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UV ile Indiiklenen Fotokeratitis Uzerine miR-330-3p
Uygulamasinin Rolii: Pilot Galigma

The Role of miR-330-3p in UV-induced Photokeratitis: A Pilot Experimental Study
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0z
Amag: Ultraviyole (UV) radyasyon ile indiiklenen okiiler hastaliklar biytiyen bir halk saghgi sorunudur. Son yillarda yapilan ¢alismalar miRNA-tabanli

tedavilerin dnemini artirmaktadir. miRNA'lardan biri olan miR-330-3p anti-karsinojenik, anti-enflamatuvar ve anti-apoptotik etkileri mevcuttur. Bu
bilgiler 1siginda ¢calismamizin amaci UV radyasyonu sonucundaki fotokeratitise karsi miR-330-3p'nin etkilerini incelemektir.

Gerec ve Yontem: Calismada 18 adet erkek Wistar Albino rat kontrol, UV ve UV+g6z damlasi olmak tizere li¢ farkli gruba ayriimistir. Otuz giin
sliresince glinde 2 saat kronik UV radyasyonuna maruz birakiimistir. Bunu takiben 7 giin siiresince UV+g06z damlasi grubuna 1 pL miR-330-3p iceren
g6z damlasi uygulamasi yapilmistir. Son uygulamadan 24 saat sonra hayvanlar sakrifiye edilerek histopatolojik incelemeler icin uygun kosullarda
saklanmustir.

Bulgular: Yapilan mikroskobik incelemeler sonucunda enflamasyon, neovaskiilarizasyon, epitel proliferasyonu ve kolajen densitesi parametrelerinde
gruplar arasinda istatistiksel olarak bir farklilik belirlenmedi. Bununla birlikte istatistiksel olarak farklilik olmamasinda ragmen kolajen densitesinin
UV grubunda Kontrol grubuna gére yiikseldigi ve goz damlasi uygulamasinin bunu diizenledigi goriildi. Odem parametresi UV grubunda hem
kontrol hem de UV+g6z damlasi grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek oldugu ortaya koyuldu (her iki p-degeri p<0,001).

Sonug: Calismamizda miR-330-3p'nin fotokeratit lzerine etkileri ortaya koyulmustur. miR-330-3p, fotokeratitten kaynaklanan umut verici bir
tedavi secenegi olarak goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ultraviyole isinlar, g6z hastaliklari, miRNA, oftalmik sollisyon, g6z damlasi

ABSTRACT

Aim: Ultraviolet (UV) radiation-induced ocular diseases pose a growing challenge to public health. In recent years, miRNA-based therapeutics have
gained attention in the treatment of ocular diseases. miR-330-3p has anticarcinogenic, anti-inflammatory, and anti-apoptotic effects. This study
aimed to investigate the effects of miR-330-3p against photokeratitis following UV radiation.

Materials and Methods: Eighteen Wistar albino male rats were randomly divided into three groups (n=6): Control, UV, and UV+eye drop. Chronic
exposure to UV radiation was conducted for 30 days, 2 hours a day. One pL of miR-330-3p-based eye drops was applied to the UV+eye drop group
once daily for 7 days. Following the treatments, eye tissues were harvested and evaluated microscopically.

Results: There was no statistically significant difference between groups in inflammation, neovascularization, epithelial proliferation, and collagen
density parameters. However, the edema levels in the UV group increased compared to the control and UV+eye drop groups (all p<0.001). The
collagen density, however, increased in the UV group and decreased in the UV+eye drop group, but the results did not indicate a significant
difference (p>0.05).
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Conclusion: miR-330-3p presents a promising treatment option for corneal damage arising from photokeratitis. Our study is the first to explore the
alleviating effects of miR-330-3p in photokeratitis, yielding encouraging results.

