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1. GIRIS

Diabetes mellitus (DM) diinya genelinde 347 milyondan fazla insani etkileyen
onemli bir saglik sorunudur (WHO, 2011). Insiilin ve antidiyabetik ilaclarin diyabet
tedavisinde kullanilmaya baslanmasi her ne kadar diyabet hastalarinin yasam siiresini
uzatmig olsa da, diyabetin neden oldugu nefropati, ndropati ve retinopati gibi
komplikasyonlarin goriilme sikliginda belirgin bir artisa neden olmustur. Diyabet ve
diyabetle iligkili olan bu komplikasyonlar tiim diinyada ve Tirkiye'de morbitide ve

mortalitenin major nedenini olusturmaktadir.

Diyabetin mikrovaskiiler komplikasyonlar1 arasinda yer alan diyabetik retinopati
(DR), tim diyabetik bireylerin yaklasik olarak % 90’nindan fazlasinda zaman
icerisinde gelismekte ve bireylerde korliige kadar giden ciddi saglik sorunlarina
neden olmaktadir (Kempen ve ark., 2004; Roy ve ark., 2004; Hirai ve ark., 2011).

Retinopati, retinanin prekapiller arteriollerini, kapillerlerini ve veniillerini etkileyen
onemli bir mikroanjiyopatidir (Hattat, 1993). Giiniimiizde diyabette kan sekeri
regiilasyonun saglanmasi diginda retinopatinin olusumunu engelleyecek koruyucu bir
yontem veya olusmus retinopatiyi ortadan kaldirabilecek  bir tedavi
bulunmamaktadir. Ancak periyodik izleme, erken tani, kan glukoz diizeylerinin
kontrol altinda tutulmasi ve zamaninda uygulanmig semptomatik tedaviler
retinopatiye bagli korliklerin % 60-95’ini  6nleyebilmektedir (DCCT, 1993;
Matthews ve ark., 2004).

Retinopati tam olarak tedavisi miimkiin olmayan bir komplikasyondur ve giiniimiizde
bu ama¢ dogrultusundaki arayiglar halen devam etmektedir. Tedavi arayiginda
retinopati ve diger komplikasyonlara neden olan ileri glikasyon son {iiriinlerinin
(AGE) olusumu, oksidatif stres, heksozamin yolagi, protein kinaz C (PKC) sinyal
yolagi ve poliol yolagi mekanizmalarinin anlasilmasi 6nem kazanmaktadir. Bu
mekanizmalar igerisinde yer alan PKC sinyal yolagi ve aldoz rediiktaz (AR)

enziminin retinopati olusumundaki 6nemi, PKC sinyal yolagini ve AR enzimini



tedavi arayisinda onemli birer aday haline getirmektedir. Bu nedenle, hem PKC hem
de AR enziminin diyabette, oksidatif streste ve normal fizyolojik kosullarda
birbirleriyle ve diger yolaklarla olan iligskilerinin ve fonksiyonlarinin ortaya

¢ikarilmasi 6nem tasimaktadir.

AR enzimi farkli dokularda yiiksek diizeyde eksprese edilen ve aldehit
metabolizmasinda gorev alan bir enzimdir. Diyabette glukozun AR enzimi
araciligiyla poliol yolundaki rediiksiyonu, diyabete bagli komplikasyonlarda 6nem
kazanmaktadir. Her ne kadar AR inhibitorleri in vivo hayvan ve in vitro hiicre
kiiltirii modellerinde diyabete bagl komplikasyonlar1 6nlemek amaciyla oneriliyor
ve deneniyor ise de, klinik kullanim1 giiniimiizde heniiz mevcut degildir. Ozellikle
retinal hiicrelerde AR enzim ekspresyonunun yiiksek olmasi ve diyabetik
retinopatinin olusum siirecinde 6nemli roller istlenmesi nedeniyle diyabete bagl
retinopati modellerinde AR enzim aktivitesi siklikla ¢alisilmaktadir (Srivastava ve
ark., 2005; Obrosova ve Kador, 2011).

PKC sinyal yolagi hiicre igerisinde ve disarisinda permeabilite, kontraksiyon,
ekstraselliiler matriks (ECM), hiicre biiylimesi, anjiyogenez, apoptoz ve enzim
aktivite degisiklikleri gibi pek ¢ok farkli hiicresel siireci regiile etmektedir
(Nishizuka, 1992; Oikawa ve ark., 1992; Nishizuka, 1995; Xia ve ark., 1996; Koya
ve ark., 1997). Retinopatide 6zellikle niikleer faktor kappa B (NF-kB) gibi hiicre i¢i
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna neden olarak perisit hiicre kaybina ve
vaskiiler endotelyal biiytime faktori (VEGF) gibi biliyiime faktorlerinin
ekspresyonlarinda artisa neden olarak da neovaskiilarizasyonun gelisimine katki

saglamaktadir (Aiello ve ark., 1997; Geraldes ve ark., 2009).

Genel olarak poliol ve PKC iliskili yolaklarin siirekli etkilesim halinde oldugu
biliniyor ise de, insan retinal hiicrelerinde AR inhibisyon ve aktivasyonunun
hiperglisemi ve oksidatif kosullarda PKC diizey ve aktivasyonuna etkisi, bu etki
sonucu hiicresel ¢ogalma ve mitokondrial iliskili apoptozun nasil etkilendigi net
olarak bilinmemektedir. Bununla beraber, PKC yolunun aktivasyon ve

inhibisyonunun retinal hiicrelerdeki etkisi de net olarak heniiz ortaya konulmamustir.



Bu c¢aligmada; retinal fonksiyonlarda ¢ok Onemli olan epitel hiicrelerin
hiperglisemiye ve oksidatif hasara cevaplari ve bu cevap esnasinda AR ve PKC
etkilesiminin belirlenmesi hedeflenmistir. Calismada o6ncelikli olarak bu iki yol
arasindaki net etkilesim belirlenerek, bu etkilerin hiicrede koruyucu veya stresi
artirict  etkileri olup olmadigi hiicre proliferasyonu, oksidatif stres diizeyi ve
mitokondrial apoptozis ile belirlenecektir. Hiperglisemik siiregte hiicre hasarinin
belirleyicisi gibi gozlenen ve algilanan AR enzim aktivitesinin antioksidan etkileri
oldugu da goz oniinde tutularak, hiperglisemik sartlarda meydana gelen AR enzim
ekspresyonundaki artisin endojen strese bir cevap mi1 yoksa hiicreye dogrudan hasar

veren ve stresi artiran bir durum mu oldugu incelenecektir.

Calisma diyabet ve kanser gibi ¢ok ciddi patolojik durumlarda hiicre yasam
dongiisiiniin  kaderinin belirlenmesinde ¢ok oOnemli rol oynayan PKC sinyal
yolagiyla, oOzellikle hiperglisemik siireglerde metabolizmanin hiicre siklusuyla
etkilesimini saglayan ve hiicresel cevaplari dengeleyici rolii oldugu diisiiniilen poliol
yolagi arasindaki iliskinin agiga c¢ikarilmasi agisindan Onem tagimaktadir.
Calismalarimiz sonucu elde edilecek bulgular hiperglisemi ve oksidatif hasarla
iligkili patolojik durumlarin altinda yatan patofizyolojik mekanizmalar1 aciklamaya

yonelik literatiire 6nemli katkilar saglayacaktir.



1.1. Diabetes Mellitus’un Tanimi ve Siniflandirmasi

Diyabet; pankreasta iiretilen insiilin hormonunun aktivitesinde, sekresyonunda ya da
her ikisinde meydana gelen hasar sonucu olusan hiperglisemi ile karakterize

metabolik bir hastaliktir (American Diabetes Association, 2013).

Diinya Saglik Orgiitii’niin (World Health Organization (WHO)) 2008 yilinda yaptig1
bir aragtirmaya gore; diinya ilizerinde yaklasik olarak 347 milyon diyabet hastasi
bulunmaktadir. Bu saymin 2030 yilina kadar ikiye katlanacagi ve diyabete bagh
Oliimlerin diinya genelinde 7. siraya yiikselecegi tahmin edilmektedir (Danaei ve
ark., 2011; Whiting ve ark., 2011; WHO, 2011).

Hiperglisemi’nin neden oldugu semptomlar; akut ve kronik semptomlar olmak iizere
ikiye ayrilmaktadir. Akut semptomlar; ketoasidoz ve nonketotik hiperosmolar
sendromdur. Kronik semptomlar ise; poliiiri, polidipsi, polifaji, kilo kayb1 ve bulanik
gormedir. Ayrica, biiyiimede gerilik ve bazi belirli infeksiyonlara karsi duyarlilik da
hipergliseminin neden oldugu kronik semptomlar arasinda yer almaktadir (American
Diabetes Association, 2013).

Diyabetteki hiperglisemi insiilin bagimsiz olan retina, periferal sinir sistemi, bobrek
medullas1 ve endotelyal dokular basta olmak iizere bir¢ok dokuda hasara neden
olmaktadir. Bu hasarin baslica nedenleri arasinda insiilinin dokulardaki aktivitesinin
azalmasma bagli olarak karbohidrat, yag ve protein metabolizmalarinda meydana
gelen degisimler yer almaktadir. Bu dokularda olusan hasar zaman igerisinde
ilerleyerek diyabette goriilen komplikasyonlarin gelisimine neden olmaktadir
(Haffner, 2006; Keenan ve ark., 2007).

2003 yilinda diyabet tani kriterleri Amerikan Diyabet Birligi (American Diabetes
Association (ADA)) tarafindan yeniden diizenlenmistir (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1. Diyabet Tam Kriterleri (American Diabetes Association, 2013).

1. HbAIC>% 6,5

2. Aclik Plazma Glukozu > 126 mg/dl (7,0 mmol/L)

3. Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT) 2. saat plazma glukozu > 200 mg/dl
(11,1 mmol/L)

4. Klasik hiperglisemi semptomlar1 ya da hiperglisemik kriz ile beraber
rastgele plazma glukozu > 200 mg/dl (11,1 mmol/L)

Cizelge 1.1°de yer alan kriterlerden herhangi birinin bulunmasi diyabeti isaret
etmektedir.

Diyabet etiyolojik olarak 4 gruba ayrilmaktadir. Bunlar; tip 1 diyabet, tip 2 diyabet,
gestasyonel diyabet (GDM) ve diger spesifik tiplerdir.

1.1.1. Tip 1 Diyabet

Insiilin sekresyonunun mutlak yoklugu ile meydana gelmektedir. Tip 1 diyabet;

immiin aracili diyabet ve idiyopatik diyabet olmak iizere iki ana gruba ayrilmaktadir.

1.1.1.1. Immiin Aracih Diyabet

Immiin aracili diyabet “Insiiline Bagimli Diyabet (Insulin Dependent Diabetes
Mellitus (IDDM))” ya da “Genglik Diyabeti (Juvenil Onset Diabetes Mellitus)”
olarak da isimlendirilmektedir. Diyabetik bireylerin yaklasik olarak % 5-10’u bu
grup icerisinde yer almaktadir. Bu tip diyabette pankreasin beta adacik hiicrelerinin
hiicresel aracili otoimmiin yikimi s6z konusudur. Klinik tablo beta adacik

hiicrelerinin % 80-90’1 harap olduktan sonra ani olarak ortaya ¢ikmaktadir. Beta



adacik hiicrelerinin immiin aracili yikimi esnasinda olusan adacik hiicre antikorlari
(ICA), insiiline kars1 otoantikorlar, glutamat dekarboksilaz 65 (GAD 65) otoantikoru
ve tirozin fosfataz IA-2 ve 1A-2B otoantikorlarindan bir veya daha fazlasi aglik
hiperglisemisi durumundaki bireylerin % 85-90’1min serumlarinda gozlenmekte ve
pankreasin harabiyeti ile birlikte bu otoantikorlar ortadan kalkmaktadir (Haller ve
ark., 2005; Keenan ve ark., 2010).

1.1.1.2. idiyopatik Diyabet

Idiyopatik diyabette insiilin eksikligi s6z konusu olmasma ragmen otoimmiin beta
adacik hiicre harabiyeti gozlenmemekte ve beta adacik hiicre yikimina dair
immiinolojik kanit bulunmamaktadir. Bu tip diyabet siklikla Afrikalilarda ve
Asyalilarda gozlenmektedir (Pilona-Pinero ve Raskin, 2001; American Diabetes
Association, 2013).

1.1.2. Tip 2 Diyabet

Tip 2 diyabet, insiilin aktivitesine karsi direng gelisimi ve bunu takiben insiilin
sekresyonun azalmasi sonucu meydana gelmektedir. Tip 2 diyabet “Insiiline Bagimli
Olmayan Diyabet (Non-Insulin Dependent Diabetes Mellitus (NIDDM))” ya da
“Erigskin Baglangigli Diyabet (Maturity Onset Diabetes (MOD))” olarak da
isimlendirilmektedir. Diyabetik bireylerin yaklasik olarak % 90’1 tip 2 diyabetlidir ve
tip 2 diyabet diinyada prevalansi en yiiksek olan hastaliklardan bir tanesidir

(American Diabetes Association, 2013).

Tip 2 diyabette beta adacik hiicrelerinin otoimmiin yikimi s6z konusu degildir.
Hastalarin ¢ogu obezdir ve obezite tek basina insiilin direncine neden olabilmektedir.
Tip 2 diyabette hiperglisemi dereceli olarak arttigi ve hastaligin erken safhalarinda
hasta klasik diyabet semptomlarinin farkinda olmadig: i¢in, ¢cogunlukla uzun yillar

boyunca teshis edilememektedir (American Diabetes Association, 2013).



Tip 2 diyabet patogenezinin gelismesinde birinci dereceden sorumlu olan faktor
insiilin direncidir. Insiilin direnci; normal konsantrasyondaki insiilinin normalden
daha az biyolojik yanit olusturmasi, bagka bir deyisle glukoz kullanimini uyarma
etkisinin azalmasi olarak tammmlanmaktadir. Insiilin direncini olusturabilen veya
artirabilen etkenler arasinda; yas, obezite ve fiziksel aktivite eksikligi basta olmak

tizere bir¢ok etken yer almaktadir (Alberti ve ark., 2007; Jain ve Saraf, 2008).

1.1.3. Gestasyonel Diyabet (GDM)

GDM, insiilin antagonist hormonlarmmin en yiiksek diizeylere ulagsmasi sonucu
gebelikte gelismektedir. GDM terimi, hastalik ilk kez gebelik esnasinda ortaya
ciktig1 i¢in kullanilmaktaydi. Fakat bu tanimlamanin getirdigi sinirlamalardan dolay1
2008-2009 yillar1 arasinda siiren tartismalardan sonra GDM igin yeni tani Kriterleri

belirlenmistir (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2. Gestasyonel Diyabet Tani Kriterleri (American Diabetes Association,
2013).

24-28 haftalik gebe bireylere 8 saatlik agliktan sonra 75 g glukoz OGTT ile
uygulanir.

Aclik Plazma Glukozu > 92 mg/dl (5,1 mmol/L)
1.Saat Tokluk: > 180 mg/dl (10,0 mmol/L)

2.Saat Tokluk: > 153 mg/dl (8,5 mmol/L)

1.1.4. Diger Spesifik Tipler

Bu sinif, kistik fibrozis gibi ¢esitli hastaliklarin, glukokortikoidler gibi bazi ilaglarin
ve belirli genetik bozukluklarin neden oldugu diyabet tiplerini icermektedir (Taylor,
1992; Pandit ve ark., 1993; American Diabetes Association, 2013).



1.2. Diyabetik Komplikasyonlar

Diyabetik komplikasyonlar; akut ve kronik komplikasyonlar olmak iizere iki gruba
ayrilmaktadir ve bireylerdeki morbidite ve mortalitenin majoér nedenidir. Akut
komplikasyonlar; ketoasidoz, laktik asidoz, nonketotik hiperosmolar koma ve
hipoglisemi komasidir. Kronik komplikasyonlar ise; arterlerin harabiyeti ile olusan
makrovaskiiler komplikasyonlar ve kiiciik kan damarlarinin harabiyeti ile olusan
mikrovaskiiler komplikasyonlar olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir. Makrovaskiiler
komplikasyonlar arasinda; kardiyovaskiiler hastaliklar, serebrovaskiiler hastaliklar ve
periferik arter hastaliklart yer almaktadir. Diyabetin neden oldugu uzun siireli
mikrovaskiiler komplikasyonlar arasinda ise; renal bozukluklara yol a¢an nefropati,
diyabetik ayak iilserine, gastrointestinal, iirogenital, kardiyovaskiiler ve seksiiel
bozukluklara neden olan ndropati ve gorme kaybina neden olan retinopati yer
almaktadir (Fishbein ve Palumbo, 1995, Boliim 13; Wiernsperger ve Bouskela, 2003;
Cheung ve ark., 2007; Juutilainen ve ark., 2007).

1.2.1. Diyabetik Makrovaskiiler Komplikasyonlar

1.2.1.1. Kardiyovaskiiler Hastaliklar

Kardiyovaskiiler hastaliklar diyabetik hastalarda diyabetik olmayanlara oranla 4 kat
daha fazla gortilmektedir (Haffner ve ark., 1998; Bonora ve ark., 2002; Buyken ve
ark., 2007). Bunun yani sira, diyabetli hastalarda diyabetik olmayanlara oranla 5 kat
daha fazla miyokard infarktiisii gériilmektedir (Haffner ve ark., 1998). Hiperglisemi,
insiilin direnci, dislipidemi, hipertansiyon ve kronik inflamasyon vaskiiler endotelde
hasara yol acgarak kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisimine neden olmaktadir

(Beckman ve ark., 2002).

Makrovaskiiler hastaliklardaki merkezi mekanizma; arter daralmasina neden olan

aterosklerozdur. Diyabetteki hiperglisemi arter c¢eperinde mukopolisakkarit



sentezinin artmasia yol a¢cmaktadir. Bu durum, diisiik dansiteli lipoproteinlerin
(LDL) arter ¢eperine hapsedilmesi i¢in uygun ortamu hazirlamaktadir.
Hipergliseminin neden oldugu oksidatif stres ise; bu LDL partikiillerinin
oksitlenmesine neden olmaktadir. Bu siirecin ardindan monositler arteriyel duvar
icerisine sizarak makrofaj hiicrelerine doniismekte ve okside LDL’leri fagosite
ederek kopiik hiicrelerini olusturmaktadirlar. Zamanla bu kopiik hiicreleri damar
igerisinde birikerek aterosklerotik plaklarin olusmasina ve arterlerin daralmasina
neden olmaktadir (Parthasarathy ve ark., 1989; Farhangkhoee ve ark., 2005;
Madamanchi ve ark., 2005a; Madamanchi ve ark., 2005b; Boyle, 2007).

1.2.1.2. Serebrovaskiiler Hastaliklar

Diyabet, fel¢ kaynakli 6liimler igin 6nemli bir risk faktortidiir (Haheim ve ark., 1995;
Tuomilehto ve ark., 1996). Diyabetik bireylerde, diyabetik olmayanlara oranla 2-4
kat daha fazla felg gozlenmektedir (Rohr ve ark., 1996; Folsom ve ark., 1999; Ohira
ve ark., 2006). Hiperglisemi; intrakranial ve ekstrakranial ateroskleroz riskini
artirarak serebrovaskiiler sirkiilasyonu etkilemektedir (Fabris ve ark., 1994;
Friedlander ve Maeder, 2000). Bununla beraber; proteiniiri, mikroalbuminiiri ve
hiperiirisemi felg igin diger diyabet iligkili risk faktorleridir (Sasaki ve ark., 1995;
Lehto ve ark., 1998; Guerrero-Romero ve Rodriguez-Moran, 1999).

1.2.1.3. Periferik Arter Hastaliklari

Periferik arter hastaliklar1 alt ekstremitelerde meydana gelen arter tikanmasi ile
karakterize bir hastaliktir (Kullo ve ark., 2003). Bu durum diyabetik bireylerin alt
ekstremitelerinde fonksiyonel yetersizlige neden olan aciya yol agmakta ve ilerleyen
evrelerde diyabetik ayak iilserine veya alt ekstremite ampiitasyonuna neden
olabilmektedir (Vogt ve ark., 1994; Schainfeld, 2001; McDermott ve ark., 2004).
Diyabetik bireylerde alt ekstremite ampiitasyonu, diyabetik olmayan bireylere oranla
15 kat daha fazla goriilmektedir (Dickinson ve ark., 2002).
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Periferik arter hastaliklar1 diyabetin siddeti ve siiresiyle yakindan iligkilidir (Jude ve
ark., 2001; Al-Delaimy ve ark., 2004). Hiperglisemi, hipertansiyon, obezite, sigara
kullanim1 ve dislipidemi periferik damar hastaliklar1 i¢in 6nemli risk faktorleridir

(Selvin ve ark., 2004; Wattanakit ve ark., 2005).

1.2.2. Diyabetik Mikrovaskiiler Komplikasyonlar

1.2.2.1. Diyabetik Nefropati

Glomeriilar filtrasyonun azalmasiyla beraber gelisen proteiniiri ile karakterize bir
komplikasyondur. Diyabetik nefropati genellikle tip 1 diyabetli hastalarda 5-10 yil
sonra gelisme gosterirken, tip 2 diyabetli hastalarda diyabet tanist kondugu anda
bulunmaktadir. Eger tedavi edilmez ise, hastalarda tiremi nedeni ile 6liimlere neden
olabilmektedir (Mogensen ve ark., 1983; Gross ve ark., 2005; KDOQI, 2007;
American Diabetes Association, 2010). Ayrica; bobrek hastaliklarinin, kalp krizi ve
felg gibi makrovaskiiler komplikasyonlarin gelisimi agisindan da 6nemli bir risk

faktorii oldugu bilinmektedir (Matsushita ve ark., 2010).

