAD) (Schuldt, 2014) ve katlanmamis
protein tepkisi (UPR) (Appenzeller-Herzog ve Hall, 2012) gibi yanlis katlanmis
proteinlerle bas etmek icin bir¢ok mekanizma gelistirmistir.]. Bu proteostasis aglari,
dogru sekilde katlanmig proteinlerin korunmasinda ve yanlis katlanmis proteinlerin

uzaklastirilmasinda 6nemli rol oynar.
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Endoplazmik retikulum (ER), protein katlama, post-translasyonal modifikasyon ve
transport gibi yeni sentezlenen proteinlerin kalite kontroliinden sorumludur, bu nedenle
hiicresel proteostazin kilit bir bilesenidir. ER, ribozoma baghh “ganiilli” ER ve
ribozomsuz “graniilsiiz” ER olarak smiflandirilmistir. Belirtildigi gibi, diiz ER, flizyon
ve kesecik tomurcugunun gerceklestigi ribozomsuz alanlar igerirken, kaba ER uygun
protein katlanmasi ve modifikasyonunun islevlerini yerine getirmektedir. Yeni
sentezlenmis, katlanmamis proteinler baslangicta ribozomlardan iiretilir ve daha sonra
bu polipeptit zincirlerinin uygun sekilde katlandigi ve oligomerize edildigi, distlfit
baglarinin olustugu ER'nin sisternal alaninin igine tasmir. N- bagh oligosakkaritler, bir
glikoprotein icin eklenir. Katlama ve translasyon sonrasi modifikasyondan sonra olgun
proteinler ER saperonlardan ayrilir ve Golgi aparatina taginir (Shibata ve ark., 2006;
Deldicque, 2013; Hiramatsu ve ark., 2015).

Hiicresel protein katlama kapasitesi, intraseliiler sinyal yollarinin aktivasyonu yoluyla
ER'de siki bir sekilde diizenlenir (Muoio ve Newgard, 2004). Yanlis katlanmig veya
katlanmamis proteinlerin birikmesi ER homeostazinda bir dengesizlige neden
oldugunda, ER stresine yol acar ve bu da UPR'nin aktivasyonuna (katlanmamis protein
tepkisi) neden olur (Kim ve ark., 2008; Perri ve ark., 2015). UPR, protein katlanmasini
tesvik eder ve ER i¢indeki proteinlerin yiikiinii azaltmak i¢in protein translasyonunu
bastirir ve yanlis katlanmis proteinlerin yikimini desteklemek icin otofaji ve ERAD"

artirir (Kim ve ark., 2008).

Retinal hiicrelerden gorsel bilgi Gretimi, rodopsin (Rh) gibi fonksiyonel proteinlere
baghdir (Chabre ve le Maire, 2005). Yapilan arastirmalarda, T17M Rh'nin gubuk
fotoreseptorlerdeki  ekspresyonunun, ER stresine bagli UPR sinyallesmesinin
aktivasyonunu indiikledigini ve bunun ciddi retinal dejenerasyona neden oldugunu
bildirilmistir. ATF4 nakavt, retina dejenerasyonunu bloke ettigi ve bir aylik T17M
farelerinde fotoreseptor sag kalimini destekledigi belirtilmistir (Bhootada ve ark., 2016).
Fotoreseptorler icindeki baskin protein olarak Rh'deki mutasyonlar, kalitsal RP'nin en

yaygin nedenidir (Daiger ve ark., 2007).
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2.6. Neuregulin-1 (NRG-1)

Neuregulin-1 (NRG-1), kardiyovaskiiler endotel hiicreleri tarafindan salgilanan stres
aracili bir biiylime faktoriidiir. Miyokardiyal hiicrelerde koruma saglar, ancak altta yatan
mekanizmalar tam olarak anlagilamamistir. NRG-1'in endoplazmik retikulum (ER)
stresini diizenleyerek oksidatif hasara maruz kalmis miyokardiyal hiicreleri korudugu
gosterilmistir. NRG-1'in CHOP ve GRP78 protein seviyelerini diigiirerek ER stresini
hafiflettigi gosterilmistir. Yapilan ¢alismalarda, NRG-1'in ER stresi i¢cin umut verici bir

ajan oldugunu one siiriilmistiir (M. Xu ve ark., 2014).