Keywords: Ultraviolet rays, eye diseases, miRNA, ophthalmic solutions, eye drops

GIRIS
Ultraviolet (UV) radyasyonun insan viicudu tizerinde hem
faydali hem de zararh etkileri dahil olmak lizere bircok etkisi
vardir. Gozler, dzellikle anterior bdlgeler, UV radyasyonundan
en c¢ok etkilenen ve viicudun en UV-duyarl kismi olanlardir'.
Coklu koruma yontemleri nedeniyle, kornea, retina ve epitelyal
kompartmanlar makro ve mikro hasara maruz kalir. Korneal
veya retinal hasari hafifletmek icin cesitli farmakolojik yonler
eksik olup, daha fazla ¢alisma hala esastir?. Artan kanitlar, UV
maruziyetinin korneal hasar ve gorsel bozukluk riskini gosterdigi
lizere, ortaya cikan bir saglik sorunu haline gelmistir. Okiler
UV maruziyeti, gorme kaybi da dahil olmak Ulzere ¢esitli zararh
etkilere neden olabilir. Korneal dokularin UV 1siginin neredeyse
%380'ini dogrudan emdigi bildirilmistir. Yasla ilgili farkhliklara
bagh olarak, hayatin gec evrelerinde emilim seviyeleri artar
ve kornea ve okiiler katmanlar Uzerinde zararli etkilere
sahip olur. insanlar uzun siireli UV maruziyetinin farkinda
olmali ve koruyucu araclar kullanmahdir. UV radyasyonunun
indiikledigi patofizyolojik kaskad, fotokeratit, oksidatif stres,
o6dem ve epitelyal hiicrelerin apoptozunu icerir®. Okdiler sivi
ve katmanlar, kornea ve cevre okiiler dokulari koruyabilecek
birden fazla antioksidan madde icerir. Yiiksek UV radyasyon
maruziyeti, korneal sivi seviyesinin artisi ve foto emilim yoluyla
okiiler dokular ve sivi Uzerinde olumsuz etkilere sahiptir.
Fotokeratit, agrli bir durumdur ve cogunlukla uzun sireli UV
maruziyetini takiben korneal hasara atfedilir. Korneanin yiizeyel
katmanlarinda epitelyal hiicrelerin kaybi, 6dem ve gdérme
bozuklugunu tetikler®. Odem baslangicta UV maruziyetinden
adaptasyon ve korunma olarak tanimlanir; ancak, maruziyet
seviyesi korneal hasarin ana belirleyicisidir®. Farmakolojik disi
tedavi secenekleri cogunlukla buz uygulamasi veya karanlik bir
yerde dinlenmeyiicerir. Ancak, ciddi olgularda, UV maruziyetinin
indlikledigi korneal hasara karsi 6dem ve enflamatuvar yaniti
azaltmak icin farmakolojik tedaviler esansiyel olabilir. Son (¢
on yilda, gen bazli tedaviler ¢cogu patolojik durumda dikkat
cekmistir. MikroRNA'lar  kiiclik non-kodlayici  RNA'lardir
ve doku-spesifik RNA transkripsiyonunu diizenler, bu da
cogunlukla ifade edilen proteinlerin degradasyonuna baghdir®’.
miRNA'lar, hiicre dongiisl, enflamasyon ve apoptoz gibi ¢esitli
hiicresel yanitlara karismistir. Insan viicudunda iki binden
fazla miRNA'nin ifade edildigi bildirilmistir ve bunlarin ¢cogu
heniiz fonksiyonaliteleri hakkinda tanimlanmamistir. miRNA
fonksiyonlarinin aydinlatiimasi, birden fazla bozukluk icin
umut verici adjuvan tedaviler saglama potansiyeline sahiptir.
Son calismalar, korneal hasarin dnlenmesi icin kritik 6neme
sahip miRNA'lar oldugunu beyan etmistir®'™. Bu 0Oneriler

cogunlukla deneysel diyabet calismalarindan kaynaklanmis
ve belirgin hale gelmistir. miR-330-3p, cogunlukla anti-aging,
anti-apoptotik ve anti-karsinojenik etkilerle iliskili bir miRNA
kiimesidir. miR-330-3p, romatoid artrit, osteosarkom ve
melanom dabhil cesitli calismalarda cesitli tiplerde kullaniimis
olup, umut verici hafifletici etkilere sahiptir'-'3. Bu nedenle,
bu calismada, miRNA bazli g6z damlalarinin (miR-330-3p) UV
maruziyetinin indiikledigi korneal hasar lzerindeki etkilerini
arastirmayi amacladik.