Yiiksek glukoz konsantrasyonu; bobreklerde glomeriiler endotel hiicrelerini, diiz kas
hiicrelerini, mesangial hiicreleri, podositleri, tiibiiler epitel hiicreleri, inflamasyon
hiicrelerini ve miyofibroblastlari etkilemektedir. Glomeruloskleroz, glomeriiler bazal
membran kalinlasmasi, glomeriiler hipertrofi, mesangial hiicre genislemesi, podosit
hiicre kaybi, renal hiicre hipertrofisi ve tubulointerstial fibrozis diyabetik nefropati
esnasinda meydana gelen major degisimlerdir. Bu degisimler sonucu; albiiminiiri,
glomeriiler filtrasyonda azalma, arteriel kan basmcinda ve sivi tutumunda artma
gozlenmektedir (Mauer ve ark., 1984; Ziyadeh, 1993; Dalla-Vestra ve ark., 2000;
Mason ve Wahab, 2003; Kolset ve ark., 2012). Diyabetik bireylerde gézlenen bu
degisiklikler, zaman igerisinde bireylerde bobrek yetmezliginin gelismesine neden
olmaktadir (Gilbertson ve ark., 2005).
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Diyabetik nefropatinin olusumu ve ilerlemesi olduk¢a karmasiktir. Diyabetik
nefropati gelisimine neden olan mekanizmalar arasinda; renin-anjiotensin-aldesteron
ve lretensin sistemi, profibrotik, donistiiriicii biiylime faktori-f (TGF-B) ve timor
nekroz faktor-a (TNF-a) gibi inflamatuar sitokinler, PKC ve janus kinaz (JAK) gibi
sinyal yolaklari, poliol yolagi, AGE olusumu ve oksidatif stres yer almaktadir (Sekil
1.1) (Kolset ve ark., 2012; Arora ve Singh, 2013).
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Sekil 1.1. Diyabetik nefropati olusumuna ve ilerlemesine neden olan molekiiler
mekanizmalar (Arora ve Singh, 2013).

Giiniimiizde, diyabetik renal hastaliklarin tedavisi igin hedef alinan noktalar; sistemik
kan basinci ve/veya intraglomeriiler hipertansiyondur. Bu amagla en sik kullanilan
ajanlar ise; anjiotensin doniistiiriicii enzim inhibitorleri (ACE) (Lewis ve ark., 1993)
ve anjiyotensin II reseptor antagonistlerileridir (ANG II) (Brenner ve ark., 2001).
Fakat uygulanan bu strateji ve ajanlar diyabetik nefropatinin tedavisinde yetersiz

kalmakta ve nefropatili hastalarin sayisi her yil artmaktadir (Zimmet, 2009).
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1.2.2.2. Diyabetik Noropati

Diyabetik ndropati periferal sinir sisteminin somatik ve otonom bdliimlerini
etkileyen dnemli bir komplikasyondur. Bununla beraber; omurilik (Roubicek ve ark.,
2009) ve merkezi sinir sistemini de etkilemektedir (Wessels ve ark., 2006). Diyabetik
bireylerin yaklasik olarak yarisindan fazlasinda zamanla néropati gelismekte (Abbott
ve ark., 2011; Callaghan ve ark., 2012) ve bir veya daha fazla ekstremitenin
ampiitasyonuna neden olabilmektedir (Boulton ve ark., 2005). Klinik ilerleyisi
genellikle geleneksel bir tablo sergilemektedir. Diyabetik noropatinin ileri
evrelerinde duyu yitimi, el ve ayaklarda titremeler ve agrida artma gdzlenmektedir

(Boulton, 1997; Boulton ve ark., 2005).

Yapilan bazi ¢alismalarda, noropati gelisiminde néronal kan damarlarinin sekonder
Ooneme sahip oldugu vurgulanmakta ve noron ve glialarda meydana gelen
degisimlerin noropatinin primer nedeni oldugu ileri siiriilmektedir (Malik ve ark.,

2003; Pittenger ve ark., 2004; Shun ve ark., 2004).

Diyabetik ndropatinin gelisimine neden olan mekanizmalar arasinda; poliol yolagi,
AGE’lerin artis1, oksidatif stres ve PKC sinyal yolagi yer almaktadir (Negi ve ark.,
2011a).

Diyabetik noropati gelisimde sinirlerin uzunlugu 6nem kazanmaktadir. Uzun sinir
uclar1 noropati asamasinda ilk etkilenen bolgelerdir ve reflekslerde goriilen zayiflik
ve duyu kaybi bundan kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla, diyabetik néropatide ilk
etkilenen bolgeler eller ve ayaklardir. Diyabetik noropatiye neden olan mekanizmalar
giiniimiizde tam olarak anlagilamamis ve bu ylizden uygulanabilir bir tedavi yontemi
gelistirilememistir. Bununla beraber, glisemik kontroliin saglanmasi ve noropatik
acilarin dindirilmesi belirli dlgiilerde hastalara yardimci olabilmektedir (Hosseini ve
Abdollahi, 2013).
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1.2.2.3. Diyabetik Retinopati

DR, retinada meydana gelen genis spektrumlu lezyonlar ile karakterize bir
komplikasyondur. Tip 1 diyabetli hastalarin tamaminda, tip 2 diyabetli hastalarin ise
biiyiilk bir ¢ogunlugunda zaman igerisinde gelismektedir (Fong ve ark., 2003;
Kempen ve ark., 2004; Roy ve ark., 2004; Hirai ve ark., 2011). 20-74 yas arasindaki
bireylerde goriilmekte ve ileri evrelerinde korliige neden olmaktadir (Frank, 2004;
Hirai ve ark., 2011). DR’de, vaskiiler permeabilitede artig, kapiller mikroanevrizma,
kapiller dejenerasyon ve yeni kan damarlarinin asir1 olusumu (neovaskiilarizasyon)

meydana gelmektedir (Wilkinson ve ark., 2003).

Retina, insan viicudundaki en aktif metabolizmaya sahip dokulardan bir tanesidir ve
bu yiizden yiiksek oksijen ve glukoz konsantrasyonuna ihtiya¢ duymaktadir. Fakat
glukozun retina hiicrelerine girisi insiilinden bagimsiz olarak ger¢eklesmekte ve
yiiksek glukoz konsantrasyonu retinada ciddi hasarlara neden olmaktadir (Kohner ve
ark., 1995; Falcao ve ark., 2010).

DR klinik olarak iki evreye ayrilmaktadir (Neely ve ark., 1998; Fong ve ark., 2003);

1-Nonproliferatif Diyabetik Retinopati (NPDR),

2-Proliferatif Diyabetik Retinopati (PDR).

NPDR, diyabetik retinopatinin baslangi¢ evresidir. Bu evrede hiperglisemi; perisit
hiicre kaybina ve bazal membran kalinlagmasina neden olarak retina icerisindeki kan
damarlarinin yapisal biitiinliigiinii, kan-retinal bariyeri ve vaskiiler permeabiliteyi
bozmaktadir (Neely ve ark., 1998; Fong ve ark., 2003; Frank, 2004). Genellikle, bu

evrede bireylerde herhangi bir gorme kayb1 sorunu yasanmamaktadir.

Retinal kapillerdeki dejenerasyonun artmasiyla beraber retinopatinin Seyri

siddetlenmekte (Bresnick ve ark., 1976) ve retinopatinin ileri evresi olan PDR’ye
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gecilmektedir. Bu evrede, neovaskiilarizasyon, retina igerisinde sivi birikimi, makula
O6demi ve gormede yetersizlikler meydana gelmektedir. Daha agir durumlarda ise;
retinada kanama goriilmektedir (Frank, 2004; Crawford ve ark., 2009).
Neovaskiilarizasyonun gelismesinde ve ilerlemesinde, biiyiime faktorleri 6nemli bir
yer tutmaktadir. Ozellikle VEGF seviyelerinde meydana gelen artis, DR seyrini
siddetlendiren en 6nemli etkenlerden bir tanesidir (Ohno-Matsui ve ark., 2002).

Retinal kapiller, siki baglantili (tight-junctions) endotel hiicrelerinden meydana
gelmektedir ve bu nedenle hiicreler aras1 gegirgenligi oldukga diisiiktiir. Endotel
hiicrelerin etrafin1 ise, yliksek miktarda aktin proteini iceren perisit hiicreleri
sarmaktadir (Sekil 1.2). Perisit hiicreleri igerdigi aktin proteinlerinden dolay1
kontraktil dzelligine sahiptir ve retinal kan akisin1 diizenlemektedir. Bunun yani sira;
perisit hiicreleri, kapiller yapinin korunmasini ve endotel proliferasyonun dnlenmesi
gibi gorevlerde de yer almaktadir. Endotel ve perisit hiicreleriyle beraber diger
retinal hiicreler olan miiller hiicreleri ve astrositler i¢ kan-retinal bariyerini
olusturmaktadir (Kaur ve ark., 2008). Bu bariyer retinal homeostasisin

stirdiiriilmesini ve makromolekiillerin retinal dokuya ge¢isini dnlemektedir.

Hiperglisemiye bagli perisit hiicre kaybi, retinopatide goriilen birincil degisimdir
(Archer, 1999; Lorenzi ve Gerhardinger, 2001; Joussen ve ark., 2003).
Hipergliseminin neden oldugu perisit hiicre kayb1 ile kan akis1 diizenlenememekte ve
gbdzde patolojik degisikler baslamaktadir. ilerleyen evrelerde, hiperglisemi; epitel
hiicrelerinin, muller hiicrelerinin ve astrositlerin de Oliimiine neden olarak retinal
damarlar igerisinde yer alan biitin hiicresel elemanlarin kaybina, kan-retinal
bariyerin ortadan kalkmasma ve hipoksiye yol agmaktadir. Bu durum, kapiller
kapanma olarak bilinmektedir (Khan ve Chakrabarti, 2003a; Khan ve Chakrabarti,
2003b; Khan ve ark., 2006; Kaur ve ark., 2008).

DR’de goriilen diger bir 6nemli degisim ise bazal membran kalinlagmasidir. Bu
durumun temel nedeninin AGE’lerin artisi ve bazal membran iiriinlerinin asiri
tiretimi ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Perisit hiicre kaybi gibi bazal

membran kalinlagsmas1 da kapiller kapanmay1 hizlandirmakta ve iskemik bdlgeyi
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genigletmektedir (Roy ve Lorenzi, 1996; Roy ve Sate, 2000; Roy ve ark., 2003; Kaur
ve ark., 2008).

Goz

Astrosit

Ganglion Hiicresi

Mikroglia
Horizantal Hiicre

Amakrin Hiicre

Perisit
Endotel Hiicresi

Bipolar Hiicre

Miiller Hiicresi

Koroidal Damarlar

Sekil 1.2. Retina’nin nérovaskiiler yapisi (Antonetti ve ark., 2012).
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DR olusumunun temel mekanizmalari, diger komplikasyonlarda oldugu gibi ¢ok
karmagiktir. Hiicre kayiplari, bazal membran kalinlagmasi, hiperglisemiye bagl
AGE’lerin artisi, AR ve PKC gibi baz1 enzimlerin aktivitelerinde meydana gelen
degisiklikler, artan oksidatif strese bagli olarak nitrik oksit (NO) ve VEGF
seviyelerindeki degisiklikler gibi pek ¢ok faktér DR’nin gelisiminde 6nemli rol

oynamaktadir.

Glisemik kontroliin saglanmasi ve kan basicinin diizenlenmesi, belirli derecelerde
retinopatik bireylere yardimci olabilmektedir (DCCT, 1993; UKPDS, 1998;
Matthews ve ark., 2004). Bununla beraber; erken teshis ile belirlenen retinopatinin
lazerle tedavisi, retinopatik bireylerin % 90’nindan fazlasinda gorme kaybini
onleyebilmektedir (ETDRS, 1991).

1.3. Diyabetik Retinopati Olusumunda Rol Oynayan Temel Mekanizmalar

Hiperglisemi, tim diyabet tiplerinde ortak bir bulgudur ve dokularda istenmeyen
zararl etkilere yol agmaktadir. Hipergliseminin; retinal, noral, renal ve vaskiiler
diizensizliklere nasil neden oldugunu agiklayan molekiiller mekanizmalar
bulunmaktadir. Bunlar; ileri glikasyon son firlinlerinin olusumu, oksidatif stres,
heksozamin yolagi, PKC yolagi ve poliol yolagidir (Koya ve King., 1998; Brownlee,
2001; Obrosova ve ark., 2003; Wendt ve ark., 2006).

1.3.1. Tleri Glikasyon Son Uriinlerinin (AGE) Olusumu

Diyabette kan glukoz seviyelerinin uzun siireli yliksekligi intraselliiler ve
ekstraselliiler proteinlerde non-enzimatik glikasyonu artirmaktadir. Glukoz ve
fruktoz gibi sekerler, proteinlerin serbest amino gruplari ile reaksiyona girerek Schiff
bazlarinin olugsmasina neden olmaktadir. Olusan bu Schiff bazlar1 ise daha sonra
yeniden yapilanarak, daha stabil bir yapida olan Amadori iriinlerini meydana

getirmektedir (Jakus ve Rietbrock, 2004). Glukoz ve proteinler arasinda meydana
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gelen ve ileri glikasyon son iriinlerinin olusumuna neden olan bu reaksiyon 100 yil
once kesfedilmistir ve “Maillard Reaksiyonu” olarak bilinmektedir (Maillard, 1912).
Reaksiyon; glukoz konsantrasyonu, pH ve zaman gibi birgok faktérden
etkilenmektedir (Sekil 1.3). Reaksiyonun bir sonraki asamasinda ise; Amadori
tirtinleri, dehidrasyon, oksidasyon, fragmantasyon ve kondensasyon gibi kompleks

reaksiyonlar gegirerek AGE’lerin olusmasina neden olmaktadir.
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Sekil 1.3. Maillard Reaksiyonu (Jakus ve Rietbrock, 2004).

Protein glikasyonunun, fizyolojik olarak yaslanmig proteinlerin tanimlanip
ubikitinasyon ile par¢alanmasi i¢in evrimsel bir yolak oldugu diistiniilmektedir.
Fakat, protein glikasyonunun kompleks &zellikleri bu goriigiin fazla basit oldugunu
gostermektedir. Son yillarda yapilan calismalar ile protein glikasyonunun, insiilin
sekresyonunu (Coughlan ve ark., 2011) ve sinyal yolagimi da (Reddy ve ark., 2006;

Cassese ve ark., 2008) diizenledigi gosterilmistir.
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Uzun siireli hiperglisemi ve oksidatif stres AGE’nin olusumunu hizlandirmaktadir
(Fu ve ark., 1994; Vlassara, 1997; Vlassara, 2001). Diyabette, sadece uzun oémiirlii
proteinler degil, kisa Omiirlii proteinler de glikasyon ile daha hizli bir sekilde
degisime ugramakta ve hasara yol agmaktadir. Ayrica, Krebs dongiisii metabolitleri
ve glioksal gibi glikoliz metabolitleri, intraselliiler protein glikasyonunu glukozdan
daha etkin bir sekilde artirmaktadir (Thornalley ve ark., 1999).

AGE’nin ekstraselliiler olusumu; matriks-matriks, hiicre-hiicre ve matriks-hiicre
etkilesimini etkilemektedir. Yapilan ¢alismalarda, patolojik sartlar altinda matrikste
meydana gelen ¢apraz baglanmalar ile ECM’de kalinlasma meydana geldigi tespit
edilmistir (Corman ve ark., 1998; Kass ve ark., 2001; Chang ve ark., 2009). Tip IV
kollajen gibi baz1 bazal membran glikoproteinlerinde meydana gelen glikasyon ile
proteinlerin sekonder yapis1 ve katlanmasi degismektedir. Bunun bir sonucu olarak
da, hiicre adezyonununda degisimler meydana gelmektedir (Kalfa ve ark., 1995;
Mott ve ark., 1997; Shimizu ve ark., 2011).

Ileri glikasyon ile intraselliiler proteinlerin posttranslasyonel modifikasyonu, hiicre
icerisindeki proteinlerin fonksiyonlarin1 ve turnoverini dogrudan etkilemektedir.
Intraselliiler AGE artiginin major nedeni glukozdur. Glukoz; glikolitik iiriinlerin,
Krebs dongiisii metabolitlerinin ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artisina neden

olarak AGE’nin artisin1 saglamaktadir (Hamada ve ark., 1996).

AGE, patolojik etkilerinin bir kismin1 hiicresel reseptorler ile etkilesime girerek de
gosterebilmektedir. Birgok AGE reseptorii bulunmasina ragmen (Lu ve ark., 2004;
Sourris ve Forbes, 2009; Sourris ve ark., 2009; Yan ve ark., 2009), diyabette en fazla
incelenen ve galisilan reseptor, ileri glikasyon son triinleri reseptorii (RAGE)’diir.
RAGE; AGE, yiiksek-hareketli grup protein B1 (HMGB1) (Nogueira-Machado ve
ark., 2011), S100 kalsiyum baglama proteini (Heizmann ve ark., 2007) ve p-amiloid
gibi pek ¢ok ligand i¢in tanima bolgesi icermektedir. Reseptoriin fizyolojik roliiniin,
immiin ve inflamatuar yanit sinyal yolaklarinin amplifikasyonunu saglamak oldugu
diistintilmektedir (Schmidt ve ark., 1995; Bierhaus ve ark., 2001; Yan ve ark., 2010).
Yapilan calismalarda HMGB1’in RAGE ile ligasyonunun ekstraselliiler sinyal
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diizenleyici kinaz 1/2 (ERK) ve NF-kB aktivasyonunu saglayarak inflamatuar yanita
neden oldugu ve retinal vaskiiler bariyerin yapisini1 bozdugu gosterilmistir (Nishino
ve ark., 1995; Stitt ve ark., 1997; Mohamed ve ark., 1999; Yan ve ark., 2009).
Ayrica, AGE’nin RAGE ile ligasyonunun nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
(NADPH) oksidaz (Wendt ve ark., 2003) ve mitokondrial kaynakli ROS’larin (Fu ve
ark., 1994; Coughlan ve ark., 2009) iiretimine de neden oldugu gosterilmistir (Sekil
1.4).

rm— ‘ Vaskiiler permeabilite
- S Vaskiiler inflamasyon
i Pre-AGEs
gllest;:rlm [ Preces ’ ‘ Makro ve Mikrovaskiiler

m \‘V Hasar V’
m_J—>{_1 D> 1o e

komplikasyonlar

Y race

Y inflamatuar hiicre
adezyon molekiilii

Sekil 1.4. Ileri glikasyon son iiriinlerinin diyabetik komplikasyon olusumuna etkisi
(Manigrasso ve ark., 2013).

lleri glikasyon, ekstraselliiler matriks proteinlerinin birikimini artirarak fibrozisi
hizlandirabilmektedir (Cooper, 1998; Sourris ve ark., 2009). Yapilan galismalarda,
yiiksek glukoz diizeyinin (30 mM), retina ve bobrek mesangial hiicrelerinde kollajen
ve fibronektin gibi ECM proteinlerinin mRNA’sin1 artirdigr gésterilmistir (Cagliero
ve ark., 1988; Cagliero ve ark., 1991; Hua ve ark., 2001). Ayrica, diyabetik
hayvanlar ile yapilan ¢alismalarda, hayvanlarin retina bazal membranlarinda tip 1V
kollajen miktarinin arttigi tespit edilmistir (Nishikawa ve ark., 2000b). Bunun yani
sira, AGE; monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) gibi kemokinlerin (Yamagishi
ve ark., 2002; Inagaka ve ark., 2003; Isoda ve ark., 2008), TGF-B1’in (Tsuchida ve
ark., 1999; Li ve ark., 2004; Yamagishi ve ark., 2003) ve VEGF’nin (Lu ve ark.,
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1998; Shimizu ve ark., 2011) ekspresyonlarin1 da artirarak neovaskiilarizasyonu

hizlandirabilmektedir.

Diyabetik koOpekler ile yapilan ¢alismalarda spesifik non-enzimatik glikasyon
inhibitorii olan aminoguanidinin, retinal mikroanevrizmay1 ve perisit hiicre kaybini
onledigi gosterilmistir (Kern ve Engerman, 2001). Buna karsilik, diyabetik
hayvanlara AGE’nin eksojen verildigi c¢aligmalarda perisit hiicre kaybinin arttigi

gbzlenmistir (Xu ve ark., 2003).

1.3.2. Oksidatif Stres

ROS ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS), ekstraselliiler ve intraselliiler uyaranlara bir
cevap olarak iretilmektedir. Ekstraselliiler uyaranlar arasinda; TNF-a, insiilin gibi
baz1 hormonlar, plateletten tiireyen biiylime faktorii (PDGF) ve epitelyal biiylime
faktorii (EGF) gibi baz1 biiylime faktorleri yer almaktadir. Ekstraselliiler uyaranlar,
plazma membran reseptorleri araciligi ile reaktif tlirlerin (RS) {iretimine neden
olmaktadir. Intraselliiler uyaranlar arasinda ise; NADPH oksidaz, nitrik oksit sentaz
(NOS) ve ksantin oksidaz gibi enzimatik sistemler, mitokondrial elektron transport
zinciri ve sitokrom p450 gibi detoksifikasyon mekanizmalar1 yer almaktadir (Droge,
2002; Zangar ve ark., 2004; Bedrad ve Krause, 2007; Pacher ve ark., 2007; Zhang ve
Gutterman, 2007).

Hiicre adezyonu (Chiarugi ve ark., 2003), immiin yanit (Grisham, 2004), hiicre
biiylimesi ve hormon sinyal yolaklar1 (Droge, 2002) gibi hiicresel fonksiyonlarin
yerine getirilebilmesi igin, RS hiicre igerisinde belirli miktarlarda sentezlenmekte ve
olusan RS antioksidan sistemler araciligi ile elimine edilmektedir. Fakat; yaslanma
(Lee ve Wie, 2007), kanser (Storz, 2005), ateroskleroz (Madamanchi ve ark., 2005g;
Madamanchi ve ark., 2005b), noérodejeneratif hastaliklar (Knight, 1997), obezite ve
diyabet (Bashan ve ark., 2009) gibi hastaliklarda RS’nin asir1 iretimi
gerceklesmektedir. Bu gibi durumlarda RS, antioksidan savunma sistemlerinin

kapasitesini agmakta ve hiicre igerisinde ve disarisinda hasara neden olmaktadir. Bu



21

durum, “Oksidatif Stres” olarak bilinmektedir. RS’nin asir1 tiretimi; basta DNA
olmak tizere, lipitlere, proteinlere ve Kkarbohidratlara zarar vererek hiicresel

homeostasisi bozmaktadir (Cutler, 2005).