Neuregulinler (NRG), gelisim ve hastalik sirasinda hiicre-hiicre iletisiminde yer alan
genis bir EGF benzeri sinyal molekiil ailesini igermektedir. Neuregulin ligand ailesinin
dort tiyesi vardir: NRG1, NRG2, NRG3 ve NRG4. NRG2, 3 ve 4 proteinlerinin biyolojik
fonksiyonlar1 hakkinda az sey bilinmektedir. Buna karsilik, NRG1 proteinlerinin sinir

sistemi, kalp ve meme bezlerinin gelisimi sirasinda 6nemli roller oynadig1 gosterilmistir

(Britsch, 2007).

Yapilan g¢alismalar sonucunda, Kultlrlenmis Schwann hiicrelerinin serum varliginda
zayif bir bliylime gosterdigi, ancak NRG1 varliginda aktif olarak ¢ogaldigi bildirilmistir
(Birchmeier ve Nave, 2008). NRGI, ayni zamanda ErbB reseptorlerini arttirarak,
rassIMAPkinaz, PI3kinaz/Akt ve FAK aktivasyonlarini saglamaktadir (P. Maurel ve
Salzer, 2000).
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3. GEREC ve YONTEM

Calismamizda Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Bakim ve Uretim Unitesi’nden

temin edilen 54 adet 30 giinliik Balb/C 1rk1 erkek fare kullanildi.

3.1. Retina Dejenerasyonu Olusturulmus Fare Modeli

N-metil-N-nitrosourea (MNU), nitrozamin nitroz bilesiklerine ait giiglii bir alkilleyici
ajandir ve yliksek secicilik ve tekrarlanabilirlik ile fotoreseptdr hiicre apoptozunu
indikleyebilir. MNU  retinitis pigmentosa hayvan modellerini olusturmak i¢in
kullanilmaktadir (Yoshizawa ve ark., 1999; Tsubura ve ark., 2010) (Sekil-3.1) (Tsubura
ve ark., 2011).
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Sekil-3.1. N-methil-N-nitréz (MNU) kimasal yapis1 (Tsubura ve ark., 2011)

3.2. Gruplar
Deney gruplar1 asagida belirtildigi sekilde olusturuldu:
1. Kontrol grubu; herhangi bir uygulama yapilmayan grup (n=9).
2. Cozgen grubu; ilaglarin ¢oziildigii PBS enjeksiyonu yapilan grup (n=9).
3. MNU grubu; retina dejenerasyonu olusturulmus grup (n=9).
4. Neurogulin-1 grubu; sadece NRG-1 ile tedavi uygulanan grup (n=9).
5. Tedavi grubu; retina dejenerasyonu olusturulduktan sonra NRG-1 tedavisi
uygulanan grup (n=9).
6. Onleyici tedavi gurubu; retina dejenerasyonu olusturuldugu giin NRG-1

tedavisi uygulanan grup (n=9).
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Tablo 3.1: Deney gruplarinin enjeksiyon ¢izelgesi

X X X X X X X
PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS
enjeksiyonu enjeksiyonu enjeksiyonu enjeksiyonu enjeksiyonu enjeksiyonu enjeksiyonu
MNU