GEREG VE YONTEMLER

miR-330-3p Bazli Géz Damlasinin Hazirlanmasi

G6z damlasinin hazirlanmasi igin, miR-330-3p mimik (Med
Chem Express Cat No: HY-R03031, Lot no: 326920) satin alindi
ve lipofectamine 2000TM ile kapsiillendi. Kapsilleme icin,
lipofectamine ve miR-330-3p, Ureticinin protokoliine gore
on bes dakika inkiibe edildi. G6z damlalar, UV+miR-330-3p
grubuna bilateral olarak 30 guinliik UV radyasyonundan sonra
7 giin boyunca glinde bir kez 1 pL uygulandi™,

Hayvanlar

Mevcut c¢alisma, Canakkale Universitesi Deneysel Arastirma
Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden satin alinan on
sekiz Wistar albino erkek sican (7-8 aylik; G*Power: n >18)
icermektedir, Canakkale Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Komitesi'nden etik onay alinmistir (karar numarasi: 2024/04-
02, tarih: 18.04.2024). Sicanlar, standart nem ve sicaklkta
((%045-%50 nem ve 22+2 °C) bireysel olarak barindirildi, 12
saatlik karanlk/isik dongisii ile ve standart pelet ve su ad
libitum ile beslendi.

Deneysel Gruplar ve Prosediir

Satin alinan sicanlar, rastgele lic gruba (n=6) ayrildi: kontrol,
UV ve UV+gdz damlasi. Kontrol grubu UV radyasyonuna
maruz birakilmadi ve herhangi bir tedavi almadi. UV ve
UV+g06z damlasi gruplari, 30 glin boyunca giinliik 2 saat UV
radyasyonuna UV-A 12.5 J/em2 ve UV-B 0.22 J/em2 dozunda
maruz birakildi'®". Otuz giinlin sonunda, UV+g6z damlasi
grubu miR-330-3p bazli g6z damlasi ile yonetildi. UV grubu
tedavi almadi.

Doku Hasadi

Yedi glinliik tedavinin sonunda, tiim sicanlar genel anestezi
(ketamin-ksilazin) altina alindi ve sakrifiye edildi. Servikal
dislokasyon ile 6tenazi sonrasinda, tiim g6z dokusu ve optik
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sinirler hemen hasat edildi ve histopatolojik analiz i¢in %10
formaldehitte saklandi. Histopatolojik analiz g6z 6rnekleri,
histopatolojik degerlendirme igin hematoksilen-eozin (H-E)
ve masson trikromu (M-T) boyama analizi icin kullanildi. ilk
olarak, tiim ornekler sabitlendi ve boyama degerlendirmeleri
icin islendi. Tim dokular parafine gomiildiikten sonra, 4-pm
kesitler kesildi ve H-E ve M-T ile boyandi'®2°. H-E boyal
kesitler, 6dem, enflamasyon, neovaskiilarizasyon ve epitelyal
proliferasyonu degerlendirmek icin kullanildi; ve M-T boyal
kesitler, kollajen yogunlugu ve yapisini degerlendirmek icin
kullanildi.

istatistiksel Analiz

Veriler, SPSS programi stiriim 27.0 (SPSS, stirim 27, IBM of
Armonk, New York, U.S.) ile analiz edildi. Farkliliklari belirlemek
icin tek yonlii ANOVA testi kullanildi. Post-hoc belirlemeler,
gruplari karsilastirmak icin Tukey HSD testi ile gerceklestirildi.
Veriler, ortalamalar ve standart hatalar olarak sunuldu. P<0,05
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Histopatolojik analiz, H-E sonuclarina gdre enflamasyon,
neovaskilarizasyon ve epitelyal proliferasyonda ve M-T
sonuclarina gore kollajen yogunlugunda dnemli degisiklikler
olmadigini gosterdi. Ancak, UV grubundaki 6dem seviyeleri,

Sekil 1'de gosterildigi lizere Kontrol grubuna kiyasla dnemli
olctide artti (0,00+0,00; p<0,001). Ayrica, Sekil 2'de g6sterildigi
tizere Kontrol grubu ve UV+gdz damlasi grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamh fark yoktu (0,83+0,54; p=0,178).
Ayrica, UV+g06z damlasi grubunda, 6dem seviyeleri UV grubuna
kiyasla onemli Glclide azaldi (p<0,001). Ancak, kollajen
yogunlugu UV grubunda artti (0,50+0,22) ve UV+g6z damlasi
grubunda azaldi (0,16+0,16), ancak sonuclar anlamli bir fark
go6stermedi (p>0,05; Sekil 2).