Yapilan ¢alismalarda diyabetik bireylerde ROS’un arttig1 ve oksidatif strese neden
oldugu gosterilmistir (Baynes, 1991). Diyabette olusan ROS’un ana kaynagi
mitokondridir. Fizyolojik sartlar altinda, mitokondrial elektron transport zincirine
giren oksijenin % 0,1 - 5’i siiperoksit radikallerine indirgenmekte ve ROS’u
olusturmaktadir. Fakat bu oranin diyabetle beraber artis gosterdigi ve bu artisin da
oksidatif stresin temel kaynagi oldugu ileri siiriilmektedir. Bu konu tizerine yapilan
caligmalarda, glukozun ROS’un asir1 iiretimini mitokondrial elektron transport zinciri
tizerinden sagladigi ileri siirtilmistiir. Fakat daha sonra yapilan ¢alismalarda, yiliksek
glukoz miktarmin mitokondride yer alan NADPH oksidaz, eslesmemis NO sentaz ve
ksantin oksidaz gibi enzimatik yolaklar1 da aktive ettigi gosterilmistir (Mullarkey ve
ark., 1990; Du ve ark., 1999; Du ve ark., 2000; Nishikawa ve ark., 2000a; Gupta ve
ark., 2002).

Hiperglisemi durumunda glukoz oksidasyonu, mitokondri membranlar1 arasindaki
voltaj gradientini artirmaktadir. Artan voltaj gradienti elektron transport zincirinde
yer alan kompleks III’iin blokasyonuna neden olarak, kompleks III’e elektron tagiyan
koenzim Q’nun elektronlarin1 molekiiler oksijene transfer etmesine yol agmakta ve
stiperoksit olusumunu artirmaktadir (Young ve ark., 2002) (Sekil 1.5). Bunun bir
sonucu olarak da, mitokondrial DNA’da siiperoksit kaynakli mutasyonlar
gerceklesmekte ve fonksiyonel bozukluklar meydana gelmektedir. Bununla beraber,
mitokondrial antioksidan savunmada goérev alan ve siiperoksit dismutazin (SOD) bir
formu olan manganez siiperoksit dismutazin (MnSOD) diyabette ve yiiksek glukoz
iceren retinal hiicre kiiltiirlinde baskilandigi gosterilmistir (Kanwar ve ark., 2007;
Kowluru ve ark., 2006a; Kowluru ve ark., 2006b).

Hipergliseminin neden oldugu diger bir énemli degisim ise gliseraldehit 3-fosfat

dehidrogenaz (GAPDH) enziminin aktivitesinde meydana gelen inhibisyondur. ROS,
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GAPDH’1n inhibisyonunu saglayarak diyabetik komplikasyonlara neden olan diger
mekanizmalar: aktive etmektedir (Brownlee, 2001; Brownlee, 2005; Kowluru, 2005).

A A+ ¥ A
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Sekil 1.5. Mitokondrial elektron transport zincirinde siiperoksitlerin {iretimi
(Brownlee, 2001).

Diyabette artan oksidatif stresin muhtemel diger kaynaklar1 arasinda; glukozun oto-
oksidasyonu, proteinlerde meydana gelen glikasyon, rediikte glutatyon (GSH) ve E
vitamini miktarlarinda azalma ve antioksidan savunma enzimlerinin aktivitelerinde
meydana gelen diisme yer almaktadir (Wohaieb ve Godin, 1987; Mullarkey ve ark.,
1990; Baynes ve Thorpe, 1999; Kowluru ve ark., 2001; Haskins ve ark., 2003). Artan
oksidatif stres; noropati (Feldman, 2003), nefropati (Ha ve Kim, 1999; Hinokio ve
ark., 2002) ve retinopatinin (Kowluru ve ark., 2003) patogenezinde 6nemli roller

oynamaktadir.

Retinanin yiiksek miktarda ¢oklu doymamis yag asitleri igermesi, yiiksek oksijen
miktarina ihtiya¢ duymasi ve glukoz oksidasyonunu diger dokulara oranla daha hizl
gerceklestirmesi retinayr oksidatif strese duyarli hale getirmektedir. Diyabetik
ratlarda ve retinal hiicre kiiltiiriinde yapilan galismalarda, siiperoksit diizeylerinin
arttigi tespit edilmis (Du Y ve ark., 2003; Kowluru ve Abbas, 2003; Cui ve ark.,
2006) ve oksidatif stresin diyabetik retinopati gelisiminde onemli rol oynadigi
gosterilmigtir  (Kowluru, 2003). Diyabetik bireylerin retinalarinda yapilan
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caligmalarda ise, lipid peroksidasyonunun ve oksidatif DNA hasarimin arttigi
gosterilmistir (Kowluru, 2001; Kowluru ve ark., 2001; Kowluru ve Koppolu, 2002b;
Kowluru ve Abbas, 2003). Buna karsilik, antioksidan savunma sisteminin elemanlari
olan SOD, glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz gibi
enzimlerin ve hiicre i¢i savunma sisteminin en 6nemli elemanlarindan bir tanesi olan
GSH’in seviyelerinde azalma tespit edilmistir (Meister, 1988; Kern ve ark., 1994;
Kowluru ve ark., 2001; Haskins ve ark., 2003). Ayrica; antioksidan sistemde gorev
alan vitamin C, vitamin E ve pB-karoten gibi non-enzimatik antioksidan seviyelerinde
de hipergliseminin neden oldugu oksidatif strese bagli olarak azalma tespit edilmistir
(Ford ve ark., 2003). Streptozosin uygulanmig diyabetik ratlarda antioksidan
uygulamasi, retinal VEGF konsantrasyonunu ve lipid peroksidasyonunu

onleyebilmektedir (Obrosova ve ark., 2001).

ROS; diyabetik retinopati gelisimine neden olan poliol yolagi (Engerman ve ark.,
1994), AGE yolagi (Beisswenger ve ark., 2003), PKC sinyal yolagi (Stauble ve ark.,
1994; Koya ve King, 1998) ve heksozamin yolagini (Du ve ark., 2000) dogrudan
etkilemekte ve aktivasyonlarina neden olmaktadir (Sekil 1.6). Diyabetik retinopatide
meydana gelen birincil degisim olan perisit hiicre kaybi, oksidatif stresin neden
oldugu bir durumdur. Oksidatif stres, kaspaz enzim sistemini ve NF-kB’yi aktive
ederek apoptozu tetiklemekte ve perisit hiicre kaybina neden olmaktadir (Sekil 1.6)
(Kowluru ve ark., 2001; Kowluru ve Koppolu, 2002a; Romeo ve ark., 2002;
Kowluru ve ark., 2003; Cowell ve Russell, 2004; Kowluru ve ark., 2004). Ayrica;
retinal mitokondride ROS kaynakli meydana gelen degisimler sonucu, sitokrom c ve
proapoptotik faktorler salinmakta ve kaspaz aktivitesine neden olmaktadir (Anuradha
ve ark., 2001; Phaneuf ve Leeuwenburgh, 2002).

Diyabetik retinopatide goriilen diger bir énemli degisim olan neovaskiilarizasyon,
VEGF’nin ekspresyonunda meydana gelen artis ile iligskilidir. VEGF’nin retinal
ekspresyonu ROS ile artmakta ve neovaskiilarizasyonu hizlandirmaktadir (Chua ve
ark., 1998; Lu ve ark., 1998). Ayrica; VEGF, diyabetik retinopati ile iligkili olan
poliol ve/veya PKC sinyal yolag: ile de yakindan iligkilidir (Aiello ve ark., 1997,
Frank ve ark., 1997).
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Sekil 1.6. Diyabetik Retinopatide ROS’un diger yolaklarla olan iliskisi (Kowluru ve
Chan, 2007).

Diyabetik komplikasyonlar, endotelyal fonksiyon bozukluklar1 ile yakindan
iligkilidir. Yapilan c¢aligmalarda, ROS’un diyabetik vaskiilopati patogenezinde
onemli roller oynadigi gosterilmistir (Schaffer ve ark., 2012). Diyabette artan ROS
ve AGE, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) enzim ekspresyonunu azaltmaktadir.
Ayrica; ROS, NO’in biyoyararlanimini da diislirerek retinal kan damarlarinin
vazodilatasyonunu onlemekte ve hasara neden olmaktadir (Durante ve ark., 1988;
Chua ve ark., 1998; Lum ve Roebuck, 2001; Sheetz ve King, 2002; Kaur ve ark.,
2008).

Mitokondri kaynakli siiperoksit radikalleri, NO ile reaksiyona girerek peroksinitrit
(ONOOQO) olusumuna neden olmaktadir. Bu durum o6zellikle endotel hiicrelerinde
NO’in biyoyararlanimini diisiirmekle beraber, hiicresel hasara da yol a¢gmaktadir.
ONOQO' giiglii bir oksidandir ve membran fosfolipitlerinde, proteinlerde ve DNA’da
hasara yol agmaktadir. Ayrica, hiicre i¢i GSH miktarlarinda da azalmaya neden
olarak oksidatif stresi artirmaktadir (Beckman ve Koppenol, 1996; Ceriello ve ark.,
2001; Ceriello ve ark., 2008).
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1.3.3. Heksozamin Yolagi

Hiperglisemi ve insiilin direnci, yag asidi oksidasyonunun artmasina neden
olmaktadir. Bu durum, hiicre igerisinde fruktoz 6-fosfat’in heksozamin yolagina
yonlenmesine neden olmakta ve diyabetik komplikasyonlarin gelisimine katki
saglamaktadir (Sayeski ve Kudlow, 1996; Chen ve ark., 1998; Kolm-Litty ve ark.,
1998; Du ve ark., 2000). Fruktoz 6-fosfat, heksozamin yolaginda bulunan fruktoz 6-
fosfat amidotransferaz (GFAT) enzimi araciligt ile glukozamin 6-fosfata
doniismektedir.  Olusan  glukozamin 6-fosfat ise, daha sonra UDP-N-
asetilglikozamine doniismektedir. Spesifik O-GIcNAc transferazlar (OGT) ise, UDP-
N-asetilglikozamini  kullanarak, sitoplazmik ve niikleer proteinlerin post

translasyonel modifikasyonlarina neden olmaktadir.

Diyabette heksozamin yolaginda meydana gelen artis, hiicre i¢i spesifik protein-1
(Sp1) aktivasyonuna neden olmaktadir. Sp-1 bir transkripsiyon faktoriidiir ve TGF-
Bl ve plazminojen aktivator inhibitér-1 (PAI-1) ekspresyonlarinda artisa neden
olmaktadir (Edwards ve ark., 2008). Bu nedenle; GFAT’in inhibisyonu,
hipergliseminin neden oldugu TGF-a, TGF-p1l ve PAI-1 artisinin inhibisyonuna
neden olmaktadir (Du ve ark., 2000).

Arteriel endotel hiicrelerde meydana gelen eNOS enzim inhibisyonu, heksozamin
yolagi ile yakindan iliskilidir. eNOS enziminde meydana gelen inhibisyon, enzimin
Akt aktif bolgesinden O-GIcN asetilasyonu ile gergeklesmektedir (Hart, 1997;
Yamagishi ve ark., 2001; Musicki ve ark., 2005).

ROS ile inhibe olan GAPDH, hiicre igerisinde UDP-N-asetilglikozamin artisina
neden olmakta ve intraselliiler proteinlerin post-translasyonel modifikasyonlarini
hizlandirmaktadir (Du ve ark., 2000; Du X ve ark., 2003).



26

1.3.4. Protein Kinaz C Sinyal Yolag

PKC farkli hedefleri fosforilleyen serin/treonin kinaz ailesinin bir iiyesidir ve en az
11 izoformu bulunmaktadir (Newton, 2003; Steinberg, 2008). PKC izoformlari; Ca®,
diagilgliserol (DAG), fosfotifilserin (PS) ve forbol 12-meristat 13-asetat (PMA) gibi
forbol esterler tarafindan aktive edilebilmektedir. PKC izoformlari, Ca*? veya DAG
baglama bolgeleri tasiyip tasimamalarina gore smiflandirilmaktadir. Klasik
(Conventional) PKC izoformlar1 (o, Bl, B2 ve y) hem Ca™ hem de DAG igin
baglama bolgeleri tasirken, orjinal (Novel) PKC izoformlar1 (3, €, n ve 0) sadece
DAG i¢in baglama boélgesi tasimaktadir. Buna karsilik atipik (Atypical) PKC
izoformlar1 (¢, 1 ve p) ise, ne Ca*? ne de DAG igin baglama bélgesi tagimaktadir.
Fakat bu PKC izoformlar1 fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)’in fosfolipit tiriinleri
tarafindan aktive edilebilmektedir (Newton, 2003; Steinberg, 2008; Corbalan-Garcia
ve Gomez-Fernandez, 2006). Ayrica; diyabette artis gosteren hidrojen peroksit
(H,O,) gibi oksidanlar ve VEGF gibi biiyiime faktorleri araciligi ile de PKC
izoformlar1 aktive edilebilmektedir (Konishi ve ark., 1997; Nishikawa ve ark., 2000a;
Rolo ve Palmeira, 2006) (Sekil 1.7).

Regiilator Domain Katalitik Domain
<€ > € >
V1 Cl V2 C2 V3 c3 V4 C4 V5

PKC HoN | COH

(o, B1, B2, ) PST TDAG 1::&,2 ATP Substrat
PKC HoN=—————— | I I f COH

(0, &, 1, 6) PST TDAG ATP Substrat
PKC HoN I I f COH

€ 1, PST ATP Substrat

Sekil 1.7. Altgruplarina gore PKC izoformlarinin yapist (Jacobs ve ark., 2003,
Bolim 28).
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Yapisal olarak biitiin PKC izoformlari; N-terminal regiilatér ve C-terminal katalitik
domain tasimaktadir. Klasik PKC izoformlari, regiilator domain C1 ve C2 olarak
adlandirilan iki korunmus bélge tasimaktadir. DAG, C1 bolgesi ile baglanma
gosterirken; Ca* C2 bolgesi ile baglanma gostermektedir. Orjinal PKC izoformlari
ise, C1 bolgesi ve C2-benzeri domain tasimaktadir. DAG, C1 bdlgesi ile baglanma
gosterirken; Ca+2, C2-benzeri domain ile baglanma gosterememektedir ve PKC’nin
bu izoformlarmi aktive edememektedir. Atipik PKC izoformlar1 ise, sadece C1-
benzeri domain tagimaktadir. Fakat, ne DAG ne de Ca™ bu bolgeye
baglanabilmektedir. PKC izoformlariin katalitik domainde yer alan korunmus C3 ve
C4 Dbolgeleri ise, biitiin izoformlarda ATP ve substrat baglanmasindan sorumlu

bolgelerdir (King ve Das-Evcimen, 2010).

PKC sinyal yolagi hiicre igerisinde ve disarisinda bir¢ok onemli biyolojik olayi
kontrol etmektedir. Permeabilite, kontraksiyon, ECM, hiicre biiyiimesi, anjiyogenez,
apoptoz, enzim aktivite degisimleri, sitokin aktivitesi ve 16kosit adezyonu gibi pek
cok farkli siireg PKC yolagi ile regiile edilmektedir (Sekil 1.8) (Nishizuka, 1992;
Oikawa ve ark., 1992; Nishizuka, 1995; Xia ve ark., 1996; Koya ve ark., 1997).

Hiperglisemi

Y
AGE de novo sentez Oksidanlar

DAG

PKCP + & izoformlari

—

NADPH oksidaz Reseptorler VEGF

Na‘K* ATPaz PI3K PDGF-B

PLA2 MAPK ET-1 Rb

COR2 transferaz GSK-3p CTGF Egr-1

eNOS IKKa TGF-B SPI
SOCS2 ICAMs

Sekil 1.8. Hiperglisemi ile PKC aktivasyonun farkli hiicresel yolaklara etkileri (King
ve Das-Evcimen, 2010).
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Diyabette; vaskiiler doku, retina, aort, kalp ve renal glomeriillerde DAG seviyeleri
yiikselmektedir (Craven ve ark., 1990; Inoguchi ve ark., 1992; Shiba ve ark., 1993;
Derubertis ve Craven, 1994; Ishii ve ark., 1996). Yapilan hiicre kiltiirii
calismalarinda, hiperglisemi durumunda retinal ve aortik endotel hiicrelerinde, diiz
kas hiicrelerinde (Inoguchi ve ark., 1992; Shiba ve ark., 1993; Xia ve ark., 1994),
renal mesangial hiicrelerde (Ayo ve ark., 1991; Studer ve ark., 1993) ve birgok
vaskiiler hiicrede DAG seviyelerinin arttig1 tespit edilmistir. Hiperglisemiye bagh
hiicre i¢ci DAG seviyelerindeki bu artisin baslica iki nedeni bulunmaktadir;
hiperglisemi fosfatidilinozitollerin hidrolizi ile veya de novo olarak DAG seviyelerini
artirmaktadir (Shiba ve ark., 1993; Xia ve ark., 1994). Hiperglisemi sonucu, hiicre igi
konsantrasyonu artan gliserol 3-fosfat, DAG’iin de novo sentezini artiran en énemli
metabolittir (Xia ve ark., 1994).

Diyabet, degisik dokularda genellikle birden fazla PKC izoformunu aktive
etmektedir. Diyabet, retinada PKCa, B1, 2 ve €’in aktivitesinin artmasina neden
olurken (Shiba ve ark., 1993); retinal endotel hiicrelerde PKCB1 ve PKCd’nin
aktivitesinin artmasina neden olmaktadir (Park ve ark., 2000). Diyabetin neden
oldugu endotelyal fonksiyon kaybi, perisit hiicre kaybi, mikroanevrizma ve
anjiyogenez gibi birgok anormal hiicresel siire¢ ve fonksiyon bozukluklar1 PKC

yolagi ile yakindan iligkilidir.

Hiperglisemi durumunda, endotel ve perisit hiicrelerinde aktivitesi artan PKC bir¢ok
patolojik slirece dahil olarak DR gelisimine katki saglamaktadir (Khan ve
Chakrabarti, 2007). Aktivitesi artan PKC; endotel hiicrelerinde NO, endotelin-1 (ET-
1) ve VEGF diizeylerini degistirirken, perisit hiicrelerinde ROS, PDGF, NF-kB ve
mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) sinyal yolaklarinda degisime neden
olarak DR patogenezinde rol oynamaktadir (Sekil 1.9) (Way ve ark., 2001).
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Hiperglisemi

|

'DAG

Endotel Hiicreleri l Perisitler

fPKC ekspresyon ve aktivasyonu

ROS Bagimsiz Yolak
} PKCP } PKCS
| / | PDGFR-B
TﬁVEGF ROS) ~——1p38 1\11APK |
ET-1 | PDGFRS
fNO i : \TNF-kB |
ikroanevrizma
l / \ l | ERK/AKt
IMakiiler 5dem } Perisit apoptozu {Hayatta kalma

Sekil 1.9. PKC’nin Retinopatideki rolii.

Son yillarda yapilan ¢alismalar ile PKCd nin perisit hiicre kaybiyla yakindan iligkili
oldugu gosterilmistir. Perisit hiicrelerinde hipergliseminin neden oldugu PKCH
aktivasyonu, ROS artisina ve NF-kB ve p38 MAPK gibi sinyal yolaklarinin
aktivasyonuna neden olmaktadir. Aktivitesi artan NF-kB ise, PDGF reseptor-f’nin
defosforilasyonuna neden olan Src homolog-2-domain igeren fosfataz-1 (SHP-1)
ekspresyonunda artisa neden olmaktadir. Boylelikle, SHP-1 ekspresyonunda
meydana gelen artis sonucu PDGF’nin sinyal yolaginda azalma meydana gelmekte

ve perisit hiicrelerinde apoptoz gelismektedir (Sekil 1.9) (Geraldes ve ark., 2009).

DR’de goriilen neovaskiilarizasyonun gelisiminde 6nemli rol oynayan VEGF, PKC
ile yakindan iligkilidir. VEGF, endotel hiicrelerinde VEGF reseptorlerine (VEGF-R1
ve VEGF-R2) baglanarak DAG seviyelerinin artmasina neden olmaktadir (Xia ve
ark., 1996). Artan DAG seviyeleri, spesifik PKC izoformlarinin aktivitelerinde artisa
neden olmaktadir. Aktivitesi artan PKC ise, endotel hiicrelerinde permeabilite
degisimine yol agarak neovaskiilarizasyonun yayilmasima neden olmaktadir. PKCp
inhibitorii ile yapilan calismalarda, VEGF aracili retinal permeabilite artisinin
Onlenebilecegi gosterilmistir. Bununla beraber, PKC de VEGF’nin ekspresyonunda
artisa neden olabilmektedir (Aiello ve ark., 1997).
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Diyabette yiikselen ROS, GAPDH inhibisyonuna neden olarak DAG’ilin prekiirsorii
olan trioz fosfat konsantrasyonunun artmasina neden olmakta ve diyabetik
komplikasyonlarin gelisimine katki saglamaktadir (Craven ve ark., 1990; Inoguchi ve
ark., 1992; Shiba ve ark., 1993; Scivittaro ve ark., 2000). Bununla beraber, aktivitesi
artan PKC; NADPH oksidaz gibi enzimlerin miktarinda artisa neden olmakta ve
hiicre i¢i oksidatif stresi artirmaktadir (Quagliaro ve ark., 2003). Yapilan c¢alismalar
ile PKC aktivitesinin, PKCB spesifik inhibitorii (LY53331) ile inhibisyonunun,
diyabetin neden oldugu oksidatif stresi onledigi gosterilmistir (Kowluru, 2001; Wu
ve ark., 2006). Dr. King ve ¢alisma grubunun yaptig1 bir bagka ¢alismada ise, PKCp
izoformunun eksik oldugu farelerde, diyabetin neden oldugu oksidatif strese karsi

koruma sagladigi bulunmustur (Ohshiro ve ark., 2006).