X X X X X X

enjeksiyonu

NRG-1 NRG-1 NRG-1 NRG-1 NRG-1 NRG-1 NRG-1
enjeksiyonu enjeksiyonu enjeksiyonu enjeksiyonu enjeksiyonu enjeksiyonu enjeksiyonu
MNU % % NRG-1 NRG-1 NRG-1 NRG-1
enjeksiyonu enjeksiyonu enjeksiyonu enjeksiyonu enjeksiyonu
MNU-NRG-1 NRG-1 NRG-1 NRG-1 NRG-1 NRG-1 NRG-1
enjeksiyonu enjeksiyonu enjeksiyonu enjeksiyonu enjeksiyonu enjeksiyonu enjeksiyonu

e Kontrol grubuna; herhangi bir enjeksiyon yapilmadi.

e (COzgen grubuna; ilaglarin ¢dozgen maddesi olan PBS 7 giin boyunca intraperitoneal
olarak enjeksiyonu yapildi.

e Neuregulin-1 grubuna, 7 giin boyunca 0.6 mg/kg/gtin Neuregulin-1 intraperitoneal
enjeksiyonu yapildu.

e MNU grubuna, ilk giin tek doz 60 mg/kg intraperitoneal enjeksiyonu yapildi.

e Tedavi grubuna; ilk gin MNU 60 mg/kg intraperitoneal enjeksiyon yapildi. 4.
ginden itibaren 3 gun 0.6 mg/kg/gun dozda intraperitoneal olarak Neuregulin-1
enjeksiyonu yapildu.

e Onleyici tedavi grubuna, ilk giin MNU 60 mg/kg dozda intraperitoneal olarak
enjeksiyon yapildi. Neuregulin-1 ayni giin baslanilarak 0.6 mg/kg/glin dozda 7 giin
boyunca intraperitoneal olarak enjeksiyonu yapildi.

Caligmanin gruplar1 yukarida belirtildigi gibi olusturuldu ve enjeksiyonlar tamamlandi.
Yedi gun sonra hayvanlar ketamin (100 mg/kg; Alfasan) ve ksilazin hidroklorid (10

mg/kg; Bayer) ile derin anestezi uygulandiktan sonra gogus kafesi acildi ve aortadan
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distile su iginde hazirlanan fosfat tamponunda %4’lUk paraformaldehit (Katalog no:
1.04005.1000- MERCK) soliisyonu verildi. Sakrifiye edilen hayvanlarin gozleri, ayni
soliisyonda gece boyu bekletilerek postfiksasyon uygulandi. Her hayvana ait iki g6zin
biri (Sag ve sol ayirmaksizin) parafin takip digeri kriyo takip yapilmak icin ayrildi.

3.2.1. Parafin Takibi

Goz ornekleri gece boyu fiksatifte bekletildikten sonra 4 saat boyunca akan su ile
yikand1. birer giin olacak sekilde %70-80-90’lik Etanolde (Katalog no: 1.009.862.500-
MERCK) muamele edildi ve 4 saat %100’liik alkolde bekletildi. Ornekler, 2 dakikalik
periyotlarda 3 kez ksilol (16446-SIGMA) ile muamele edilerek seffaflastirma islemi
yapild1 ve ardindan 3 saat 65 °C’de her saat basi1 parafinleri degistirilerek parafin ile

muamele edildi ve parafine gomme islemi tamamlandi.

3.2.2. Kriyo Takip

Goz dokular1 gece boyu paraformaldehit solusyonu icginde bekletildi. Ertesi giin 4 saat
akan su altinda yikandi. Yikama islemi ardindan, %?20’lik PBS (P4417-100TAB-
SIGMA) sukroz (Katalog no: S011-1KG-CAISSON) icinde 2 gun bekletildi ve

Kriomatrikse gémuldd.

Her iki takibin ardindan parafin bloklar parafin mikrotomunda, kriyo bloklar
kriyomikrotomda 5 pm kalinlikta kesilerek lamlara alindi. Kriyo kesitler -20 °C’de

saklandi.