TARTISMA

Mevcut calisma, esas olarak kronik UV radyasyon maruziyetinde
bir miRNA bazli g6z damlasinin etkilerini degerlendirmeyi
amacladi.  Sonuclarimiz, literatlirle uyumlu olarak, UV
maruziyetinin UV maruziyet grubunda &dem seviyelerini
Kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6l¢lide artirdigini gosterdi. miR-
330-3p bazli g6z damlasi, 6dem seviyelerini UV grubuna kiyasla
onemli dlctide azaltti. Ancak, enflamasyon, neovaskiilarizasyon
ve epitelyal proliferasyon onemli bir degisiklik gdstermedi.
Ayrica, kollajen yogunlugu UV+g6z damlasi grubunda azald,
ancak sonuclar anlamli degildi. UV 15191, g6z doku katmanlarina
nifuz ederek g6z kanseri, enflamasyon ve gorsel bozukluk
riskini artinir?’. Genel gz dokular, giinliik hayatta diisik UV
radyasyon maruziyetine bir adaptasyonu temsil eder. Ancak,
koruma olmadan uzun sireli maruziyet, gorsel bozukluklar,

Kontrol

........................................................................

Sekil 1. (A) Kontrol, (B) UV, (C) UV+g6z damlasi grubunun H-E boyali kesitleri ve (D) Tim gruplarda 6dem igin histopatolojik skorlar

(*p<0,05 kontrol ve UV+g6z damlasi gruplarina kiyasla)

H-E: Hematoksilen-eozin, UV: Ultraviyole
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Histopatolojik skor
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Sekil 2. (A) Kontrol, (B) UV, (C) UV+gdz damlasi grubunun M-T boyali kesitleri ve (D) Tiim gruplarda kollajen yogunlugu igin

histopatolojik skorlar

UV: Ultraviyole, M-T: Masson trikromu

agr veya kasintih gozleri tetikleyebilir®2. Fotokeratit, gozlere
uzun siireli UV maruziyetinin 6nemli zararli sonuglarindan
biridir. Korneal epitelyal hasar, goriisii degistirebilecek ve
bulutlar ve pusla sonuglanabilecek bir 6dem icerir®. Bir
calismada, sicanlarin gozleri 5 ardisik glin boyunca ginliik 6,5
Jlem2 UV dozuna lokal olarak maruz birakildi. Histopatolojik
sonuclar, interstisyel 6demde Onemli bir artis ve kollajen
yapisinda bozulma oldugunu gosterdi*. Karsilastirmali bir
calisma, 0,08 ve 0,225 J/em2 UV radyasyonunun akut etkilerini
g6z dokusu tizerinde degerlendirmek igin kuruldu. 0,08 J/
cm2 UV maruziyetinin hafif 6dem ve sinir hasar sergiledigi,
oysa 0,225 J/em2'nin epitelyal sinirleri yok ettigi iddia edildi?.
Calismamizda, 30 gilin boyunca ginlik 2 saatlik UV-A
12,5 JJem2 ve UV-B 0,22 J/em2 maruziyeti epitelyal 6dem
seviyelerini 6nemli Ol¢lide artirdi. Lokal veya akut maruziyeti
dikkate alarak, glinlik UV radyasyon maruziyetinin epitelyal
bozukluklar da tetikleyebilecegi onerilir. Nikleik asit bazl
terapotikler, kanser, nérodejeneratif bozukluklar, enflamatuvar
durumlar ve apoptozla ilgili hastaliklar dahil cesitli bozukluklar
icin kullanildiginda umut verici sonuclar saglar'®. Su anda,
nukleik asit bazli terapotiklerin faz Il calismalarini tamamladigi
genis bir bozukluk yelpazesi vardir®®. ilk miRNA'nin 1993'te
kesfinden beri, miRNA bazli uygulamalar, transkripsiyon
faktorleri Uzerindeki dizenleyici etkileri nedeniyle son on
yilda dikkat cekmistir®®. Cogu okiiler hastalija ek olarak,
fotokeratit miRNA bazli terapotikler icin bir hedef haline