Endotel hiicrelerinde hiperglisemiye bagli olarak meydana gelen PKC aktivasyonu,
eNOS inhibisyonuna neden olarak endotel bagimli vazodilatasyonu onlemektedir
(Kuboki ve ark., 2000; Hink ve ark., 2001; Cardillo ve ark., 2002). Buna karsilik
PKC ET-1 ekspresyonunda artisa neden olmakta ve vazokonstriksiyonu artirmaktadir
(Park ve ark., 2000). PKC’nin aktivitesine bagli olarak meydana gelen bu durum,
endotelde permeabilite degisimine neden olmakta ve DR gelisimine Kkatki
saglamaktadir. Diyabetik ratlarda PKC’nin spesifik inhibitorii olan LY333531 ile
yapilan c¢aligmalarda, LY333531°in ET-1 ekspresyonundaki artisi Onleyebildigi
gosterilmistir (Ishii ve ark., 1996; Yokota ve ark., 2003).

1.3.5. Poliol Yolag:

Aldoz rediiktaz enzimi (AR, E.C 1.1.1.21, ALR2) biyosentez ve detoksifikasyon gibi
farkli hiicresel siireglerde gorev alan aldo-keto rediiktaz (AKR) siiper ailesinin bir
iiyesidir (Jez ve ark., 1997; Barski ve ark., 2008). Insiilin bagimsiz dokular olan;
sinir, retina, lens, glomeriiller ve vaskiiler hiicreler basta olmak {izere bir¢ok hiicre
grubu tarafindan eksprese edilmektedir. Poliol yolagmin ilk enzimi olan AR,
NADPH ko-faktorii araciligi ile glukozun sorbitole doniisiimiinii saglamaktadir.

Poliol yolaginda yer alan ikinci enzim olan sorbitol dehidrogenaz (SDH, E.C
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1.1.1.14) enzimi ise, NAD" ko-faktérii ile sorbitolii fruktoza doniistiirmektedir (Sekil
1.10).

| O _OH _OH
H——OH H——OH Sorbitol —0
HO——H Aldoz reditktaz ~ HO——H dehidrogenaz . HO——H
H—OH ~ ~ \ H—4OH , \  H-|oOH
H——OH NM‘SPH N.::)p‘ H——OH NAD, NA'VDH H——OH
“OH “OH “OH
Glukoz Sorbitol Fruktoz

Sekil 1.10. Poliol yolagi (Ramana ve Srivastava, 2010).

Insan AR enzimi 316 aminoasitten (MW: 36 kDa) olusan, monomerik bir proteindir.
Kromozomun 7q35 bdlgesinde yer almakta ve AKRIBI1 geni tarafindan
kodlanmaktadir. AR enzimi, diger AKR siiper ailesinin tiyeleri gibi p/a fi¢1 yapisinda
bir motifle katlanmaktadir (Sekil 1.11). Enzimin aktif merkezi C-terminal bolgesinde
bulunmakta ve NADPH’in nikotinamid halkas1 merkezin ortasinda yer almaktadir.
Yiiksek hidrofobik 6zellik gosteren bu bolge; aromatik aminoasitler (Trp20, Tyr48,
Trp79, Trpll, Phel2l, Phel22 ve Trp219), apolar aminoasitler (Val47, Pro218,
Leu300 ve Leu301) ve polar aminoasitler (GIn49, Cys298 ve His100) tarafindan
olusturulmustur. Bu aminoasitler arasinda yer alan Tyr48, His110 ve Cys298; enzim
reaksiyonunda muhtemel proton dondrleridir (Kondeau ve ark., 1992; Wilson ve
ark., 1992). Yapilan ¢aligmalar ile Cys298’in enzimin aktif merkezinde yer aldigi ve
katalitik aktiviteyi kontrol ettigi bulunmustur (Petrash ve ark., 1992).
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Sekil 1.11. AR enziminin yapisi (Zhang ve ark., 2013).

AR enzimi, substrat olarak glukozdan baska lipid peroksidasyonu esnasinda olusan
lipid aldehitleri ve bunlarin GSH konjugatlarini, fosfolipidleri, aterojenik aldehitleri
ve steroidleri de kullanmaktadir (Wermuth ve Monder, 1983; Matsuura ve ark.,
1996; Kawamura ve ark., 2002; Srivastava ve ark., 2005).

Yapilan kinetik ve yapisal ¢aligmalar; AR’in poliol yolagindaki gdrevinin major
fizyolojik rolii olmadigi yoniinde veriler ortaya koymaktadir (Wilson ve ark., 1992;
Srivastava ve ark., 1999; Ramana ve ark., 2000). Bu goriisiin ortaya ¢ikmasinda
onemli olan verilerden bir tanesi; AR’n glukoza olan diisiik afinitesidir. AR enzimi,
glukoza diisiik afinite (Km: 50-100 mM) gosterirken; lipid peroksidasyonundan
tireyen aromatik ve alifatik aldehitlere daha yiiksek afinite (Km: 30-800 pM)
gostermektedir (Srivastava ve ark., 1999; Ramana ve ark., 2000). Lipid
peroksidasyonu {iriinii olan ve yiiksek toksik etki gosteren 4-hidroksi trans-2-nonenal
(HNE) (Km: 10-30 uM), AR i¢in miikemmel bir substratdir (Srivastava ve ark.,
1998). Bununla beraber; AR enzimi, GSH ile konjuge olan aldehitleri daha etkin (10-
100 kat) bir sekilde metabolize etmektedir. Bu durum AR enziminin aktif bolgesinde
GSH igin baglama bdlgesi bulunmasindan kaynaklanmaktadir (Dixit ve ark., 2000;
Ramana ve ark., 2000). Enzimin aktif merkezinde yer alan amino asitlerin hidrofobik
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karakterde olmasi substrat afinitesini dogrudan etkilemektedir. Hidrofobik karakterde
olan bu amino asitler sonucu enzim, substrat olarak hidrofobik aldehitleri hidrofilik
aldozlara tercih etmektedir (Wilson ve ark., 1992; Srivastava ve ark., 1999;
Srivastava ve ark., 2005). Bu ve buna benzer veriler AR’mn in vivo substratlarinin
glukozdan daha ¢ok reaktif aldehitler ve bunlarin konjugatlari oldugunu

distindiirmektedir.

Diger bir 6nemli veri ise; AR’ gen promotor bolgesinde NF-kB ve aktivator
protein-1 (AP-1) gibi transkripsiyon faktorleri i¢in baglanma bolgesi igermesidir. Bu
transkripsiyon faktorleri redoks-diizenleyici transkripsiyon faktorleri olarak da
bilinmektedir ve AR’in ekspresyonunu oksidatif stres durumunda artirmaktadir
(lwata ve ark., 1999; Srivastava ve ark., 2005).

Bu ve buna benzer diger veriler, AR’1n antioksidan savunma sisteminin énemli bir
eleman1 oldugunu ve ekstra hepatik dokularda detoksifikasyon gorevini istlendigi

goriisiinii desteklemektedir.

AR enziminin sahip oldugu bu c¢oklu fonksiyon 6zelligi, AR i¢in inhibitér dizayn
ederken  O6nem  kazanmaktadir. Dizayn edilecek inhibitorler, AR’in
detoksifikasyondaki fonksiyonunu inhibe etmezken; poliol yolagindaki fonksiyonunu
inhibe etmelidir (Srivastava ve ark., 2005).

AR, diyabetik komplikasyonlar basta olmak {izere inflamasyonda (Yang ve ark.,
1998; Miller ve ark., 2005), renal hastaliklarda (Hasuike ve ark., 2002), degisik
kanser tiirlerinde (Lee ve ark., 2001; Saraswat ve ark., 2006) ve ovaryum

anormalliklerinde de (Meyer ve ark., 1992) 6nemli roller oynamaktadir.

Hiperglisemi durumunda, glukozun % 30’u poliol yolagi ile metabolize olurken,
normoglisemik durumlarda bu oran % 3’tiir (Gonzalez ve ark., 1984; Yabe-

Nishimura, 1998). Diyabette yiiksek glukoz konsantrasyonun neden oldugu poliol
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yolagindaki artig, hiicresel zararlara neden olmaktadir. AR’in neden oldugu bu

hiicresel zararlarin nedenleri ¢ok ¢esitlidir (Sekil 1.12). Bunlar;

1 Osmotik Stres
1 Oksidatif Stres

AR SDH
1 Glukoz e SOTDIT0] sy FTUKT0 Z sy F1UK10Z 3-FosfatT
1l NADPH NADP- NAD* )fAth
3-deoksiglukozt
1T Oksidatif Stres T NADH/NAD*
TAGE
1 Yalanci Hipoksi
Metilenglioksal T
T DHAP sy Gliserol 3-fosfat
l J GADPH sy Gliseraldehit 3-fosfat §
tDAG
tPKC

Sekil 1.12. AR’1n neden oldugu hiicresel zararlar ve diger yolaklarla olan iliskisi.

1-

Osmotik Stres: Diyabette AR aktivitesine bagli olarak hiicre i¢i miktari artan
sorbitol, osmotik strese ve elektrolit dengesizligine neden olmaktadir. Bu
artis, SDH enziminin AR’a gore daha diisiikk bir hizda sorbitolii fruktoza
doniistiirmesinden ve sorbitoliin hiicreyi terk etmesini dnleyen polaritesinden
kaynaklanmaktadir. Poliol yolaginin aktivitesine bagli olarak artan sorbitol
miktari, hiicrelerin sismesine neden olmakta ve membrana zarar vermektedir
(Demopoulos ve ark., 2005; Srivastava ve ark., 2005). Ozellikle endotel
hiicrelerinde meydana gelen sorbitol artig, osmotik ve oksidatif strese neden
olmaktadir (Yabe-Nishimura, 1998; Sheetz ve King, 2002; Frank, 2004).

Oksidatif Stres: AR enziminin oksidatif strese olan etkisi, NADPH iizerinden
aciklanmaktadir. AR enziminin ko-faktorii olan NADPH ayni1 zamanda GR
ve sitokrom p450 gibi birgcok hiicre i¢i savunma enziminin de bir ko-

faktoriidiir. AR aktivitesinin artisina bagli olarak diisen NADPH miktart,
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hiicre icerisinde oksidatif strese neden olmaktadir (Yabe-Nishimura, 1998;
Chung ve ark., 2003; Miwa ve ark., 2003). Bununla beraber, sorbitol birikimi
ve relatif osmotik stres de oksidatif stresin artmasina neden olmaktadir

(Sheetz ve King, 2002; Chung ve ark., 2003; Vincent ve ark., 2004).

Yalanct Hipoksi: Poliol yolagmin ikinci enzimi olan SDH’in aktivitesinin
artisina bagl olarak gelismektedir. Yiiksek glukoz konsantrasyonunda, SDH
enzimi NADH iireterek hiicre i¢ci NADH/NAD" oranini degistirmekte ve
yalanct hipoksiye neden olmaktadir (Demopoulos ve ark., 2005; Srivastava
ve ark., 2005). Meydana gelen yalanci hipoksi hiicre i¢i gesitli sinyal
yolaklarini etkileyerek degisikliklere yol agmakta ve komplikasyonlarin

gelisimine katki saglamaktadir.

Glikasyon Stresi: Poliol yolagr ile iiretilen fruktoz, 3-fosfokinaz araciligi ile
fruktoz 3-fosfata doniistiiriilmekte ve bu da 3-deoksiglukoz olusmasina neden
olmaktadir. 3-deoksiglukoz ise AGE olusumunda merkezi bir prekiirsordiir ve
hiicresel hasara neden olmaktadir (Yan ve ark., 2003). Ayrica, hiicre igi
NADH/NAD® oraninin degismesine bagl olarak; GAPDH enziminde
inhibisyon gerceklesmektedir. Bu durum hiicre ici gliseraldehit 3-fosfat’in
(G3P) artmasina neden olmaktadir. Hiicre i¢i miktar1 artan G3P ise, zaman
icerisinde metilenglioksala doniismekte ve AGE miktarinin artmasina neden
olmaktadir (Trueblood ve Ramasamy, 1998; Beisswenger ve ark., 2003;
Brownlee, 2005). Bunun yaninda, poliol yolagi sonucu iiretilen fruktoz
glukozdan daha reaktif bir sekerdir ve AGE olusumunu glukozdan daha etkin
bir sekilde gergeklestirmektedir (Vinson ve Howard, 1996; Khalifah ve ark.,
1999).

PKC Stresi: SDH enzimine bagli olarak artan NADH/NAD" oram dihidroksi
aseton fosfatin (DHAP) gliserol 3-fosfata doniisiimiinii stimiile etmektedir.
Gliserol 3-fosfat ise, DAG olusumu igin bir prekiirsordiir ve PKC
aktivasyonuna neden olmaktadir (Ishii ve ark., 1996).
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AR ve poliol yolag: 6zellikle diyabette meydana gelen katarakt gelisiminde onemli
bir yer tutmaktadir. AR aktivitesine bagl olarak hiicre i¢i miktart artan sorbitoliin
katarakt gelisimine neden oldugu diisiiniilmektedir (Lee ve Chung, 1999). Bu amagla
yapilan ¢alismalarda, streptozosin uygulanmis diyabetik ratlarda AR inhibitorlerinin
katarkt gelisimini Onledigi gosterilmistir (Sun ve ark., 2006; Drel ve ark., 2008).
Fakat, yapilan diger ¢calismalarda AR’1n bir diger substrati olan lipid aldehitlerin lens
epitel hiicrelerinde apoptoza neden olarak katarak gelisimine neden oldugu
bulunmustur (Ansari ve ark., 1996; Awasthi ve ark., 1996; Harocopos ve ark., 1998;
Lee ve ark., 2002). Bununla iligkili olan inhibitér ¢alismalarinda ise, AR inhibitorii
kullanim1 sonucu lens epitel hiicrelerinde HNE metabolizmasinin degistigi
gosterilmistir (Choudhary ve ark., 2003). AR’in asir1 ekspresyonunun saglandigi
caligmalarda ise, sitotoksik aldehitlerin azaldigi, stresle aktive olan kinazlarin (c-jun
N-terminal kinaz (JNK) ve p38 MAPK) inhibe oldugu ve Kkaspaz-3’in
stimulasyonunun azaldig: tespit edilmistir (Pladzyk ve ark., 2006). Yapilan bir bagka
calismada ise insan dokularindaki sorbitol birikiminin osmotik strese ve diyabetik
komplikasyonlara neden olabilecek kadar yiiksek olmadigi bulunmustur (Srivastava
ve ark., 2005).

Son zamanlarda epitel hiicre kiiltiirlinde ve diyabetik hayvanlarin retinalarinda
yapilan c¢aligmalarda; poli (ADP-riboz) polimeraz’m (PARP) DR patogenezinde
onemli bir rolii oldugu gdsterilmistir. DNA hasarina bagl olarak aktive olan PARP,
vaskiiler endotelyal hiicrelerde NAD" ve ATP miktarinda azalmaya neden olarak
hasara yol agmaktadir (Decker ve Muller, 2002; Obrosova ve ark., 2005; Kaur ve
ark., 2006). Ayn1 zamanda PARP aktivasyonu NF-kB’nin de aktivasyonuna neden
olarak apoptozu tetiklemektedir (Zheng ve ark., 2004). Diyabette meydana gelen AR
aktivitesindeki artiy PARP aktivasyonuna neden olarak retinopatide goriilen hiicresel
hasarlara neden olmaktadir. Ayrica, PARP aktivasyonu sadece retinopati igin degil,

diger komplikasyonlarin gelisimi i¢inde 6nemli bir yolaktir (Obrosova ve ark., 2005).

DR’de meydana gelen neovaskiilarizasyonun AR ile olan iligkisi oksidatif stres
tizerinden agiklanmaya galisilmaktadir. AR aktivitesine bagli olarak gelisen oksidatif

stres, VEGF’nin ekspresyonunda artisa neden olmakta ve DR gelisimine katki
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saglamaktadir. Retinada AR inhibitorleri ile yapilan c¢alismalarda; vaskiiler
permeabilitenin ve oksidatif stresin onlenebildigi gosterilmistir (Obrosova ve ark.,
2003). Ayrica, AR aktivasyonundaki artisa bagli olarak meydana gelen PKC ve NF-
kB diizeylerindeki degisimler, vaskiiler inflamasyonu ve adezyonu artirmaktadir
(Ramana ve ark., 2004a). Hipergliseminin, sitokinlerin, biiylime faktorlerinin ve
endotoksinlerin neden oldugu NF-kB bagimli inflamatuar yolaklar, AR inhibisyonu
ile dnlenebilmektedir (Ramana ve ark., 2002; Ramana ve ark., 2003; Ramana ve ark.,
2006a; Ramana ve ark., 2006b).

Diyabetin neden oldugu AR ve poliol yolagi aktivasyonu, basta oksidatif stres olmak
tizere diyabetik komplikasyonlarin gelisimine neden olan diger biitiin yolaklari
dogrudan veya dolayli olarak etkilemektedir. Poliol yolagi ve diger yolaklar
arasindaki bu iligki, baz1 arastiricilarin poliol yolagini diyabetik komplikasyonlardaki
“merkezi yolak” olarak gérmesine neden olmaktadir (Obrosova ve ark., 2003). Bu
goriise gore; diyabette aktivasyonu artan poliol yolagi diger yolaklar etkileyerek
diyabetik komplikasyonlarin gelisimine neden olmaktadir. Bir diger goriise gore ise;
diyabetik komplikasyonlardaki merkezi mekanizma; mitokondrial siiperoksit tiretimi
ve oksidatif strestir (Du ve ark., 2000; Nishikawa ve ark., 2000a; Brownlee, 2001,
Brownlee, 2005). Bu goriise gore ise; diyabete bagh olarak gelisen oksidatif stres
diger yolaklar1 etkilemekte ve diyabetik komplikasyonlarin gelisimine neden
olmaktadir. Son yillarda yapilan caligmalar ile beraber AR’ fizyolojik
fonksiyonunun anlagilmas1 poliol merkezli diyabetik komplikasyonlarin gelisiminin
oksidatif stresle yakindan iliskili oldugunu gostermistir. Diyabette oksidatif strese
bagl olarak artan lipid peroksidasyonu (Schaffer ve ark., 2012) AR’1 dogrudan
etkilemekte ve ekspresyonunda artisa neden olmaktadir (Srivastava ve ark., 2005).
Bu ve buna benzer veriler AR ve oksidatif stresi birbirine baglamaktir. Fakat,

giiniimiizde bu konu hala bir tartisma konusudur.
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1.4. Diyabetik Retinopati ile iliskili Diger Sinyal Yolaklan

1.4.1. Mitojenle Aktive Olan Protein Kinaz (MAPK) Sinyal Yolag

MAPK ailesi; hiicre farklilagsmasi, proliferasyon ve apoptoz gibi farkli hiicresel
stireclerin diizenlenmesinde gorev alan genis bir serin/treonin protein kinaz ailesidir
(Kang ve ark., 2001). MAPK ailesi; stresle aktive olan JNK ve p38 MAPK ve
biiyiime faktorlerleri ile aktive olan ERK’lerden olusmaktadir (Tomlinson, 1999;

Pearson ve ark., 2001).

Son yillarda yapilan caligmalar ile MAPK sinyal yolagmin diyabetik
komplikasyonlar ile yakindan iligkili oldugu gosterilmistir. Yapilan calismalara gore;
MAPK ailesi PKC ile yakindan iligkilidir (Sekil 1.13). Yiiksek glukoza maruz
birakilan endotel hiicrelerinde PKC inhibisyonunun MAPK aktivasyonunu onledigi
bulunmustur (Awazu ve ark., 1999; Tomlinson, 1999; Xin ve ark., 2004). Bununla
beraber, MAPK sinyal yolagi PKC’den bagimsiz olarak da aktive olabilmektedir.
Diyabette 6zellikle oksidatif stresin, ERKS aracili MAPK aktivasyonuna neden
olabilecegi gosterilmistir (Lui ve ark., 2000).

Diyabette MAPK aktivitesine bagli olarak gelisen diger bir 6nemli hasar ise; ECM
kalinlagmasidir. Endotel hiicelerinde yapilan calismalarda; ECM proteinlerinde
meydana gelen artisin, MAPK sinyal yolaginda meydana gelen aktivasyon ile iliskili
oldugu bulunmustur (Xin ve ark., 2004).

Stresle aktive olan p38 MAPK ve JNK sinyal yolaklarimin diyabette aktivitesi
artmaktadir. Diyabette artan metilenglioksal gibi reaktif triinler p38 MAPK
aktivitesine neden olmakta ve apoptozu indiiklemektedir (Liu ve ark., 2003).
Ozellikle deneysel diyabetik modellerde; p38 MAPK yolaginin inhibisyonunun
retinopatide ve sensor sinir fonksiyonlarinda diizelmeye neden oldugu bulunmustur
(Du ve ark., 2011). Retinopati modelinde JNK sinyal yolunun inhibisyonu ise;

neovaskiilarizasyonda azalmaya neden olmaktadir (Guma ve ark., 2009).
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Diyabette MAPK yolaginda meydana gelen aktivasyon, onemli transkripsiyon
faktorleri olan NF-kB ve AP-1’in ekspresyonunda artisa neden olmakta (Xin ve ark.,

2004) ve diyabetik komplikasyonlarin gelisimine katki saglamaktadir.

Sitokinler Stres  Bilyiime Faktorleri Hiperglisemi
T MAP3K el |
fMEK 12 TMKK4/7 fTMKK 3/6 NF-kBT

l

fERK 1/2 IINK‘L’QB fr3sMAPK

Gen Regiilasyonu Retinopati

Sekil 1.13. MAPK sinyal solaginin retinopati olusumuna etkisi.