3.2.3. Hematoksilen-Eozin Boyama

H&E boyama takibi;

Parafin kesitler uygulama yapilacagi giinden bir gece once 45 °C’lik etiivde gece boyu
bekletildi ve ardindan 60 °C’lik etlivde 1 saat inkiibe edildi.

Deparafinizasyon uygulamasi yapildi (ksilolde 2 kez 10’ar dakika).

Dehidratasyon uygulamast yapildi (%100,%90,%80,%70’lik etil alkolde 5’er dakika)
Kesitler suda 5 dakika bekletildi.

Hematoksilen ile 2 dakika boyama yapildi.

Kesitler boyamanin ardindan 5 dakika akan suda yikandi.

Eozinde 45 saniye boyama yapildi.
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Kesitler boyamanin ardindan 5 dakika akan suda yikandi.

Hizli takip ile dokular %100 alkole alindi ve 10’ar dakika ksilolde bekletilip

kapatma yapilarak dokular 1s1k mikroskobunda incelendi.

3.2.4. TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick End

Labeling)

Apoptoza ugrayan hiicreleri tespit etmek i¢in yapilan bir yontemdir;

Parafin kesitler uygulama yapilacagi giinden bir gece dnce 45 °C’lik etiivde gece
boyu bekletildi ve ardindan 60 °C’lik etiivde 1 saat inkiibe edildi.

Deparafinizasyon uygulamasi yapild: (ksilolde, 2 kez 10’ar dakika).

Dehidratasyon uygulamast yapildi (%100,%90,%80,%70’lik etil alkolde 5’er dakika)
Kesitler suda 5 dakika bekletildikten sonra TUNEL islemine hazir hale getirildi.

PBS soliisyonunda 2 kez 5’er dakika bekletildi.

Permeabilizasyon soltisyonunda 8 dakika +4 °C’de inkiibe edildi.

TUNEL (Reagent) soliisyonunda 37 °C’de nemli ortamda 1 saat inkiibe edildi.

PBS ile 2 kez 5’er dakika yikama islemi yapildu.

Doniistiirtct kesitler tizerine damlatildi ve 30 dakika 37 °C’de nemli ve karanlik
ortamda inkube edildi.

PBS ile 2 kez 5’er dakika yikama islemi yapildu.

Fast red soliisyonu ile kesitler boyandi.

PBS soliisyonu ile 5’er dakika 2 kez yikama yapildi.

Kesitler Kaisers jelatin ile kapatilarak 151k mikroskobunda goriintiilendi.

3.2.5. immunofloresan Boyama (Chop-Grp78-CleavedCaspase3)

Kriyo kesitler 10 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra 5 dakika suda, 5 dakika da
PBS’te (Fosfat tampon salin, ph:7,2-7,4) bekletildi.

Ortaya ¢ikabilecek 0zgil olmayan reaksiyonlarin bloklanmasi igin %5’lik BSA
soliisyonu igerisinde %2’lik Kkegi Serum ile hazirlanan bloklama soliisyonu ile

kesitler 45 dakika muamele edildi.
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e Bu islem sonrasinda herhangi bir yikama basamagi yapilmadan kesitler, pozitif
gruplara onerilen oranda seyreltilmis primer antikorlar ve negatif gruplara ise ayni
oranda PBS damlatilarak +4 °C’deki buzdolabinda gece boyu inkiibe edildi.

e Ertesi sabah 3 kez 5’er dakika PBS’de yikanan kesitler 1/400 dilusyonda sekonder
antikorda oda 1sisinda 1 saat inkiibe edildidi (Sekonder antikor asamasi ve daha
sonra yapilacak olan asamalar karanlik ortamda yapild1.).

o Kaesitler 3x5 dakika PBS’de yikandi.

e DAPI ile kapatild: ve floresan milroskop ile incelendi.

Tablo 3.2: immiinfloresan boyanma protokoliinde kullanilan antikorlar.