gelmistir. Onceki bir calismada, anti-miR-328'in etkileri ve
tolere edilebilirli§gi degerlendirildi ve sonuclar umut verici
olup, faz Il ve faz Ill denemeleri igcin uygunlugunu gosterdi?'.
UV maruziyetli fotokeratitte miR-127-5p'nin etkileri, in vitro
bir calismada anti-apoptotik ve antioksidan etkiler gosterdi®.
Akut UV maruziyet g6z hasari tGizerine bir hayvan calismasinda,
miR-129-5p g6z damlalari korneal epitelyal hasari azaltti ve
fotokeratit indiikledigi gorsel kaybi azaltti®. miR-330-3p,
esas olarak anti-karsinojenik bir miRNA olarak tanimlanmis
olup, anti-enflamatuvar, anti-apoptotik ve antioksidan etkiler
sergiler?®. Bugline kadar, miR-330-3p'nin okiiler hastaliklar
Uzerindeki etkilerini arastiran higbir calisma yoktur. Mevcut
calismada, kronik UV radyasyon maruziyetini takiben, miR-
330-3p bazl g6z damlasi sicanlarin gozlerine 7 giin boyunca
uygulandi. Kronik uygulamaya bagh olarak, enflamasyon,
neovaskiilarizasyon ve epitelyal proliferasyonda istatistiksel
olarak anlamli degisiklikler yoktu. Ancak, fotokeratitin gelisimi
icin en 6nemli sinyal olan 6dem, tedavi edilmemis UV maruziyet
grubunda 6nemli 6lclide artti. miR-330-3p uygulamasi, 6demli
seviyeleri onemli Ol¢lide azaltti ve fotokeratit bazl gérme kaybi
ve pusu hafifletti. miR-330-3p'nin, kronik UV maruziyetini
takiben fotokeratit bazli korneal hasari azaltmak icin iyi bir
aday olabilecegdi dnerilir. Ancak, miR-330-3p g6z damlalarinin
ana molekiiler ve etki mekanizmalarini aydinlatmak icin akut
UV 15191 maruziyeti ile daha fazla calisma kurulmalidir.
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Calisma Kisithhklari
Calismanin bazi sinirhliklar asagida verilmistir:

® Calismamiz bir pilot calismadir, bu ylizden daha diisiik hayvan
sayilart kullanmildi. Kronik ve akut UV radyasyon maruziyetinin
fotokeratit Uzerindeki etkilerini aydinlatmak icin daha fazla
calisma zaten kurulmustur.

® Ayrica, modelimiz dnceki calismalardan farklidir ¢linkii UV
1sIg1 maruziyeti, glinlik hayattaki gercek maruziyeti temsil
ederek tlim viicuda kurulmustur, gozlere lokal olarak degil.

SONUG

Gelecek Yonelimler

Okdler hastalklar, sinirli tedavi secenekleri ve korneal dokularin
kimyasallara duyarlihgr nedeniyle zorluklar sunar. Yine de,
gorme kaybi halk saghgr icin ciddi etkilere sahip olabilir. UV
maruziyeti faydalarina sahip olsa da, g6z dokularina énemli
riskler de poz verebilir. Akut ve kronik maruziyet, goz saghgi
Uzerinde farkli zararh etkilere sahiptir. Koruyucu onlemler
esansiyel olsa da, acik hava iscileri icin kronik UV radyasyon
maruziyeti fotokeratit gibi gorsel bozukluklara yol acabilir. Bu
nedenle, UV maruziyetine bagli okiler hastaliklari ele almak
icin ortaya cikan tedavilere acil ihtiyagc vardir. miRNA bazh
terapotikler, neredeyse tiim hastaliklarda basarili sonuclar
vererek umut asilamaktadir. Transkripsiyonel yol etkilerine bagh
olarak, bu tedaviler gelecek farmakoterapi icin yol acabilir.
Anti-enflamatuvar ve anti-apoptotik ozellikleriyle bilinen
miR-330-3p, fotokeratitten kaynaklanan korneal hasar igin
umut verici bir tedavi secenegi sunar. Calismamiz, fotokeratitte
miR-330-3p'nin hafifletici etkilerini arastiran ilk ¢calismadir ve
tesvik edici sonuclar vermektedir. Gelecek calismalar, okiiler
dejeneratif bozukluklarda akut ve kronik yliksek UV radyasyon
maruziyetindeki altta yatan mekanizmalari tam olarak anlamak
icin onerilir.
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