1.4.2. Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB) Sinyal Yolag

NF-kB, p50 ve p65 alt tnitelerinden meydana gelen, dimerik bir transkripsiyon
faktortidiir. NF-kB hiicre igerisinde kappa B inhibitorii o (IkBa) ile bagli durumdadir.
IkBa’nin IkB kinaz (IKK) ile fosforilasyonu IkBa’nin NF-kB’den ayrilmasina neden
olmakta ve NF-kB dimerinin niikleusa transferini saglamaktadir (Baeuerle, 1998).
Niikleusa transfer olan NF-kB ise, hedef genlerin promotor bolgelerine baglanarak

onlarin transkripsiyonunu gerc¢eklestirmektedir.
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NF-kB’nin diyabetik komplikasyonlarin gelisiminde o6nemli bir rolii oldugu
diistiniilmektedir. Hiperglisemi (Pieper ve Riaz-ul-hag, 1997), ROS (Nishikawa ve
ark., 2000a), iINOS aktivasyonu (Negi ve ark., 2011b), PKC (Geraldes ve ark., 2009)
ve AGE (Yan ve ark., 2009) NF-kB’nin niikleusa transferine ve farkli hedef genlerin
transkripsiyonuna neden olmaktadir (Yan ve ark., 1994; Stitt ve ark., 1997; Glomb
ve Monnier, 1995).

Diyabetin neden oldugu NF-kB aktivasyonu, retina ve kapillerde proapoptotik olarak
ele alinmaktadir (Podesta ve ark., 2000; Kowluru ve ark., 2003). Yiiksek glukozun
neden oldugu endotel ve perisit hiicre kayiplarinin merkezi yolaginin NF-kB
aktivasyonu oldugu yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir (Du ve ark., 1999; Romeo ve
ark., 2002). Bu ¢aligmalara gore; NF-kB aktivasyonu hiicrelerin 6liimiine ve ilerleyen
asamalarda histopatolojik degisikliklerin baslamasina neden olmaktadir. Zaman
icerisinde meydana gelen histopatolojik degisikliklerin artmasi ise; DR gelisimine
neden olmaktadir. Bu veriler, DR’nin baslangi¢ evrelerinde NF-kB aktivasyonunun
gerceklestigi ve DR patogenezine katki sagladigi goriisiinii ortaya ¢ikarmistir
(Kowluru ve ark., 2003). Bununla iliskili yapilan bir baska ¢alismada ise; AGE ve
ROS’un neden oldugu NF-kB aktivasyonunun vaskiiler hiicre adezyon molekiilii
(VCAM) ve intraselliiler adezyon molekiilii-1 (ICAM)’in ekspresyonlarinda artisa
neden olarak retinal bariyerin hasar gormesine neden oldugu bulunmustur (Schmidt
ve ark., 1995; Choudhuri ve ark., 2013). Ayrica; NF-kB aktivasyonu TNF gibi
proinflamatuvar faktorlerin ekspresyonunu artirarak da serbest radikallerin tiretimini

saglayabilmektedir (Griscavage ve ark., 1996).

DR, kronik inflamatuar hastaliklar ile benzerlikler gostermektedir (Joussen ve ark.,
2001). Bu benzerlikler, diyabette inflamasyonun 6nemli bir rolii olabilecegi goriisiinii
ortaya cikarmistir. Diyabette artan ROS, farkli yolaklarla inflamasyonu artirip
endotelyal hiicre hasarina, mikrovaskiiler permeabilite artigina ve sitokinlerin
salmimina neden olmaktadir (Quan ve ark., 2003). ROS ile meydana gelen bu artisa
NF-kB aktivasyonu aracilik etmektedir (Schreck ve ark., 1992; Yuuki ve ark., 2001).
Interldkin (IL)-1p, 1L-6 ve IL-8 DR’de artis gdsteren sitokinlerdir (Carmo ve ark.,
1999; Yuuki ve ark., 2001; Kowluru ve Odenbach, 2004a). IL-1 artist ROS ve NF-
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kB artisina neden olmakta ve devam eden bir pozitif feedback olusturmaktadir
(Vassilakopoulos ve ark., 2003; Chang ve LoCicero, 2004). Retinal kapiller
hiicrelerde meydana gelen apoptoz IL-1B ile artmaktadir. Bu artisa, NF-kB ve
kaspaz-3’tin aracilik ettigi disiiniilmektedir (Kowluru ve ark., 2004; Kowluru ve
Odenbach, 2004a; Kowluru ve Odenbach, 2004b).

Diyabetin neden oldugu NF-kB aktivasyonu; metformin (Isoda ve ark., 2006), aspirin
(Zheng ve ark., 2007), vitamin B tiirevleri (Hammes ve ark., 2003) ve tiozolidindion
(Marx ve ark., 2004) ile 6nlenebilmektedir. Fakat NF-kB inhibisyonu insanlarda tam
anlamiyla uygulanabilir bulunmamaktadir. Bu durum NF-kB’nin apoptoz ve patojen
savunma sistemindeki roliiniin tam olarak anlasilamamasindan kaynaklanmaktadir
(Ju ve ark., 2009; Kretzler ve ark., 2010).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Cihazlar

Laminar Flow (Holten), Etiiv (Thermo Scientific), Spektrofotometre (Molecular
Devices), Western Blot Sistemi (Bio-Rad), Shaker (Biosan), Jel Goriintiilleme Cihazi
(Gel Logic 2200 Pro), Mikroplak Yikayici (Biokit), Hassas Terazi (Shimadzu),
Vorteks (Heidolph), Derin Dondurucu (- 80 °C) (Sanyo), Santrifiij (Sigma), pH
Metre (Inolab), Manyetik Karistirict (Torrey Pines Scientific), Sicak Su Banyosu

(Termal Laboratuvar Aletlert).

2.2. Kullanilan Maddeler, Antikorlar ve Kitler

Fetal sigir serumu (FBS) (Invitrogen), Streptomisin (Sigma), L-Glutamik asit
(Sigma), Dulbecco’s modified eagle’s besiyeri (DMEM) (PAA), Ham’s F-12
besiyeri (Sigma), Glukoz (Sigma), H,O, (Sigma), Sorbinil (Sigma), PMA (Sigma),
3-(4, 5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromid (MTT) (Sigma), HCI
(Sigma), Tripsin (Sigma), EDTA (Applichem), Aprotinin (Sigma), Leupeptin
(Sigma), Pepstatin (Sigma), Fenilmetansiilfonil floriir (PMSF) (Sigma), Tris (Sigma),
NaCl (Sigma), Brij 96 (Sigma), NP-40 (Sigma), Sigir serum albiimini (BSA)
(Sigma), Akrilamid (Sigma), Bis-akrilamid (Sigma), Sodyum dodesil siilfat (SDS)
(Fisher Scientific), Amonyum persiilfat (APS) (Sigma), Tetrametilendiamin
(TEMED) (Applichem), Bromfenol mavisi (Merck), Gliserol (Sigma), pB-
merkaptoetanol (Sigma), NaOH (Sigma), 1-Butanol (Sigma), Metanol (Sigma),
Glisin (Sigma), Tween-20 (Sigma), KCI (Sigma), KH,PO, (Sigma), Na,HPO,
(Merck), Siit tozu (Sigma), Poliviniliden floroid (PVDF) membran (Santa Cruz),
Filtre kagidi (Sigma), Kemiliiminesans substrat ajan1 (Thermo Scientific), AR primer
antikoru (Santa Cruz), PKC primer antikoru (Sigma), AR sekonder antikoru (Santa
Cruz), PKC sekonder antikoru (Santa Cruz), NF-kB ELISA kit (Cell Signaling), 1kB-
a ELISA kit (Cell Signaling), Total c-Jun ELISA kit (Cell Signaling), Fosfo c-Jun
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ELISA kit (Cell Signaling), SAPK/JNK ELISA kit (Cell Signaling), Sitokrom c
ELISA kit (Invitrogen), Bikinkoninik asit (BCA) Protein Ol¢iim Kiti (Thermo
Scientific), H,SO,4 (Sigma), NADPH (Sigma), Triklorik asit (TCA) (Sigma), Fosforik
asit (Sigma), Tiyobarbitiirik asit (TBA) (Sigma), 3, 3°, 5, 5-Tetrametilbenzidin
(TMB) (Cell Signaling), Dimetil siilfoksit (DMSO) (Sigma), GSH (Sigma), GR
(Sigma), Na-azid (Sigma).

2.3. Kullanilan Hiicre Serisi

Calismalarimizda “insan retinal pigment hiicre dizisi” olan ARPE-19 (ATCC) hiicre

serisi kullanild.

2.4. Deney Plam

Tez kapsaminda, farkli dozlarda glukozun (5,5 mM, 25 mM, 50 mM ve 100 mM),
H,0O,’in, AR inhibitorii sorbinilin ve PKC aktivatérii PMA’nin retina hiicrelerinde
proliferasyona, apoptoza, hiicre i¢i sinyal yolaklarina, AR ve PKC’ye olan etkisi
calisildi. Hiicre proliferasyonunun degerlendirilmesi MTT testi ile, protein miktari
BCA kit prosediirii ile, AR ve PKC protein diizeyleri Western Blot yontemi ile,
oksidatif stres diizeyi malondialdehit (MDA) miktar1 ve GSH-Px enzim aktivite
tayini ile, NF-kB, IkB-a, Total c-Jun, Fosfo c-Jun, SAPK/JNK ve sitokrom c protein
diizeyleri ise kit prosediirlerine uygun olarak ELISA yontemi ile belirlendi. Glukoz

ve H,0; i¢in optimum kosullar belirlenerek gruplar olusturuldu. Gruplar;

1- Kontrol 7- Glukoz (50 mM) + H,0; (200 uM)
2- 5,5 mM Glukoz 8- Sorbinil (10 uM)

3- 25 mM Glukoz 9- Glukoz (50 mM) + Sorbinil (10 uM)
4- 50 mM Glukoz 10- PMA (15 nM)

5- 100 mM Glukoz 11- Glukoz (50 mM) + PMA (15 nM)

6- H202 (200 },LM)
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2.5. Kullanilan Yontemler

2.5.1. Hiuicre Kiiltiira Sistemi

ARPE-19 hiicreleri % 20 FBS, 100 mg/ml streptomisin ve 4 mM L-Glutamik asit
iceren DMEM/Ham’s F-12 besi yeri (1:1) icerisinde kiiltiire edildi. Kiiltiir steril
kosullar altinda 37 °C, % 5 CO, ihtiva eden etiivlerde gergeklestirildi.

2.5.2 Hiicre Proliferizasyonunun Degerlendirilmesi

Hiicre ¢ogalmasinin saptanmasi i¢in tetrazolium tabanli kolorimetrik bir yontem olan

MTT testi kullanildi.

MTT testi, canli hiicrelerdeki mitokondrinin MTT boyasinin tetrazolium halkasini
pargalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Reaksiyon mitokondrial bir enzim olan
stiksinat dehidrogenaz aktivitesine bagimli olarak gerceklesmektedir. Enzimin
aktivitesine bagli olarak, MTT nin tetrazolium halkasinin par¢alanmasi sonucu soluk
sart renkli MTT boyasi, koyu mavi-mor formazan iriiniine doniismektedir. Sonug
olarak, canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler mor renkte boyanmakta,

oli ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler ise boyanmamaktadir

(Mosmann, 1983).

Zamana ve doza bagli olarak H,0O, ve glukoz ile 96’lik plakta inkiibasyona birakilan
hiicrelerin tizerinde bulunan besiyeri atildiktan sonra her kuyucuga 180 pl besiyeri ve
hazirlanan MTT (2 mg/ml) boyasindan 20ul ilave edilerek 37 °C’de, CO
inkiibatoriinde 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda hiicrelerin iizerinde
bulunan besiyeri-MTT karisimi uzaklastirildi ve canli hiicrelerde olusan formazan
kristallerinin 200 ul DMSO ile ¢6ziinmesi saglandi. Kristaller DMSO ile ¢oziildiikten
2-3 dakika sonra 550 nm’de spektrofotometrede absorbans: olgiildii.
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2.5.3. Hiicre Lizatlarin Toplanmasi

Hiicre kiiltirinde deney gruplarina gore belirlenen etken maddeler 24 saat
uygulandiktan sonra flasklardan hiicre lizatlar1 toplandi. Bu islem igin oncelikle
flasklarda bulunan besiyeri uzaklastirildi ve hiicrelerin yiizeyi fosfat tampon salin
(PBS) ile yikandi. Daha sonra hiicrelerin iizerine proteaz inhibitorii igeren (aprotinin,
leupeptin, pepstatin, PMSF - her birisinden 2 mg/ml) brij 96 lizis soliisyonu (1 M
Tris, 0,5 M EDTA, 5 M NaCl, % 10 brij 96, % 10 NP-40 suda) eklenerek hiicrelerin

liziz edilmesi saglandi.

Olgiimler yapilincaya kadar lizatlar -80 °C’de saklandi.

2.5.4. Protein Miktar Tayini

Hiicre lizatlarinin protein miktar1 BCA Protein Olgiim Kiti (Thermo Scientific)

kullanilarak belirlendi.

Kullanilan Cozeltiler;

1- 2 mg/ml BSA (Pierce BCA Protein Assay Kit)

2- BCA Reagent A (Pierce BCA Protein Assay Kit)

3- BCA Reagent B (Pierce BCA Protein Assay Kit)

4- % 0,9 NaCl (Serum Fizyolojik)

5- Calisma reaktan1 (WR) (50 Reagent A: 1 Reagent B)

96’lik ELISA plagma 10 pl 6rnek ve iizerine 190 ul ¢alisma reaktan1 eklendi. Daha
sonra plak 5 saniye siire ile ¢alkalayicida ¢alkalandi ve ardindan 30 dakika, 37 °C de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda 562 nm’de spektrofotometrede

absorbansi 6l¢iildii.
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Orneklerde protein miktar tayini yapmak igin referans standart olarak 0,125-2 mg/ml
arasinda degisen konsantrasyonlarda BSA kullanildi. Sekil 2.1°de goriilen standart

grafige gore orneklerin protein miktar1 hesaplandi.

BCA Standart Grafigi

1,400 /
— 1,200

£ /
£ 1,000

& 0,800 /
0

S

2 0,600

0 /
<< 0,400

0,000
0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500
Konsantrasyon (mg/ml) y = 0,6058x +0,1598
R?=0,9972

Sekil 2.1. BCA Standart Grafigi.
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2.5.5. Western Blot Teknigi ile Protein Diizeylerinin Belirlenmesi

Hiicre lizatlarinda PKC ve AR protein diizeyleri % 8 (PKC i¢in) ve % 12’lik (AR
i¢cin) SDS page jel kullanilarak degerlendirildi. Y6ntem semi-dry olarak uygulandi ve

internal kontrol olarak B-aktin segildi.

% 8’lik SDS page jel hazirlanmas;

Aynistiricl Jel (Separating Jel);

dH,0 7010 pl
% 30’luk Akrilamid 4000 pl
1,5 M Tris-HCI, pH: 8,8 3750 pl
% 10’luk SDS 150 pl
% 10’luk APS 75 ul
TEMED 15 ul

Sikilastiricr Jel (Stacking Jel);

dH,0 9000 pl
% 30’luk Akrilamid 1980 pl
0,5 M Tris-HCI, pH: 6,8 3780 pl
% 10’luk SDS 150 pl
% 10’luk APS 75 ul
TEMED 15 pul
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% 12’lik SDS page jel hazirlanmas;

Aynistiricl Jel (Separating Jel);

dH,0 5010 pl
% 30’luk Akrilamid 6000 pl
1,5 M Tris-HCI, pH: 8,8 3750 ul
% 10’luk SDS 150 pl
% 10’luk APS 75 ul
TEMED 15 ul

Sikilastiricr Jel (Stacking Jel);

dH,0 9000 pl
% 30’luk Akrilamid 1980 pl
0,5 M Tris-HCI, pH: 6,8 3780 ul
% 10’luk SDS 150 pl
% 10’luk APS 75 ul
TEMED 15 pl

Orneklerin Hazirlanmasi: Protein miktar1 belirlenen hiicre lizatlar1 &rnek
denaturasyon karigimi (Ornek Tampon (Sample Buffer) + B merkaptoetanol) ile 1:1
(200 pl) oraninda karistirilarak 95 °C’de 4 dakika kaynatildi. Bu sayede lizatta

bulunan proteinlerin denatiire olmas1 ve negatif yiikle yiiklenmesi saglandi.
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Hazirlanan jeller polimerize olduktan sonra, kuyucuklara kaynatilan lizatlardan
yiikleme yapildi. Jel basina 180 V, 56 mA 90 dakika siireyle uygulanarak proteinlerin

jel’de ayristirilmasi saglandi.

Jelden Membrana Antijenlerin Transferi: SDS page jel biiyiikliigiinde kesilmis
olan PVDF membran metanol ile 5 dakika fikse edildi. Elektroforez isleminin
tamamlanmasinin ardindan jelin iizerinde yer alan sikilagtirict jel kesilerek
uzaklastirild1 ve transfer tamponunda 1slatilmis 2 filtre kagidi, membran, jel ve tekrar
2 filtre kagidi olacak sekilde western blot sandvigi hazirlandi. 7 V, 110 mA 60 dakika
stireyle western blot sandvigine uygulandi ve jelden PVDF membrana proteinlerin

transferi saglandi.

Western Blotting: Proteinlerin PVDF membrana transferinin ardindan nonspesifik
baglanmalar1 6nlemek i¢in membran, bloklama solusyonu (% 5’lik Siit tozu) ile 90
dakika oda sicakliginda bloklandi. Bloklama sonrasi membran PBS-Tween ile 3x10
dakika yikandi. Yikama sonunda membran +4 °C’de gece boyunca calkayicida
primer antikor ile inkiibe edildi (Aldoz rediiktaz primer antikoru (Santa Cruz
Biotechnology, INC: sc-17736) 1/200 ve Protein kinaz C primer antikoru (Sigma:
P5704) 1/500 oraninda PBS ile diliie edildi). Bu islemden sonra membran PBS-
Tween ile 3x10 dakika yikandi. Yikama sonunda membran horseradish peroxidase
(HRP) baghh sekonder antikor (Aldoz rediiktaz sekonder antikoru (Santa Cruz
Biotechnology, INC: kegi anti-fare 1gG-HRP: sc-2005) 1/5000 ve Protein kinaz C
sekonder antikoru (Santa Cruz Biotechnology, INC: tavsan anti-fare IgG-HRP: sc-
358923) 1/5000 oraninda % 5°lik siit tozu ile diliie edildi) ile 90 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda membran PBS-Tween ile 3x10
dakika yikandi. En son asamada HRP substrati olan peroksidaz reaktifi ve 1s1may1
saglayan luminol reaktifi (Thermo Scientific, USA) 1:1 oraninda karistirilarak
membranin iizerine uygulandi ve membran goriintiilemeye alindi. Goriintiileme Gel

Logic 2200 Pro cihaz1 araciligiyla gergeklestirildi.
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2.5.6. NF-kB, IkB-a, Total c¢-Jun, Fosfo c-Jun, SAPK/IJNK ve Sitokrom c
Protein Diizeylerinin ELISA Yontemi ile Belirlenmesi

Lizatlarda, NF-kB (Cell Signaling Technology, Sandwich ELISA Antibody Pair
#7836), IkB-a (Cell Signaling Technology, Sandwich ELISA Antibody Pair #7343),
Total c-Jun (Cell Signaling Technology, Sandwich ELISA Antibody Pair #7314),
Fosfo c-Jun (Cell Signaling Technology, Sandwich ELISA Antibody Pair #7141),
SAPK/JNK (Cell Signaling Technology, Sandwich ELISA Antibody Pair #7219) ve
Sitokrom ¢ (Invitrogen) protein diizeyleri kit prosediiriine uygun olarak ELISA

yontemi ile belirlendi.

Yakalayici antikor (capture antikor) 1:100 oraninda PBS ile diliie edildi ve 96’lik
ELISA plaklarindaki her bir kuyucuga 100 pl olacak sekilde uygulanarak +4 °C’de 1
gece inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar PBS-Tween ile 2
defa yikandi. Daha sonra her bir kuyucuga 150 ul bloklama soliisyonu (% 1’lik BSA,;
PBS iginde) konularak yarim saat 37 °C’de ve yarim saatte oda sicakhiginda
bloklandi. Bloklama sonunda kuyucuklar PBS-Tween ile 2 defa yikandi. Yikamay1
takiben orneklerden 30 ul alinarak kuyucuklara eklendi ve 2 saat inkiibasyona
birakildi. 2 saat sonunda kuyucuklar PBS-Tween ile 2 defa yikandi. Yikama sonunda
kuyucuklara 1:100 oraninda PBS ile diliie edilmis belirleyici antikordan 100 pl
eklenerek 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. 1 saat sonunda plaklar PBS-
Tween ile 2 defa yikandi. Yikama sonunda kuyucuklara 1/1000 oraninda % 1°lik
BSA ile diliie edilmis HRP bagli sekonder antikordan 100 ul eklenerek yarim saat
inkiibasyona birakildi. Yarim saat sonunda plak PBS-Tween ile 5 defa yikandi ve
ardindan her bir kuyucuga 100 ul 1X TMB substrat solusyonundan eklenerek 15
dakika karanlikta bekletildi. Daha sonra her kuyucuga 50 ul stop solusyonu (H,SO,)
ilave edildi ve 2-3 dakika igerisinde 450 nm’de spektrofotometrede absorbansi

olgtildii.
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2.5.7. Malondialdehit Tayini

Lizatlardaki MDA miktar1 Mihara ve Uchiyama’nin 6nerdigi yonteme gore 6l¢iildii
(Mihara ve Uchiyama, 1978). Bu yontemin prensibi, aktive serbest radikallere
molekiiler oksijenin atak yapmasi sonucu lipid peroksidasyon iirlinii olan MDA’ nin
asidik ortamda TBA reaktifiyle olusturdugu rengin spektrofotometrede 532 nm dalga

boyunda 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir.