CellSignaling-Alexa
GRP 78 3177S 1:100 Flour 488- # 4412

CellSignaling-Alexa
Chop SC-575 1:50 Flour 488- # 4412

CellSignaling-Alexa

C. Caspase 3 9661L 1:400
Flour 488- # 4412
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4. BULGULAR.

4.1. HE Bulgular

Deneklerden alinan géz dokulari hematoksilen eozin boyamasinin ardindan 1s1k
mikroskobunda incelendi. Sekil 4.1°de goriildiigii gibi kontrol gruplarina oranla, ¢dzgen
gruplarda belirgin bir fark gézlenmedi. MNU grubunda ise dis nuklear tabakada hafif bir
incelme oldugu gozlemlendi. Tedavi ve onleyici tedavi gruplarinda ise retina

katmanlarinda bir incelme gozlemlenmedi.

Sekil 4.1: a) Kontrol, b) MNU, c¢) Tedavi, d) Onleyici Tedavi, €) NRG-1, f) C6zgen Retina kesitlerinin HE
boyamas1 (40X); ONL: Dis Niiklear tabaka, INL: I¢ Niiklear tabaka, GCL: Ganglion Hiicre Tabakas1

4.2. immunofloresans Bulgular

4.2.1 GRP78/ BIP immiin Boyanmalar1

GRP78/BIP immiin reaksonlar1 tiim gruplarda belli bir diizeyde boyanma gostermistir.
Kontrol gruplarina oranla, MNU gruplarinda dis niiklear tabaka, i¢ niiklear tabaka ve
retinal pigment epitelinde GRP78 ekspresyonunda artis goézlemlenmistir. Tedavi ve
Onleyici tedavi gruplarinda dis niiklear tabaka, i¢ niiklear tabakada ve retinal pigment
epitelinde ekspresyonun azaldigi gozlemlenmistir. Total retinada yapilan Image-j
analizinde Onleyici tedavi ekspresyonunda anlamli bir diigiis olmustur. (Sekil 4.2- Sekil
4.3).
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Sekil 4.2 a) Kontrol, b) C6zgen, ¢) MNU, d) NRG-1, e) Tedavi, f) Onleyici Tedavi gruplarindan alinan

retina immiinofloresan goértntiisti (20X). Yesil floresans GRP78 ekspresyonu, Mavi floresans DAPI.
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GRP78/BIP PROTEIN EKSPRESYONU

Sekil 4.3 Kontrol, Tedavi, Onleyici Tedavi, C6zgen, NRG-1 ve MNU retina 6rneklerinde GRP78/BIP

proteininin immunofloresans boyanma yogunluklarim karsilagtiran grafik gérulmektedir.

4.2.2. DDIT3/CHOP immiin Boyanmalari

Deneklerden alinan goz dokularinda, DDIT3/CHOP protein boyanmalarinin siddeti
kontrol ve ¢ozgen gruplarda belli bir dizeydedir. Kontrol gruplara kiyasla, MNU
Gruplarmin dis niiklear tabaka, i¢ niiklear tabakasinda ve ozellikle gangliyon hiicre
tabakas1 ve retinal pigment epitel tabakasinda oldukga artmis ekspresyon gozlemledik.
Tedavi ve Onleyici tedavi gruplarinda ise bu ekspresyonlarin azaldigini goézlemledik.
Total retinada yapilan Image-J analizinde kontrol gruplara kiyasla MNU gruplarinda
anlamli bir artig goriildii, onleyici tedavi grubunda ise MNU gurplarina kiyasla anlaml
bir diisiis goriildi. MNU gruplarina kiyasla tedavi grubunda bir diisiis oldugu fakat
anlamli olmadig goriildii. (P <0,05)(Sekil 4.4- Sekil 4.5).
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Sekil 4.4 a) Kontrol, b) Cézgen, ¢) MNU, d) NRG-1, e) Tedavi, f) Onleyici Tedavi gruplarindan alian

retina immunofloresan goriintiisii (20X). Yesil floresan GADD ekspresyonu, Mavi floresan DAPI.
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Sekil 4.5 Kontrol, Tedavi, Onleyici Tedavi, Sham, NRG-1 ve MNU retina érneklerinde DDIT3/CHOP

proteininin imminfloresan boyanma yogunluklarini karsilagtiran grafik goriilmektedir.