Hazirlanan hiicre lizatlar1 5000 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda elde
edilen siiziintiiden 100 pl alinarak deney tiipiine aktarildi ve {izerine 600 pl % 1°lik
fosforik asit ve 200 ul % 0,6’lik TBA reaktifi ilave edildi. TBA’nin eklenmesinin
ardindan tiipler 100 °C’deki su banyosunda 45 dakika bekletildi. 45 dakika sonunda
sogutulan Orneklere 800 ul 1-biitanol eklenerek vortex yardimiyla karigtirild.
Vortexleme isleminin sonunda biitanol fazi santrifiijle ayrilarak 532 nm’de

spektrofotometrede absorbansi olgiildii.

2.5.8. Glutatyon Peroksidaz Aktivite Tayini

Lizatlardaki GSH-Px aktivite tayini kit prosediiriine uygun olarak yapildi. Bu
yontemin prensibi, GSH ile H;O2’in GSH-Px araciligiyla H,O ve GSSG’ye
cevrilmesine ve bunun ardindan GR enziminin GSSG miktarina bagli olarak

NADPH’1 okside etmesine dayanmaktadir.

Hazirlanan hiicre lizatlarindan 50 pl almarak 96’lik plak icerisine konuldu. Uzerine
33 pl reaksiyon tamponu, 3 pl 40 mM NADPH soliisyonu ve 2 ul GSH eklendi.
Plaklara 10 pl H,O, eklenerek reaksiyon baslatildi ve bunun hemen ardindan
spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda kére kars1 25 °C’de 5 dakika absorbansi
olgtildii.



52

2.5.9. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatiksel degerlendirilmesi SPSS paket programi dahilinde,
normal dagilim gosteren veriler i¢in Tek Yonlii ANOVA Varyans Analizi Testi ile
ve normal dagilim gostermeyen veriler i¢in ise non parametrik testler olan Kruskal-
Wallis ve Mann-Whitney U testi uygulanarak yapildi. Uygulanan analiz yontemine
bagli olarak birbirinden bagimsiz en az ii¢ veya alt1 denemeden elde edilen ii¢ tekrarl

sonuglar kullanildi. p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Glukoz ve Hidrojen Peroksit’in ARPE-19 Hiicre Canlhihgina Etkisi

Calismamizda; hiperglisemi ve oksidatif stresin ARPE-19 hiicrelerindeki canlilik
tizerine olan etkilerinin belirlenmesi igin glukoz ve H,0O, kullanildi. Bu amag igin, 96
kuyucuklu plaklara 9.000 hiicre/kuyucuk konsantrasyonlarinda ekilen ARPE-19
hiicre serisinin iizerine 5,5 mM, 25 mM, 50 mM ve 100 mM konsantrasyonlarinda
glukoz ve 5 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM, 200 uM, 300 uM, 400 uM ve 500 uM
konsantrasyonlarinda H,O, eklendi. Glukoz ve H,0O; eklenmesinin ardindan plaklar
bir gece (24 saat) inkiibasyona birakildi ve inkiibasyon sonunda kolorimetrik bir
yontem olan MTT testi ile hiicre canlilik analizi yapildi. Bu degerlendirmelerden
elde edilen sonuglar ile hiperglisemi ve oksidatif stres gruplari i¢in kullanilacak olan

uygun glukoz ve H,O, konsantrasyonu belirlendi.

Elde ettigimiz sonuglar, ARPE-19 hiicrelerinde 5,5 mM ve 25 mM glukozun anlaml
hiicre 6liimiine neden olmadigini, 50 mM glukozun % 21,57 (sub-toksik) (p<0,05) ve
100 mM glukozun ise % 50,91 (toksik) (p<0,001) oraninda hiicre 6liimiine neden
oldugunu géstermektedir (Sekil 3.1).

Retinal hiicrelerde % 50 o6liimle sonuglanan 100 mM glukoz konsantrasyonu
uygulamas1 LD50 dozu olarak kabul edilerek, ¢alismaya subletal (subtoksik) doz
olan 50 mM ile devam edilmistir. 50 mM glukoz dozunda ARPE-19 hiicrelerinde
anlamli apoptoz ve hiicre 6limii gozlenmistir. Daha diisiik doz uygulamalari ise

hiicre canliliginda anlamli azalmaya neden olmamuistir.
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Gruplar

Sekil 3.1. Glukozun ARPE-19 hiicrelerinin canliligina etkisi (Kontrol grubu % 100
olarak verilmistir).

(*)p<0,05 (Kontrol grubuna gore anlamli, n=6).

(**)p<0,001 (Kontrol grubuna gére anlamli, n=6).

Calisgmamizda ARPE-19 hiicrelerinde 5 uM, 25 pM, 50 uM ve 100 pM H,07’in
anlamli hiicre 6limiine neden olmadigi, 200 uM H,0;’in % 18,41 (p<0,001), 300
uM H,07’in 27,95 (p<0,001), 400 uM H,0;’in % 34,30 (p<0,001) ve 500 uM
H.02’in ise % 37,78 (p<0,001) oraninda hiicre 6liimiine neden oldugu belirlendi
(Sekil 3.2).

200 pM H0; konsantrasyonun hiicre canliligim1 anlamli olarak azaltmasi, bu
konsantrasyonun altindaki konsantrasyonlarda canliligin anlamli olarak degismemesi
ve 200 uM H,0, iizerindeki konsantrasyonlarin ise asir1 toksik etkileri nedeni ile
bundan sonraki ¢aligmalarda 200 uM H,0’in yiiksek H,O, konsantrasyonu olarak

kullanilmasina karar verildi.
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Sekil 3.2. H,0,’in ARPE-19 hiicrelerinin canliligina etkisi (Kontrol grubu % 100
olarak verilmistir).
(*)p<0,001 (Kontrol grubuna gore anlamli, n=6).

Glukoz ve H,0, konsantrasyonunun belirlenmesinin ardindan deneysel gruplarda
kullanilacak olan sorbinil ve PMA konsantrasyonlarinin tespiti i¢in literatiir taramasi
yapildi. Bu tarama sonucu AR inhibitorii olan sorbinil i¢in 10 pM (Pladzyk ve ark.,
2006) ve PKC aktivatorii olan PMA igin standart sinyalin olusmasini saglayan 15 nM
(Ramana ve ark., 2005) konsantrasyonlart secildi. Konsantrasyonlarin
belirlenmesinin ardindan olusturulan gruplar i¢in ARPE-19 hiicre serisinin kiiltiirii

yapildi ve uygulamalar 24 saat gerceklestirildi.
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3.2. Glukoz, Hidrojen Peroksit, Sorbinil ve PMA’nin ARPE-19 Hiicrelerinde
Aldoz Rediiktaz Protein Diizeylerine Etkisi

Glukoz, H,0,, Sorbinil ve PMA’nin ARPE-19 hiicrelerinde AR protein diizeylerine

olan etkisi hiicre lizatlarinda western blot yapilarak degerlendirildi.

ARPE-19 hiicrelerinde 5,5 mM glukoz konsantrasyonunun AR protein diizeylerinde
anlaml1 degisime neden olmadigi, buna karsilik 25 mM (p<0,001), 50 mM (p<0,001)
ve 100 mM (p<0,001) glukoz konsantrasyonlarinin AR protein diizeylerinde anlaml
artisa neden oldugu belirlendi (Sekil 3.3).

R LLLE

— ey S W= eww [(-Aktin
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Glukoz ~ Glukoz ~ Glukoz  Glukoz

B
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g 150,00

Kontrol 5,5 mM Glu 25 mM Glu 50 mM Glu 100 mM Glu
Gruplar

Sekil 3.3. ARPE-19 hiicrelerinde glukozun AR protein diizeylerine etkisi. (A)
Western blot bant sonuglari. (B) AR’in gruplara gore yiizde degisimi (Kontrol grubu
% 100 olarak verilmistir).

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna gore anlamli, n=3).
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ARPE-19 hiicrelerinde H,0, ve glukoz + H;0, uygulanan gruplarda AR protein
diizeylerinin anlamli olarak arttigi belirlendi (p<0,001). Sorbinil uygulanan grupta
AR protein diizeylerinde herhangi bir degisimin olmadigi, buna karsilik glukoz +
sorbinil uygulanan grupta ise AR protein diizeylerinin arttigi saptandi (p<0,001).
Bununla beraber, PMA ve glukoz + PMA uygulanan gruplarda AR protein
diizeylerinin anlamli olarak azaldigi belirlendi (p<0,001) (Sekil 3.4).

A
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<
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Kontrol H202 Glu + Sorbinil  Glu + Sor MA  Glu+PMA

H202
Gruplar

Sekil 3.4. ARPE-19 hiicrelerinde H,05, Sorbinil ve PMA’nin AR protein diizeylerine
etkisi. (A) Western blot bant sonuglari. (B) AR’in gruplara gore yiizde degisimi
(Kontrol grubu % 100 olarak verilmistir).

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna gore anlamli, n=3).
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3.3. Glukoz, Hidrojen Peroksit, Sorbinil ve PMA’min ARPE-19 Hiicrelerinde
Protein Kinaz C Protein Diizeylerine EtKisi

Glukoz, H,0,, Sorbinil ve PMA’nin ARPE-19 hiicrelerinde PKC protein diizeylerine

etkisi hiicre lizatlarinda western blot yapilarak degerlendirildi.

ARPE-19 hiicrelerinde 5,5 mM glukoz konsantrasyonunun PKC protein diizeylerinde
anlamli degisime neden olmadigi, buna karsilik glukozun 25 mM (p<0,001), 50 mM
(p<0,001) ve 100 mM (p<0,001) konsantrasyonlarmin PKC protein diizeylerinde
anlaml1 artisa neden oldugu belirlendi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. ARPE-19 hiicrelerinde glukozun PKC protein diizeylerine etkisi. (A)
Western blot bant sonuglari. (B) PKC’nin gruplara gore yiizde degisimi (Kontrol
grubu % 100 olarak verilmistir).

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna gére anlamli, n=3).
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ARPE-19 hiicrelerinde H,0,, sorbinil ve glukozun H,O, ve sorbinil ile kombine
uygulamasinin PKC protein diizeylerinde anlamli artisa neden oldugu belirlendi
(p<0,001). Buna karsiik PMA ve glukoz + PMA uygulanan gruplarda ise PKC
protein diizeylerinin anlamli olarak azaldigi saptandi (p<0,001) (Sekil 3.6).

A e i, Sl W B . ] 1 (
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Sekil 3.6. ARPE-19 hiicrelerinde H,0,, Sorbinil ve PMA’nmin PKC protein
diizeylerine etkisi. (A) Western blot bant sonuglari. (B) PKC’nin gruplara gore yiizde
degisimi (Kontrol grubu % 100 olarak verilmistir).

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna gore anlamli, n=3).
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3.4. Glukoz, Hidrojen Peroksit, Sorbinil ve PMA’nin ARPE-19 Hiicrelerinde
NF-kB Protein Diizeylerine Etkisi

ARPE-19 hiicrelerinde 5,5 mM glukoz konsantrasyonunun NF-kB protein diizeyleri
tizerinde anlamli degisime neden olmadigi, buna karsilik glukozun 25 mM (p<0,05),
50 mM (p<0,001) ve 100 mM (p<0,001) konsantrasyonlarmin NF-kB protein
diizeylerinde anlamli artisa neden oldugu belirlendi (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. ARPE-19 hiicrelerinde glukozun NF-kB protein diizeylerine etkisi
(Kontrol grubu % 100 olarak verilmistir ve protein diizeltmeleri yapilmistir).
(*)p<0,05 (Kontrol grubuna gére anlamli, n=3)

(**)p<0,001 (Kontrol grubuna gore anlamli, n=3)
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ARPE-19 hiicrelerinde H,O, ve glukoz + H,O; uygulamasinin NF-kB protein
diizeylerinde anlamli artisa neden oldugu belirlendi (p<0,001). Bununla beraber,
Glukoz + H,O, grubundaki NF-kB protein diizeylerinin hem H,O;’li gruba gore
(p<0,001) hem de 50 mM Glukoz grubuna gore anlamli olarak (p<0,05) daha yiiksek
oldugu saptandi (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. ARPE-19 hiicrelerinde H,O,’in NF-kB protein diizeylerine etkisi (Kontrol
grubu % 100 olarak verilmistir ve protein diizeltmeleri yapilmistir).

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna gore anlamli, n=3)

(**)p<0,001 (H2O; grubuna gore anlamli, n=3)

(#)p<0,05 (50 mM Glukoz grubuna gore anlamli, n=3)
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ARPE-19 hiicrelerinde sorbinil ve glukoz + sorbinil uygulanan gruplarda NF-kB
protein diizeylerinde anlamli herhangi bir degisimin olmadigi, buna karsilik PMA ve
glukoz + PMA uygulanan gruplarda ise NF-kB protein diizeylerinin anlamli olarak
azaldig1 (p<0,001) belirlendi. Bununla beraber, hem sorbinilin hem de PMA’nin
glukoz ile kombine uygulandigi gruplarda NF-kB protein diizeylerinin 50 mM
Glukoz grubuna gore anlamli olarak daha diisiik oldugu saptand:r (p<0,001). Glukoz
+ Sorbinil grubunda glukozun etkisi ile NF-kB protein diizeylerinin arttig1 (p<0,05)
buna karsilik Glukoz + PMA grubunda ise glukozun etkisi ile NF-kB protein
diizeylerinin azaldig1 (p<0,001) belirlendi (Sekil 3.9).

#it

.|

Kontrol 50 MM Glu  Sorbinil Glu + Sor PMA Glu + PMA
Gruplar

Sekil 3.9. ARPE-19 hiicrelerinde Sorbinil ve PMA’nin NF-kB protein diizeylerine
etkisi (Kontrol grubu % 100 olarak verilmistir ve protein diizeltmeleri yapilmistir).
(*)p<0,001 (Kontrol grubuna gore anlamli, n=3)

(**)p<0,05 (Sorbinil grubuna gore anlamli, n=3)

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna gore anlamli, n=3)

(##)p<0,001 (PMA grubuna gére anlamli, n=3)
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3.5. Glukoz, Hidrojen Peroksit, Sorbinil ve PMA’min ARPE-19 Hiicrelerinde
IkB-a Protein Diizeylerine Etkisi

ARPE-19 hiicrelerinde 5,5 mM glukoz konsantrasyonunun IkB-o protein diizeyleri
tizerinde anlamli degisime neden olmadigi, buna karsilik glukozun 25 mM
(p<0,001), 50 mM (p<0,001) ve 100 mM (p<0,001) konsantrasyonlarnin IkB-a
protein diizeylerinde anlamli artisa neden oldugu belirlendi (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. ARPE-19 hiicrelerinde glukozun IkB-a protein diizeylerine etkisi
(Kontrol grubu % 100 olarak verilmistir ve protein diizeltmeleri yapilmistir).
(*)p<0,001 (Kontrol grubuna gore anlamli, n=3)
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ARPE-19 hiicrelerinde H,O, ve glukoz + H;0; uygulamasimin IkB-o protein
diizeylerinde anlamli artisa neden oldugu belirlendi (p<0,001). Bununla beraber,
Glukoz + H,0O, grubundaki IkB-o protein diizeylerinin hem H,O;’li gruba gore
(p<0,001) hem de 50 mM Glukoz grubuna goére anlamli olarak (p<0,001) daha
yiiksek oldugu saptandi (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. ARPE-19 hiicrelerinde H,O’in IkB-a protein diizeylerine etkisi (Kontrol
grubu % 100 olarak verilmistir ve protein diizeltmeleri yapilmistir).

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna gére anlamli, n=3)

(**)p<0,001 (H,O; grubuna gore anlamli, n=3)

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna gore anlamli, n=3)



65

ARPE-19 hiicrelerinde sorbinil, PMA ve glukoz + PMA uygulamasinin IkB-o
protein diizeylerinde anlamli herhangi bir degisime neden olmadig: belirlendi. Buna
karsilik, glukozun sorbinil ile kombine uygulandigi grupta ise IkB-a protein
diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigi saptandi (p<0,001). Fakat
Glukoz + Sorbinil ve Glukoz + PMA gruplarindaki IkB-a protein diizeylerinin 50
mM Glukoz grubuna gore anlamli olarak daha diisiikk oldugu belirlendi (p<0,001).
Ayrica, Glukoz + Sorbinil grubunda glukozun etkisi ile IkB-a protein diizeylerinin
arttig1 (p<0,001) saptandi (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. ARPE-19 hiicrelerinde Sorbinil ve PMA’nin IkB-a protein diizeylerine
etkisi (Kontrol grubu % 100 olarak verilmistir ve protein diizeltmeleri yapilmistir).
(*)p<0,001 (Kontrol grubuna gére anlamli, n=3)

(**)p<0,001 (Sorbinil grubuna gére anlamli, n=3)

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna gore anlamli, n=3)
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3.6. Glukoz, Hidrojen Peroksit, Sorbinil ve PMA’min ARPE-19 Hiicrelerinde
SAPK/INK Protein Diizeylerine Etkisi

ARPE-19 hiicrelerinde 5,5 mM glukoz konsantrasyonunun SAPK/JNK protein
diizeyleri lizerinde anlamli degisime neden olmadigi, buna karsilik 25 mM (p<0,05),
50 mM (p<0,001) ve 100 mM (p<0,001) glukoz konsantrasyonlarmin SAPK/JNK
protein diizeylerinde anlaml1 artisa neden oldugu belirlendi (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13. ARPE-19 hiicrelerinde glukozun SAPK/JNK protein diizeylerine etkisi
(Kontrol grubu % 100 olarak verilmistir ve protein diizeltmeleri yapilmistir).
(*)p<0,05 (Kontrol grubuna gore anlamli, n=3)

(**)p<0,001 (Kontrol grubuna gore anlamli, n=3)
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ARPE-19 hiicrelerinde H,0, ve glukoz + H,0, uygulamasinin SAPK/JNK protein
diizeylerinde anlamli artiga yol agtig1 belirlendi (p<0,001). Bununla beraber, Glukoz
+ H0, grubundaki SAPK/INK protein diizeylerinin hem H;O,’li gruba gore
(p<0,001) hem de 50 mM Glukoz grubuna goére anlamli olarak (p<0,001) daha
yiiksek oldugu saptandi (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. ARPE-19 hiicrelerinde H,O,’in SAPK/JNK protein diizeylerine etkisi
(Kontrol grubu % 100 olarak verilmistir ve protein diizeltmeleri yapilmustir).
(*)p<0,001 (Kontrol grubuna gore anlamli, n=3)

(**)p<0,001 (H,O; grubuna gore anlamli, n=3)

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna gore anlamli, n=3)
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ARPE-19 hiicrelerinde sorbinil ve PMA uygulanan gruplarda SAPK/INK protein
diizeylerinde anlamli herhangi bir degisimin olmadigi belirlendi. Buna karsilik,
glukozun sorbinilin ile kombine uygulandig: grupta SAPK/INK protein diizeylerinin
anlamli olarak arttig1 (p<0,05), glukozun PMA ile kombine uygulandigi grupta ise
SAPK/INK protein diizeylerinin anlamli olarak (p<0,001) azaldig: saptandi. Bununla
beraber, SAPK/JNK protein diizeylerinin hem sorbinilin hem de PMA’nin glukoz ile
kombine uygulandig1 gruplarda 50 mM Glukoz grubuna gore anlamli olarak daha
diisiik oldugu belirlendi (p<0,001). Ayrica, Glukoz + PMA grubunda da glukozun
etkisi ile SAPK/INK protein diizeylerinin azaldigi (p<0,05) tespit edildi (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. ARPE-19 hiicrelerinde Sorbinil ve PMA’nin SAPK/JNK protein
diizeylerine etkisi (Kontrol grubu % 100 olarak verilmistir ve protein diizeltmeleri
yapilmistir).

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna gore anlamli, n=3)

(**)p<0,05 (Kontrol grubuna gore anlamli, n=3)

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna gore anlamli, n=3)

(##)p<0,05 (PMA grubuna gore anlamli, n=3)
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3.7. Glukoz, Hidrojen Peroksit, Sorbinil ve PMA’nin ARPE-19 Hiicrelerinde

Total c-Jun Protein Diizeylerine Etkisi

ARPE-19 hiicrelerinde 5,5 mM (p<0,001), 25 mM (p<0,001), 50 mM (p<0,001) ve
100 mM (p<0,001) glukoz konsantrasyonlarmin Total c-jun protein diizeylerinde

anlamli artigsa neden oldugu belirlendi (Sekil 3.16).

Kontrol 5,5 mM Glu 25 mM Glu 50 mM Glu 100 mM Glu
Gruplar

Sekil 3.16. ARPE-19 hiicrelerinde glukozun Total c-jun protein diizeylerine etkisi
(Kontrol grubu % 100 olarak verilmistir ve protein diizeltmeleri yapilmistir).
(*)p<0,001 (Kontrol grubuna gore anlamli, n=3)
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ARPE-19 hiicrelerinde H,O, ve glukoz + H,0; uygulamasinin Total c-jun protein
diizeylerinde anlamli artiga yol agtig1 belirlendi (p<0,001). Bununla beraber, Glukoz
+ H,O, grubundaki Total c-jun protein diizeylerinin hem H,0;’li gruba gore
(p<0,001) hem de 50 mM Glukoz grubuna gore (p<0,001) daha yiiksek oldugu
saptand1 (Sekil 3.17).
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Kontrol 50 mM Glu H202 Glu + H202
Gruplar

Sekil 3.17. ARPE-19 hiicrelerinde H,O;’in Total c-jun protein diizeylerine etkisi
(Kontrol grubu % 100 olarak verilmistir ve protein diizeltmeleri yapilmistir).
(*)p<0,001 (Kontrol grubuna gore anlamli, n=3)

(**)p<0,001 (H2O, grubuna gore anlamli, n=3)

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna gore anlamli, n=3)
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ARPE-19 hiicrelerinde Sorbinil, Glukoz + Sorbinil ve Glukoz + PMA gruplarinda
Total c-jun protein diizeylerinde kontrol grubuna gore anlamli herhangi bir degisimin
olmadigi, buna karsilik sadece PMA’nin uygulandigi grupta ise Total c-jun protein
diizeylerinin anlamli olarak arttig1 (p<0,001) belirlendi. Bununla beraber, Total c-jun
protein diizeylerinin hem sorbinilin hem de PMA’nin glukoz ile kombine
uygulandigr gruplarda 50 mM Glukoz grubuna gore anlamli olarak daha diisiik
oldugu saptand1 (p<0,001). Ayrica, Glukoz + PMA grubunda da glukozun etkisi ile
Total c-jun protein diizeylerinin anlaml olarak azaldigi (p<0,001) belirlendi (Sekil
3.18).

200,00 Hit
180,00
£
Z. 160,00
’5’}’ 140,00
= 120,00
X
© 100,00
: ’
i 80,00
2 60,00
8
|9 40,00
20,00
0,00
Kontrol 50 mM Glu Sorbinil Glu + Sor Glu + PMA
Gruplar

Sekil 3.18. ARPE-19 hiicrelerinde Sorbinil ve PMA’nin Total c-jun protein
diizeylerine etkisi (Kontrol grubu % 100 olarak verilmistir ve protein diizeltmeleri
yapilmustir).

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna gore anlamli, n=3)

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna gore anlamli, n=3)

(##)p<0,001 (PMA grubuna gére anlamli, n=3)
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3.8. Glukoz, Hidrojen Peroksit, Sorbinil ve PMA’min ARPE-19 Hiicrelerinde
Fosfo c-Jun Protein Diizeylerine Etkisi

ARPE-19 hiicrelerinde 5,5 mM glukoz konsantrasyonunun Fosfo c-jun protein
diizeyleri lizerinde anlamli degisime neden olmadigi, buna karsilik glukozun 25 mM
(p<0,05), 50 mM (p<0,001) ve 100 mM (p<0,001) konsantrasyonlarinin Fosfo c-jun
protein diizeylerinde anlamli artisa neden oldugu belirlendi (Sekil 3.19).

400,00

350,00

gisim
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Kontrol 5,5 mM Glu 25 mM Glu 50mM Glu 100 mM Glu
Gruplar

Sekil 3.19. ARPE-19 hiicrelerinde glukozun Fosfo c-jun protein diizeylerine etkisi
(Kontrol grubu % 100 olarak verilmistir ve protein diizeltmeleri yapilmistir).
(*)p<0,05 (Kontrol grubuna gére anlamli, n=3)

(**)p<0,001 (Kontrol grubuna gore anlamli, n=3)
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ARPE-19 hiicrelerinde H,0; ve glukoz + H,0; uygulamasinin Fosfo c-jun protein
diizeylerinde anlamli artiga yol agtig1 belirlendi (p<0,001). Bununla beraber, Glukoz
+ H,O, grubundaki Total c-jun protein diizeylerinin hem H,0;’li gruba gore
(p<0,001) hem de 50 mM Glukoz grubuna gore anlamli olarak (p<0,001) yiiksek
oldugu saptandi (Sekil 3.20).

* %

250,00

200,00
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0,00

Kontrol 50 mM Glu H202 Glu + H202
Gruplar

Sekil 3.20. ARPE-19 hiicrelerinde H,O,’in Fosfo c-jun protein diizeylerine etkisi
(Kontrol grubu % 100 olarak verilmistir ve protein diizeltmeleri yapilmistir).
(*)p<0,001 (Kontrol grubuna gére anlamli, n=3)

(**)p<0,001 (H,O; grubuna gore anlamli, n=3)

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna gore anlamli, n=3)
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ARPE-19 hiicrelerinde Sorbinil, Glukoz + Sorbinil ve PMA gruplarinda Fosfo c-jun
protein diizeylerinde anlamli herhangi bir degisimin olmadigi, buna karsilik Glukoz
+ PMA grubunda ise Fosfo c-jun protein diizeylerinin anlamli olarak azaldigi
(p<0,001) belirlendi. Bununla beraber, Fosfo c-jun protein diizeylerinin hem
sorbinilin hem de PMA’nin glukoz ile kombine uygulandigi gruplarda 50 mM
Glukoz grubuna gore anlamli olarak daha diisiik oldugu saptandi (p<0,001). Ayrica,
Glukoz + PMA grubunda glukozun etkisi ile Total c-jun protein diizeylerinin
azaldigi belirlendi (p<0,001) (Sekil 3.21).

200,00
180,00 H#
160,00
140,00
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Kontrol 50 mM Glu  Sorbinil Glu + Sor MA Glu + PMA
Gruplar

Fosfo c-jun % Degisim

Sekil 3.21. ARPE-19 hiicrelerinde Sorbinil ve PMA’nin Fosfo c-jun protein
diizeylerine etkisi (Kontrol grubu % 100 olarak verilmistir ve protein diizeltmeleri
yapilmistir).

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna gore anlamli, n=3)

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna gore anlamli, n=3)

(##)p<0,001 (PMA grubuna gore anlamli, n=3)
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3.9. Glukoz, Hidrojen Peroksit, Sorbinil ve PMA’min ARPE-19 Hiicrelerinde
Sitokrom c Protein Diizeylerine Etkisi

ARPE-19 hiicrelerinde 5,5 mM glukoz konsantrasyonunun Sitokrom c¢ protein
diizeyleri iizerinde anlamli degisime neden olmadigi, buna karsilik 25 mM (p<0,05),
50 mM (p<0,001) ve 100 mM (p<0,001) glukoz konsantrasyonlarinin Sitokrom c
protein diizeylerinde anlamli artisa neden oldugu belirlendi (Sekil 3.22).

Kontrol 5,5 mM Glu 25 mM Glu 50 mM Glu 100 mM Glu
Gruplar

Sekil 3.22. ARPE-19 hiicrelerinde glukozun Sitokrom c protein diizeylerine etkisi
(Protein diizeltmeleri yapilmistir).

(*)p<0,05 (Kontrol grubuna gore anlamli, n=3)

(**)p<0,001 (Kontrol grubuna gore anlamli, n=3)
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ARPE-19 hiicrelerinde H,O, ve glukoz + H,0; uygulamasinin Sitokrom ¢ protein
diizeylerinde anlamli artisa yol ac¢tig1 belirlendi (p<0,001). Bununla beraber, Glukoz
+ H,0O, grubundaki Sitokrom c protein diizeylerinin hem H;0;’li gruba gore
(p<0,001) hem de 50 mM Glukoz grubuna gore (p<0,001) daha yiiksek oldugu
saptand1 (Sekil 3.23).
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Kontrol 50 mM Glu H202 Glu + H202
Gruplar

Sekil 3.23. ARPE-19 hiicrelerinde H,O,’in Sitokrom ¢ protein diizeylerine etkisi
(Protein diizeltmeleri yapilmistir).

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna gore anlamli, n=3)

(**)p<0,001 (H2O; grubuna gore anlamli, n=3)

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna gore anlamli, n=3)
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ARPE-19 hiicrelerinde Sorbinil ve Glukoz + Sorbinil uygulanan gruplarda Sitokrom
¢ protein diizeylerinde kontrol grubuna gére anlamli herhangi bir degisimin olmadigi,
buna karsiik PMA ve Glukoz + PMA gruplarinda ise Sitokrom c protein
diizeylerinin anlamli olarak azaldigi (p<0,001) belirlendi. Bununla beraber, hem
sorbinilin hem de PMA’nin glukoz ile kombine uygulandigi gruplarda Sitokrom c
protein diizeylerinin 50 mM Glukoz grubuna gore daha diisiik oldugu saptandi
(p<0,001). Ayrica, Glukoz + Sorbinil grubunda glukozun etkisi ile sitokrom c protein
diizeylerinin arttig1 (p<0,001) belirlendi (Sekil 3.24).

Sitokrom ¢ (ng/mg Protein)

Kontrol 50 mM Glu Sorbinil Glu + Sor PMA Glu + PMA
Gruplar

Sekil 3.24. ARPE-19 hiicrelerinde Sorbinil ve PMA’nin Sitokrom ¢ protein
diizeylerine etkisi (Protein diizeltmeleri yapilmistir).

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna gore anlamli, n=3)

(**)p<0,001 (Sorbinil grubuna gore anlamli, n=3)

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna gore anlamli, n=3)
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3.10. Glukoz, Hidrojen Peroksit, Sorbinil ve PMA’nin ARPE-19 Hiicrelerinde
MDA Diizeylerine Etkisi

ARPE-19 hiicrelerinde 5,5 mM glukoz konsantrasyonunun MDA diizeylerinde
anlaml1 degisime neden olmadigi, buna karsilik glukozun 25 mM (p<0,001), 50 mM
(p<0,001) ve 100 mM (p<0,001) konsantrasyonlarmin MDA diizeylerinde anlamli
artisa neden oldugu belirlendi (Sekil 3.25).
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Kontrol 5,5 mM Glu 25 mM Glu 50 mM Glu 100 mM Glu

Gruplar

Sekil 3.25. ARPE-19 hiicrelerinde glukozun MDA diizeylerine etkisi (Protein
diizeltmeleri yapilmistir).
(*)p<0,001 (Kontrol grubuna gore anlamli, n=3)
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ARPE-19 hiicrelerinde H,O; ve glukoz + H,0, uygulamasinin MDA diizeylerinde
anlamli artisa yol agtig1 belirlendi (p<0,001). Bununla beraber, Glukoz + H,0O,
grubundaki MDA diizeylerinin hem H;0’li gruba gore (p<0,001) hem de 50 mM
Glukoz grubuna gore (p<0,001) daha yiiksek oldugu saptand1 (Sekil 3.26).

* %k

Kontrol 50 mM Glu H202 Glu + H202
Gruplar

Sekil 3.26. ARPE-19 hiicrelerinde H,O;’in MDA diizeylerine etkisi (Protein
diizeltmeleri yapilmustir).

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna gore anlamli, n=3)

(**)p<0,001 (H,O; grubuna gore anlamli, n=3)

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna gore anlamli, n=3)
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ARPE-19 hiicrelerinde sadece sorbinilin uygulandigi grupta kontrol grubuna gore
MDA diizeylerinde anlamli herhangi bir degisimin olmadigi, buna karsilik Glukoz +
Sorbinil, PMA ve Glukoz + PMA gruplarinda ise MDA diizeylerinin anlamli olarak
arttig1 (p<0,001) belirlendi. Bununla beraber, hem sorbinilin hem de PMA’nin
glukoz ile kombine uygulandigi gruplarda MDA diizeylerinin 50 mM Glukoz
grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek oldugu saptandi (p<0,001). Ayrica, Glukoz
+ Sorbinil (p<0,001) ve Glukoz + PMA (p<0,001) gruplarinda da glukozun etkisi ile
MDA diizeylerinin arttigi belirlendi (Sekil 3.27).

— ﬁ
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Sekil 3.27. ARPE-19 hiicrelerinde Sorbinil ve PMA’nin MDA diizeylerine etkisi
(Protein diizeltmeleri yapilmistir).

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna gore anlamli, n=3)

(**)p<0,001 (Sorbinil grubuna gére anlamli, n=3)

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna gore anlamli, n=3)

(##)p<0,001 (PMA grubuna gére anlamli, n=3)
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3.11. Glukoz, Hidrojen Peroksit, Sorbinil ve PMA’nin ARPE-19 Hiicrelerinde
GSH-Px Enzim Aktivitesine Etkisi

ARPE-19 hiicrelerinde 5,5 mM glukoz konsantrasyonunun GSH-Px enzim
aktivitesinde anlamli degisime neden olmadigi, buna karsilik glukozun 25 mM
(p<0,001), 50 mM (p<0,001) ve 100 mM (p<0,001) konsantrasyonlarmin GSH-Px

enzim aktivitesinde anlamli artisa neden oldugu belirlendi (Sekil 3.28).
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Kontrol 5,5 mM Glu 25 mM Glu 50 mM Glu 100 mM Glu
Gruplar

Sekil 3.28. ARPE-19 hiicrelerinde glukozun GSH-Px enzim aktivitesine etkisi

(Protein diizeltmeleri yapilmustir).
(*)p<0,001 (Kontrol grubuna gére anlamli, n=3)
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ARPE-19 hiicrelerinde H,O, ve glukoz + H;O, uygulamasinin GSH-PX enzim
aktivitesinde anlamli artisa neden oldugu belirlendi (p<0,001). Bununla beraber,
Glukoz + H,0; grubundaki GSH-Px enzim aktivitesinin hem H,0,’li gruba gore
(p<0,001) hem de 50 mM Glukoz grubuna gore (p<0,001) daha yiiksek oldugu
saptand1 (Sekil 3.29).
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Sekil 3.29. ARPE-19 hiicrelerinde H,O,’in GSH-Px enzim aktivitesine etKkisi
(Protein diizeltmeleri yapilmistir).

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna gore anlamli, n=3)

(**)p<0,001 (H2O; grubuna gore anlamli, n=3)

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna gore anlamli, n=3)



83

ARPE-19 hiicrelerinde sorbinil ve PMA uygulanan gruplarda GSH-Px enzim
aktivitesinde kontrol grubuna gore anlamli herhangi bir degisimin olmadigi, buna
karsilik Glukoz + Sorbinil uygulanan grupta GSH-Px enzim aktivitesinin anlamli
olarak arttig1 ve Glukoz + PMA uygulanan grupta ise GSH-Px enzim aktivitesinin
anlamli olarak azaldigi (p<0,001) belirlendi. Bununla beraber, hem sorbinilin hem de
PMA’nin glukoz ile kombine uygulandig1 gruplarda GSH-Px enzim aktivitesinin 50
mM Glukoz grubuna gére anlamli olarak daha diisiik oldugu saptandi (p<0,001).
Ayrica, Glukoz + Sorbinil grubunda da glukozun etkisi ile GSH-Px enzim

aktivitesinin arttig1 belirlendi (p<0,001) (Sekil 3.30).
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Sekil 3.30. ARPE-19 hiicrelerinde Sorbinil ve PMA’ nin GSH-Px enzim aktivitesine
etkisi (Protein diizeltmeleri yapilmaistir).

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna gore anlamli, n=3)

(**)p<0,001 (Sorbinil grubuna gére anlamli, n=3)

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna gore anlamli, n=3)
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4. TARTISMA

DR, diyabetin en sik goriilen kronik komplikasyonlarindan bir tanesidir ve tim
diyabetik bireylerin % 90’indan fazlasinda yasamlarinin her hangi bir doneminde
gelismektedir (Kempen ve ark., 2004; Roy ve ark., 2004; Hirai ve ark., 2011).
Diinyadaki diyabetik bireylerin sayist diisiiniildiiglinde retinopatik bireylerin is ve
saglik sistemi iizerine olusturdugu yiikk, bu konun Onemine dikkat c¢ekmektedir.
Ayrica, retinopati tedavisinde uygulanabilir yontemlerin azlii ve retinopatinin
patofizyolojisinin tam olarak aydinlatilamamis olmasi da bu yiikii her gegen giin

artirmaktadir.

Diyabette retinada meydana gelen perisit hiicre kaybi, bazal membran kalinlagmast,
kan-retinal ~ bariyerin  ortadan  kalkmasi,  vaskiiler = permeabilite  artisi,
neovaskiilarizasyon, retina igerisinde sivi birikimi, makula 6demi ve gormede
yetersizlik sonucu ortaya ¢ikan retinopatinin olusumu baslica 5 temel mekanizma ile
aciklanmaktadir (Neely ve ark., 1998; Ohno-Matsui ve ark., 2002; Fong ve ark.,
2003; Frank, 2004; Crawford ve ark., 2009). Bu temel mekanizmalar arasinda yer
alan poliol yolagi ve PKC sinyal yolagi sadece retinopati ile degil diger kronik
komplikasyonlar ile de yakindan iligkilidir (Negi ve ark., 2011a; Kolset ve ark.,
2012; Arora ve Singh, 2013).

AR ve PKC’nin inflamasyonla ve dolayisiyla oksidatif stresle olan yakin iliskisi
(Yang ve ark., 1998; Ramana ve ark., 2004a; Ramana ve ark., 2004b; Miller ve ark.,
2005) ve diyabetin inflamatuar hastaliklarla yakindan benzerlik gostermesi (Joussen
ve ark., 2001; Quan ve ark., 2003) hem PKC hem de AR enziminin diyabette,
oksidatif stresde ve normal fizyolojik kosullarda birbirleriyle ve diger yolaklarla olan
iligkilerinin ve fonksiyonlarinin ortaya cikarilmasi agisindan onem tasimaktadir.
Diyabetik siirecte hipergliseminin endotel hiicrelerine ve vaskiiler kompenentlere
etkisi ve olast mekanizmalar1 yogun olarak c¢alisilmis olmasina ragmen,
hipergliseminin retinal hiicrelere etkisine dair ¢alismalar ¢ok kisithidir. Calismamiz

kapsaminda “insan retinal pigment hiicre dizisi” olan ARPE-19 hiicrelerine farkl
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dozlarda glukoz (5,5 mM, 25 mM, 50 mM ve 100 mM) ve H,0, uygulanmuistir.
Hiperglisemik ve oksidatif kosullarda AR ve PKC iliskili mekanizmalarinin
belirlenmesi amaciyla AR inhibit6rii sorbinilin ve PKC aktivatorii PMA’nin retina
hiicrelerinde proliferasyona, apoptozise, hiicre i¢i sinyal yolaklarina, AR ve PKC’ye

olan etkisi degerlendirilmistir.

Retinal pigment epitel hiicreleri ndrosensor retina ve koroid tabakasi arasinda
stralanmis bir hiicre toplulugudur. Ozellikle fotoreseptdrlere besinlerin ulastirilmasi
ve metabolik destekte gorev almaktadir. Hipoksi ve hiperglisemi durumlarinda
konneksin ekspresyonuna, kemokin iiretimine, biiylime faktorlerinin sentezlenmesine
ve salinmasina neden olarak DR’nin baslamasina ve ilerlemesine onemli katkilar
saglamaktadir (Nakamura ve ark., 1992; Bian ve ark., 1996; Sone ve ark., 1996;
Mousa ve ark., 1999; Seko ve ark., 1999; Malfait ve ark., 2001).

Poliol yolagi ve AR enzimi kronik komplikasyonlarin etiyolojisinde dnemli bir yer
tutmaktadir. Hiperglisemik sartlar altinda poliol yolagmin aktivitesinin artmasi ve
glukozun % 30’unun (Gonzalez ve ark., 1984; Yabe-Nishimura, 1998) bu yolak ile
metabolize olmasi diyabette istenmeyen zararl etkilerin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir. Bununla beraber, AR enziminin fizyolojik fonksiyonu iizerine olan
tartismalar ise giiniimiizde halen devam etmektedir. Bu tartismalar, AR enzimin
farkli dokularda cesitli fonksiyonel ozellikler gostermesinden kaynaklanmaktadir.
Ornegin; AR enzimi testislerde spermlerin majér enerji kaynagi olan fruktozun
tiretilmesinden sorumlu iken (Kobayashi ve ark., 2002; Frenette ve ark., 2004),
bobreklerde bir ozmolit olan sorbitoliin {iretilmesinden ve osmoregiilasyonun
korunmasindan sorumludur (Garcia-Perez ve Burg, 1991). Bununla beraber, AR
enziminin lipid aldehitleri ve bunlarin GSH konjugatlarini glukozdan daha etkin bir
sekilde metabolize etmesi (Srivastava ve ark., 1999; Ramana ve ark., 2000; Vander
Jagt ve ark., 2001; Srivastava ve ark., 2005) ve gen promotor bolgesinde NF-kB ve
AP-1 (lwata ve ark., 1999; Srivastava ve ark., 2005) gibi redoks transkripsiyon
faktorleri icin baglama bolgeleri bulunmasi, enzimin antioksidan savunmada 6nemli

rolleri oldugu yoniinde goriislerin ortaya ¢cikmasina neden olmustur.
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Calismamizda farkli dozlarda glukoz uyguladigimiz ARPE-19 hiicrelerinin
canliliklarmin 50 mM Glukoz (p<0,05) (subtoksik) ve 100 mM Glukoz (p<0,001)
(toksik) konsantrasyonlarinda degistigini belirledik (Sekil 3.1). Bu konsantrasyon
degerleri klasik diyabet tanisi i¢in belirlenen konsantrasyonlarin iizerinde degerlerdir.
Bu durum ARPE-19 hiicrelerinin hiperglisemiye karsi dayanakli olduklarini ve
hiperglisemin neden oldugu etkilerin gozlenmesi icin yiiksek glukoz

konsantrasyonlarina ¢ikilmasi gerektigini gostermektedir.

Calismamizda 5,5 mM, 25 mM, 50 mM ve 100 mM glukoz uyguladigimiz ARPE-19
hiicrelerinde AR protein diizeylerinin artan glukoz konsantrasyonuna bagli olarak
arttigin1 belirledik (Sekil 3.3). Glukoza bagli olarak AR enziminde meydana gelen bu
artis, daha Once yapilmis olan benzer calismalar ile uyumlu sonuglar ortaya
koymaktadir (Chung ve Chung, 2005; Srivastava ve ark., 2005). Fakat AR enziminde
meydana gelen bu artisin, glukozun neden oldugu oksidatif stresle yakindan iliskili
olabilecegi bir¢ok arastirmaci tarafindan vurgulanmaktadir (Chung ve Chung, 2005;
Srivastava ve ark., 2005; Lorenzi, 2007; Obrosova ve ark., 2010). Hiperglisemi ve
oksidatif stres arasindaki bu iliskinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in 5,5 mM, 25 mM, 50 mM
ve 100 mM glukoz uyguladigimiz ARPE-19 hiicrelerinde MDA miktar ve GSH-Px
enzim aktivite tayini ger¢eklestirdik. Elde ettigimiz sonuglar, ARPE-19 hiicrelerinde
glukoz konsantrasyonuna bagli olarak oksidatif stresin de arttifim1 gostermektedir
(Sekil 3.25 ve Sekil 3.28). Glukoza bagli olarak oksidatif streste meydana gelen bu
artis, bircok aragtirmaci tarafindan diyabetik komplikasyonlarin merkezi

mekanizmasi olarak goriilmektedir.