4.2.3. Cleavde Caspase 3 Immiin Boyanmalar

Gruplardan alman goz orneklerinde Cleaved Caspase 3 reaksiyonlar1 incelendiginde
MNU Gruplarinda kontrol gruplarina gore i¢ niiklear tabaka ve dig niiklear tabakada
artmis ekspresyon gozlemledik. Onleyici tedavi gruplarinda bu ekspresyonlarin
azaldigim1 Image-J ile yapilan analizlerde total retinada ekspresyon diizeylerinde anlamli
bir azalma oldugunu gozlemledik. Tedavi gruplarinda ise bir azalma oldugu fakat

anlamli olmadigin1 gosterdik. (P <0,05)(Sekil 4.6-Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 a) Kontrol, b) Cozgen, ¢) MNU, d) NRG-1, e) Tedavi, f) Onleyici Tedavi gruplarindan alinan

Retina immiinfloresan gorintiisii (20X). Yesil floresan C. Caspase 3 ekspresyonu, Mavi floresan DAPI.
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Sekil 4.7 Kontrol, Tedavi, Onleyici Tedavi, C6zgen, NRG-1 ve MNU retina 6rneklerinde C. Kaspas 3

proteininin imminofloresans boyanma yogunluklarini karsilastiran grafik goriilmektedir.

4.3. Tunel Bulgular:

Kontrol ve deney gruplarinin TUNEL boyanmis kesitleri, X40 biiylitme kullanilarak
bagimsiz iki gozlemci tarafindan apoptotik hiicre sayimi yapildi ve apoptotik hiicre
yiizdesi hesaplandi. Kontrol gruplara kiyasla MNU gruplarinin i¢ niiklear tabakada, i¢
niiklear tabakada, retinal pigment epitel tabakasinda TUNEL-Pozitif hiicre
ekspresyonlarinin arttigin1 gézlemledik. Tedavi gruplarinda hafif bir azalma oldugunu
onleyici tedavi gruplarinda ise beligin bir azalma olgunu goézlemledik. Total retinada
yapilan Image-J analizlerinde onleyici tedavi gruplarinda ekspresyonda anlamli bir

azalma olgunu gosterdik. (Sekiller 4.8-4.9).
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Sekil 4.8.a) Kontrol, b) MNU c) Tedavi, d) Cozgen, e) Onleyici Tedavi, f) NRG-1 Gruplarinin retina
orneklerinde TUNEL boyamalar1 (40X).

o)
g
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e

N
9

Hiicre Yiizdesi (%)

Sekil 4.9: Kontrol ve deney gruplarinin TUNEL Pozitif Hiicre Yiizdesi HSCORE degeri histogrami
(p<0.001)
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5. TARTISMA

N-metil-N-nitroz (MNU) retinal dejenerasyon hayvan modellerinde yogun bir sekilde
calisilmaktadir (Tsubura ve ark., 2010). Calismamizda RP hayvan modeli olusturmak
icin, deneklere literatiire uygun bir sekilde MNU enjeksiyonu yapilmistir. MNU’ nun
fare fotoreseptor hiicreleri iizerindeki etkisi arastirilmis ve apoptozu indiikledigi
gosterilmistir (Mordes ve ark., 2006). Yapilan calismalarda MNU uygulanan fare
modellerinde retinanin dis niiklear tabakasinda TUNEL-Pozitif hiicrelerin arttig
gosterilmistir (Mordes ve ark., 2006). Bizim ¢alismamizda bu ¢alismaya uyumlu olarak
MNU gruplarinda i¢ niiklear tabakada, dis niiklear tabakada ve retinal pigment epitel
tabakasinda artmis TUNEL-Pozitif hiicre ekspresyonu gozlemlendi.

ER, protein  sentezinden, proteinlerin  katlanmasindan, translasyonu ve
modifikasyonundan sorumlu olan, hiicre i¢i homeostazin korunmasini saglayan énemli
bir organeldir (Walter ve Ron, 2011). Bu nedenle ERS’inin asir1 derecede artmasi ER
Iimeninde fonksiyon bozukluklarina neden olarak proteinlerin yanlis katlanmasina ve
ER limeninde birikmesine neden olabilmektedir (Cheng ve ark., 2017). ER stresinin
ortaya ¢ikmasi, mitokondriyal fonksiyon bozukluklarina yol acabilir, bunun sonucunda
Ca*? gibi hiicre i¢i iyon seviyelerinde anormal degisiklikler meydana gelmektedir (De-
Qian ve ark., 2017). ERS’yi hafifletmek ve hiicre i¢i dengeyi geri kazanmak igin hiicre
bu strese yanit olarak Katlanmamis Protein Cevabi (UPR) olan sinyal yolunu
aktiflestirmektedir (Walter ve Ron, 2011). Bu faktorler, protein kinaz benzeri
endoplazmik retikulum kinaz (PERK), aktive edici transkripsiyon faktori-6 (ATF-6) ve
inositol gerektiren enzim 1 (IRE1) gibi proteinlerin aktivasyonunu uyarmaktadir (Hetz
ve Papa, 2018). ER’de biriken yanlis katlanmis protein miktarinin artmasi hiicre igi

hasara hatta apoptoza neden olabilmektedir (Chakrabarti ve ark., 2011).

ERS ve UPR sinyal yolu, cesitli goz hastaliklarinda da bulunan patolojik bir
mekanizmadir (Zode ve ark., 2011; Kroeger ve ark., 2014; Zhang ve ark., 2014; Zhang
ve ark., 2015). Rodopsin, fotoreseptorler i¢indeki baskin proteindir, fotoreseptorlerin
tim proteomun ~%30'unu ve fotoreseptdrlerin dis segment bdlgesindeki tiim proteinlerin

% 90'mdan fazlasinmi i¢cermektedir (Hargrave, 2001). Rodopsin sentezi ER'de meydana
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gelmektedir, burada sentezlenen Rodopsin polipeptidi zar igine translasyonel olarak
yerlestirilir ve asparajin kalintilarinda disiilfit bag olusumu ve glikozilasyonu igeren
coklu post-translasyonel modifikasyonlara ugrar (Fukuda ve ark., 1979; Kaushal ve
Khorana, 1994; Krebs ve ark., 2004). Dlzgun bir sekilde katlandiktan sonra, rodopsin
ER'den ¢ikar ve Golgi aparatina iletilir. Burada gerekli modifikasyonlart uygular ve
sonunda ¢ubuk fotoreseptor dis segmentine iletilir (Liang ve ark., 1979). Rodopsin
mutasyonu, RP'nin en sik nedenidir ve otozomal dominant RP (adRP)min % 25-30'unu
olusturmaktadir (Hargrave, 2001). Rodopsin yanlis katlanmasindan kaynaklanan bir
Drosophila retinal dejenerasyon modelinde, UPR'nin IRE1 sinyal yolunun aktivasyonu
ve retina dejenerasyonun olustugu gosterilmistir (Ryoo ve ark., 2007). ER’de yalis
katlanmis rodopsin eksprese eden deneklerde, ERS’nin arttifi ve proapoptotik UPR
molekiilii olan CHOP ekspresyonunun arttigi bildirilmistir (Lin ve ark., 2007).
Calismamizin bulgularina gore yapilan ¢alismalarla da uyumlu olarak, kontrol ve ¢6zgen
gruplara kiyasla RD olusturulmus fare modelinde ERS’nin arttig1 ve BIP-GADD-CHOP
gibi UPR sinyal molekiillerinin ekspresyonlarinin retinanin i¢ niiklear tabakasinda, dis
niiklear tabakasinda, ganglion hiicre tabakasinda ve retinal pigment epitel tabakasinda

arttig1 immiinofloresan yontemi ile gosterilmistir.

Neuregulin-1 (NRG-1), kardiyovaskiiler endotel hiicreleri tarafindan salgilanan stres
aracilt bir biiylime faktoriidiir ve miyokardiyal hiicrelerde koruma saglar, ancak altta
yatan mekanizmalar tam olarak anlasilamamistir. NRG-1'in endoplazmik retikulum (ER)
stresini diizenleyerek oksidatif hasara maruz kalmis miyokardiyal hiicreleri korudugu
gosterilmistir. NRG-1'in CHOP ve GRP78 protein seviyelerini diisiirerek ER stresini
hafiflettigi gosterilmistir. Yapilan ¢aligmalarda, NRG-1'in ER stresi icin umut verici bir
ajan oldugu one siiriilmiistir (M. Xu ve ark., 2014). Calisgmamizda bu bilgilere paralel
olarak NRG-1 uygulanan deney modellerinde retinadaki ERS’nin azaldigi
gozlemlenmistir. NRG-1’in 06zellikler Onleyici tedavi gruplarinda ERS protein
ekspresyonlarinda diisiise neden oldugunu ve hiicre 6limin0 belli oranda etkileyerek

azalttigin1 gosterdik.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez projesinde, MNU ile indiiklenmis retinitis pigmentosa fare modeline ait goz
dokularinda ER stresi sonucu meydana gelen UPR yanitlarinda gorev alan Grp78,
Kaspaz 3 ve DDIT3/CHOP proteinlerinin ekspresyon duzeyleri kontrol ve ¢bdzgen
gruplart ile karsilagtirilarak farkli yontemlerle arastirilmis ve elde edilen sonuglar

asagida maddeler halinde 6zetlenmistir:

e Tiim gruplarda yapilan HE boyanmasinda; MNU gruplarinda retina tabakasinin
kontrol ve ¢ozgen gruplarina kiyasla inceldigi goriildii.

e TUNEL boyanmasi sonucunda; MNU gruplarinda gdzlenen pozitif hiicre sayisinin
kontrol ve ¢ozgen deney gruplarina kiyasla daha fazla oldugu belirlendi.

e Tedavi ve Onleyici Tedavi gruplarinda TUNEL pozitif hiicrelerin azaldig: fakat bu
azalmanin anlamli olmadig: belirlendi.

e Immunofloresan yontemi kullanilarak, Grp78, Kaspaz 3 ve DDIT3/CHOP protein
ekspresyonlari belirlenmistir. MNU gruplarinda kontrol ve ¢6zgen gruplarina kiyasla
Grp78, Kaspaz 3 ve DDIT3/CHOP protein ekspreyonlarinin arttigi gézlemlenmistir.
Tedavi ve 6nleyici tedavi gruplarinda ise MNU gruplarina kiyasla bir diisiis oldugu
g6zlemlendi.

e NRG-1’in retina dejenerasyonu olusturulmus fare modellerinde ERS’yi ve hiicre
Olimiini azalttig1 belirlenmistir.

e Retina dejenerasyonu olusturulmus fare modelinde NRG-1’in ERS {izerindeki
etkisinin arastirilldigi ilk caligmadir. Bu sonuglarin pek ¢ok parametre ile
desteklenmesi gerekmektedir.

e NRG-1'in hangi mekanizma ile ERS’yi etkiledigi bilinmemektedir. Etki

mekanizmasi pek ¢ok yoniiyle arastirilip, ele alinmasi gereken bir konudur.
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