5,5 mM, 25 mM, 50 mM ve 100 mM glukoz uyguladigimiz ARPE-19 hiicrelerinde
meydana gelen AR protein diizeylerindeki artisin, oksidatif stresle olan iliskisini
belirlemek i¢in glukozdan bagimsiz olarak olusturdugumuz ve sadece H,O; igeren
besiyeri igerisinde kiiltiire ettigimiz ARPE-19 hiicrelerinde, H,O,’in etkisiyle hiicre
ici oksidatif stresin arttigini1 belirledik (Sekil 3.26 ve Sekil 3.29). Bu grupta yapmis
oldugumuz western blot degerlendirmelerinde ise, ARPE-19 hiicrelerinde AR protein
diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigini saptadik (Sekil 3.4).

Ayrica, olusturdugumuz Glukoz + H,0O, grubunda, glukoz ve H,0;’in etkisiyle hiicre
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ici oksidatif stresin 50 mM glukoz uyguladigimiz gruba gore daha yiiksek oldugunu
MDA miktar ve GSH-Px enzim aktivite tayini ile belirledik (Sekil 3.26 ve Sekil
3.29). Glukoz + H;0, grubunda yaptigimiz western blot degerlendirmelerinde ise,
ARPE-19 AR protein diizeylerinin oksidatif stres i¢in olusturdugumuz H,0,’li gruba
gore daha yiiksek oldugunu saptadik (Sekil 3.4). Elde ettigimiz bu sonuglar diger
arastirmacilarin T hiicrelerinde, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde (VSMC),
makrofajlarda, karacigerde, lenste ve retinada yaptig1 ¢alismalar ile benzer sonuglar
ortaya koymakta ve oksidatif stresin AR protein diizeylerinde anlamli bir artisa
neden oldugunu gostermektedir (Jedziniak ve ark., 1981; Rittner ve ark., 1999;
Ramana ve ark.,, 2004a; Ramana ve ark., 2004b; Brown ve ark., 2005).
Hiperglisemiden bagimsiz olarak olusturulan ve sadece H,O;’in besiyerine ilave
edildigi oksidatif stres grubuna ait sonuglarimiz, AR’in hiicre i¢i 6nemli bir
antioksidan savunma elamani oldugu ile ilgili literatiir bilgilerini desteklemekte ve
AR enziminin poliol yolagindaki gorevinin ikincil bir rol oldugunu

diistindiirmektedir (Sekil 4.1).

>ROS > GS-HNE
AR €
Oksidatif Stres ~ DHAP ———3> Gliserol 3-fosfat———>DAG GS-DNE
HIPERGLISEMI T T l
NADPH NADP* NAD* NADH PKC
Glukoz LL Sorbitol LA) Fruktoz———3> AGE
AR SDH
IiK NE-kB
AP-1 /
—‘/(ff\;}—) Sitokrom ¢ =3 Apoptoz
AT S
Gz e
ll ) g mRNA
~0
Mitokondri Hedef Genler
Niikleus

Sekil 4.1: Total parametrelerin genel degerlendirmesi.
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Hiperglisemi (Pieper ve Riaz-ul-hag, 1997) ve ROS (Nishikawa ve ark., 2000a) NF-
kB ve AP-1’in niikleusa transferine ve farkli hedef genlerin transkripsiyonuna neden
olarak diyabetik komplikasyonlarin gelisimine katki saglamaktadir. AR gen
promotor bdlgesinde bu iki transkripsiyon faktorii i¢in baglama bolgeleri bulunmasi,
oksidatif stres ve hiperglisemi sartlarinda meydana gelen ARPE-19 AR protein
diizeylerindeki artisin NF-kB ve AP-1 ile iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
durumu belirlemek i¢in 5,5 mM, 25 mM, 50 mM ve 100 mM glukoz uyguladigimiz
ARPE-19 hiicrelerinde ilk 6nce NF-kB ve IkB-a protein diizeylerini ELISA yontemi
ile belirledik. Elde ettigimiz sonuglar, artan glukoz konsantrasyonuna bagli olarak
ARPE-19 hiicrelerinde NF-KB ve NF-kB’nin inhibitorii olan IkB-o’nin protein
diizeylerinin arttigin1 gostermektedir (Sekil 3.7 ve Sekil 3.10). Artan glukoz
konsantrasyonuna bagli olarak NF-kB’de meydana gelen bu artisin ARPE-19 AR
protein diizeylerini dogrudan etkiledigini diisiinmekteyiz. Ayrica, oksidatif stres
durumunun ARPE-19 hiicrelerindeki etkilerini belirlemek igin olusturdugumuz
H,0,’li ve Glukoz + H,0;’li gruplarimizda da hiperglisemiye benzer sekilde NF-kB
ve IkB-a protein diizeylerinin arttigini saptadik (Sekil 3.8 ve Sekil 3.11). Birbirini
destekler nitelikteki bu sonuglar, hiperglisemi ve oksidatif stres durumlarinda ARPE-
19 AR protein diizeylerinde meydana gelen artisin NF-KB ile yakindan iligkili
olabilecegini gostermektedir (Sekil 4.1).

Diger bir dnemli transkripsiyon faktorii olan AP-1’in 5,5 mM, 25 mM, 50 mM ve
100 mM glukoz uyguladigimiz ARPE-19 hiicrelerindeki degisimlerini belirlemek
icin Total c-jun ve Fosfo c-jun protein diizeylerini ELISA yontemi ile degerlendirdik.
Bilindigi gibi AP-1; fos ve jun altbirimlerinde meydana gelen dimerik bir proteindir
ve jun alt biriminin fosforillenmesi AP-1’in aktivasyonuna neden olarak hedef
genlerin transkripsiyonuna yol agmaktadir (Karin ve ark., 1997). Elde ettigimiz
sonuglar, artan glukoz konsantrasyonuna bagli olarak ARPE-19 hiicrelerinde Total c-
jun ve Fosfo c-jun protein diizeylerinin arttigini1 géstermektedir (Sekil 3.16 ve Sekil
3.19). Hiperglisemik sartlarda ARPE-19 hiicrelerinde Total c-jun ve Fosfo c-jun
protein diizeylerinde meydana gelen bu artisin hiicre i¢i AR protein diizeylerinin
artisina neden oldugunu diistinmekteyiz. Ayrica, oksidatif stres durumunun ARPE-19

hiicrelerindeki etkilerini belirlemek i¢in olusturdugumuz H,0,’li ve Glukoz +
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H20,’li gruplarimizda da hiperglisemiye benzer sekilde Total c-jun ve Fosfo c-jun
protein diizeylerinin arttigin1 saptadik (Sekil 3.17 ve Sekil 3.20). Elde ettigimiz bu
sonuglar, hiperglisemi ve oksidatif stres durumlarinda ARPE-19 AR protein
diizeylerinde meydana gelen artisin  AP-1 ile de iliskili olabilecegini

diisiindiirmektedir (Sekil 4.1).

Hiperglisemi ve oksidatif stres durumlarinda NF-kB ve AP-1 protein diizeylerinde
meydana gelen bu artisin hiicre i¢i ¢ok 6nemli iki sinyal yolag ile yakindan iligkili
oldugu diistiniilmektedir. Bu yolaklar; NF-kB ile iliskili olan PKC sinyal yolagi ve
AP-1 ile iligkili olan JNK sinyal yolagidir. PKC sinyal yolagi hiicre igerisinde ve
disarisinda bir¢ok onemli biyolojik olay1 kontrol eden bir yolaktir. Diyabette artan
DAG seviyelerine bagli olarak PKC aktivitesinde ve protein diizeylerinde meydana
gelen artis, hiicre i¢i NF-kB ve MAPK gibi 6nemli sinyal yolaklarinin aktivasyonuna
neden olmaktadir. Ozellikle retinada endotel ve perisit hiicrelerinde meydana gelen
PKC aktivasyonu DR patogenezinde 6nemli roller oynamaktadir (Way ve ark., 2001;
Khan ve Chakrabarti, 2007). Hiperglisemi ve oksidatif stres durumlarinda NF-kB ve
AP-1 protein diizeylerinde meydana gelen artisin PKC ile olan iligkisini belirlemek
i¢in ilk 6nce 5,5 mM, 25 mM, 50 mM ve 100 mM glukoz uyguladigimiz ARPE-19
hiicrelerinde PKC protein diizeylerini western blot yontemi ile degerlendirdik. Elde
ettigimiz sonuglar, ARPE-19 hiicrelerinde artan glukoz konsantrasyonuna bagh
olarak PKC protein diizeylerinin de arttigin1 gostermektedir (Sekil 3.5). PKC’de
meydana gelen bu artisin  oksidatif stres ile yakindan iligkili oldugunu
diisiinmekteyiz. Oksidatif stres durumunda 6zellikle PKC’nin & izoformunun
ekspresyonu artmakta ve aktif hale gecerek NF-kB aktivasyonuna neden olmaktadir
(Storz ve ark., 2004; Young ve ark., 2005). Bununla beraber, diyabette yiikselen
ROS GAPDH inhibisyonuna neden olarak DAG’iin prekiirsorii olan trioz fosfat
konsantrasyonunun artmasina Ve PKC aktivasyonuna neden olmaktadir (Craven ve
ark., 1990; Inoguchi ve ark., 1992; Shiba ve ark., 1993; Scivittaro ve ark., 2000).
Ayrica, AR enzim aktivitesine bagli olarak artan DAG seviyelerinin de PKC
aktivasyonuna neden oldugu yapilan caligmalar ile daha Once gosterilmistir
(Brownlee, 2001; Ramana ve ark., 2006b; Rolo ve Palmeira, 2006). H,0;’li ve
Glukoz + H,0’li gruplardan elde ettigimiz sonuglar ise, PKC protein diizeylerinin
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bu gruplarda da hiperglisemiye benzer sekilde arttigin1 gostermektedir (Sekil 3.6).
Elde ettigimiz tiim bu sonuglar hem hiperglisemi hem de oksidatif stres durumlarinda
ARPE-19 PKC protein diizeylerinin arttigin1 gostermekte ve bu konu iizerine daha
once yapilmis olan diger ¢alismalar ile benzer sonuglar ortaya koymaktadir (Koya ve
King, 1998; Konishi ve ark., 1997; Rolo ve Palmeria, 2006) (Sekil 4.1).

Daha o6nceki yapilan ¢alismalarda ARPE-19 hiicrelerinde PKC’nin a, B1, B2, 9, € ve
 izoformlarinin eksprese oldugu bildirilmistir (Wood ve Osborne, 1997; Wood ve
Osborne, 1998; Moriarty ve ark., 2000). Yapilan bir diger calismada ise bu
izoformlar arasinda yer alan PKCod’nin baskin izoform oldugu ve retinopati
gelisiminde oOnemli roller oynadigi gosterilmisticr (Young ve ark., 2005).
Calismalarimizda ARPE-19 PKC izoformlarinin tamamini yansitan western blot
sonuclarimiz  izoform spesifik degildir. ARPE-19 hiicrelerinde yaratilan
hiperglisemik ve oksidatif stres kosullarinin PKC izoformlarinin ekspresyonlar1 ve
aktiviteleri {izerine olan etkisi ve bu izoformlarin AR ile olan etkilesimi daha sonra

arastirilacak konular arasinda yer almaktadir.

Hiperglisemi ve oksidatif stres durumlarinda ARPE-19 PKC protein diizeylerinde
meydana gelen artisin NF-kB’nin disinda MAPK sinyal yolagi ile de iligkili
oldugunu diisiinmekteyiz. Daha 6nceki yapilan ¢aligmalarda yiiksek glukoza maruz
birakilan endotel hiicrelerinde PKC inhibisyonunun MAPK aktivasyonunu 6nledigi
gosterilmistir (Awazu ve ark., 1999; Tomlinson, 1999; Xin ve ark., 2004). MAPK
sinyal yolaginin JNK ailesi stres ve apoptotik sinyallerle yakindan iligkili bir ailedir
(Lewis ve ark., 1998). Bu ailenin, ARPE-19 hiicrelerinde meydana gelen AP-1
protein diizeylerindeki artigin majér sorumlusu oldugunu diisinmekteyiz. Bu durumu
belirlemek i¢in 5,5 mM, 25 mM, 50 mM ve 100 mM glukoz uyguladigimiz ARPE-
19 hiicrelerinde SAPK/JNK protein diizeylerini ELISA yontemi ile degerlendirdik.
Elde ettigimiz sonuglar, artan glukoz konsantrasyonuna bagli olarak SAPK/JNK
protein diizeylerinin de arttigini gostermektedir (Sekil 3.13). Ayrica, H,O,’li ve
Glukoz + H,07’li gruplarimizda da SAPK/INK protein diizeylerinin hiperglisemik
sartlara benzer sekilde arttigimi saptadik (Sekil 3.14). ARPE-19 hiicrelerinde

meydana gelen bu artisin c-jun’un fosforillenmesine neden olarak AP-1’in
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aktivasyonuna yol actigin1 ve boylelikle AR protein diizeylerinde artisa neden

oldugunu diisiinmekteyiz.

ARPE-19 hiicrelerinde hipergliseminin ve oksidatif stresin apoptoz iizerine olan
etkilerini belirlemek i¢in 5,5 mM, 25 mM, 50 mM ve 100 mM glukoz uyguladigimiz
ARPE-19 hiicrelerinde sitokrom c¢ protein diizeylerini ELISA yontemi ile
degerlendirdik. Bilindigi gibi sitokrom c’nin mitokondri yapisinin bozulmasi sonucu
sitozole salinmasi apoptozda geri doniilmez bir asamaya gelindiginin isaretidir. Elde
ettigimiz sonuglar, artan glukoz konsantrasyonuna bagli olarak ARPE-19
hiicrelerinde sitokrom c protein diizeylerinin de arttigin1 géstermektedir (Sekil 3.22).
Ayrica, HyO2’li ve Glukoz + H,0;’li gruplarimizda da sitokrom c¢ protein
diizeylerinin hiperglisemik sartlara benzer bir sekilde arttigini ve bu sonuglarin da
daha 6nce Choudhray ve arkadaslari tarafindan yapilan baska bir ¢alisma ile de
benzerlikler gosterdigini belirledik (Choudhray ve ark., 2005) (Sekil 3.23).
Hiperglisemi ve oksidatif stres durumlarinda ARPE-19 hiicrelerinde meydana gelen
apoptozun merkezi yolaginda NF-kB ve/veya PKC oldugunu diisiinmekteyiz. Clinkii,
diyabetin neden oldugu NF-kB aktivasyonu retina ve kapillerde proapoptotik olarak
ele alinmakta (Podesta ve ark., 2000; Kowluru ve ark., 2003) ve PKC NF-kB
aktivasyonuna neden olarak apoptozu tetiklemektedir. Bununla beraber, sitokrom c
diizeylerinde ve dolayisiyla apoptozda meydana gelen bu artisin PKC ile iligkili
farkli bir mekanizma ile de baglantili olabilecegi arastirmacilar tarafindan
vurgulanmaktadir. PKC izoformlarinin mitokondri igerisinde yer aldigi uzun
zamandir bilinmekle beraber, bu izoformlarin mitokondri icerisindeki fonksiyonlari
tam olarak bilinmemektedir (Noland ve Dimino, 1986; Wang ve ark., 2006). Yapilan
calismalarda oksidatif stres durumunda mitokondride PKCd akiimiilasyonunun
sitokrom c¢’nin salinmasina neden olan mitokondrial membran potansiyelinin
kaybedilmesine yol agtigt ve farkli hiicre tiplerinde apoptoza neden oldugu
bulunmustur (Li ve ark., 1998; Li ve ark., 1999; Majumder ve ark., 2000; Majumder
ve ark., 2001). Bu baglamda, ARPE-19 hiicrelerinde hiperglisemik ve oksidatif stres
durumlarinda meydana gelen sitokrom c artiginin bu yolak ile de iliskili olabilecegini

diisiinmekteyiz (Sekil 4.1).
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Ayrica, diyabetin yarattigi endoplazmik retikulum (ER) stresi PKC6’'nin ER
yiizeyinde yer alan Abl I ile kompleks yapmasina neden olmaktadir. PKC3-Abl |
kompleksi ise JNK bagimli yolaklar1 aktive etmekte ve mitokondriden sitokrom c
salinimma neden olmaktadir (Vannuvel ve ark., 2013). Bu yolak diyabette
mitokondriyel stres ve ER stresi arasindaki iligkinin hiicrenin kaderinde 6nemli bir
yer tutmasi bakimindan énemlidir. PKC’nin ve dolayisiyla AR’in bu yolakta 6nemli

gorevler tistlenmesi ise bu iki yolaginin 6nemine dikkat ¢ekmektedir.

2006 yilinda Ramana ve arkadaslar1 tarafindan VSCM ve makrofaj hiicrelerinde
yapilan bir calismada, oksidatif stresin neden oldugu NF-kB aktivasyonunda AR’1n
¢ok Onemli bir yer tuttugu belirlenmistir. Bu calismaya gore; AR enziminin bir
substrat’t olan GS-HNE’nin, enzimin aktivitesi ile GS-DHN’ye doniismesi ve GS-
DHN’nin de PKC aktivasyonuna neden olarak NF-kB yolunu aktive ettigi
bulunmustur (Ramana ve ark., 2006a). 2008 yilinda Nambu ve arkadaslari tarafindan
rat lens epitel hiicrelerinde yapilan bir baska ¢alismada ise, AR inhibisyonunun NF-
kB bagimli apoptozu 6nledigi gosterilmistir (Nambu ve ark., 2008). Calismamizda
ARPE-19 hiicrelerinde AR enzimin sorbinil ile inhibisyonunun, PKC ve hiicre i¢i
yolaklara olan etkilerini belirlemek i¢in olusturdugumuz Sorbinil ve Glukoz +
Sorbinil gruplarinda AR ve PKC protein diizeylerini western blot yontemi ile
degerlendirdik. Elde ettigimiz sonuglar, sorbinil uyguladigimiz grupta AR protein
diizeylerinin kontrol grubuna gdére anlamli olarak degismedigini, Glukoz + Sorbinil
uyguladigimiz grupta ise kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigini
gostermektedir (Sekil 3.4). Sorbinil uyguladigimiz grupta AR protein diizeylerinde
kontrol grubuna gore degisim olmamasi, muhtemelen hiicre i¢i oksidatif stres
diizeylerinin kontrol grubuna gore degismemesinden kaynaklanmaktadir (Sekil 3.27
ve Sekil 3.30). Glukoz + Sorbinil uyguladigimiz grupta ise AR protein diizeylerinde
meydana gelen artisin  sebebinin yiiksek glukoz konsantrasyonu oldugunu

diistinmekteyiz.

Sorbinil ve Glukoz + Sorbinil gruplarimizdan elde ettigimiz dnemli sonuglardan iki
tanesini, MDA miktar ve GSH-Px enzim aktivite sonuglar1 olusturmaktadir. ARPE-

19 hiicrelerinde sadece sorbinil uyguladigimiz grupta MDA miktarinda ve GSH-Px
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enzim aktivitesinde kontrol grubuna gore anlamli herhangi bir degisim
belirlenmezken, glukoz + sorbinil uyguladigimiz grupta MDA miktarinda ve GSH-
Px enzim aktivitesinde anlamli artis belirlenmistir (Sekil 3.27 ve Sekil 3.30).
Bununla beraber, glukoz + sorbinil uyguladigimiz grupta meydana gelen MDA
artisinin, 50 mM Glukoz grubundan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Glukoz +
Sorbinil grubunda 50 mM Glukoz grubuna gore daha fazla MDA olusmasinin
nedeninin, AR enziminin sorbinil ile inhibisyonunun bir sonucu oldugunu
diisinmekteyiz. AR enzimi, lipid peroksidasyonu son firiinlerini substrat olarak
kullanmakta ve Glukoz + Sorbinil grubunda AR enzimi sorbinil ile inhibe oldugu
icin MDA miktar1 50 mM glukoz uyguladigimiz gruba gore daha yiiksek
cikmaktadir. Bununla beraber, glukoz + sorbinil uyguladigimiz grupta kontrol
grubuna gore GSH-Px enzim aktivitesinde meydana gelen artig, 50 mM glukoz
uyguladigimiz grup ele alindiginda anlamli bir azalis olarak tespit edilmistir (Sekil
3.30). 50 mM glukoz uyguladigimiz grupta oksidatif stres sonucu kontrol grubuna
gore anlamli bir GSH-Px enzim aktivite artis1 meydana gelirken, glukoz + sorbinil
uyguladigimiz grupta 50 mM Glukoz grubuna gore sorbinilin etkisiyle anlamli bir
GSH-Px enzim aktivite azalis1 belirlenmistir. Bu durum muhtemelen hiicre igi sinyal

yolaklariyla, 6zellikle AR’1n etkiledigi PKC ve NF-kB ile yakindan iligkili olabilir.

Calismamizda, sorbinilin APRE-19 hiicrelerinde PKC protein diizeylerine olan
etkilerini belirlemek i¢in olusturdugumuz Sorbinil ve Glukoz + Sorbinil gruplarinda
western blot yontemi ile protein diizeylerini degerlendirdik. Elde ettigimiz sonuglar,
Sorbinil ve Glukoz + Sorbinil gruplarinda PKC protein diizeylerinin arttiini
gostermektedir (Sekil 3.6). Her ne kadar PKC protein diizeylerinde kontrol grubuna
gore anlamli bir artis saptamis olsak da, PKC’nin aktivitesini sorbinilin etkisiyle
gosteremedigini diistinmekteyiz. Bu diisincemizin baslica nedenini; Glukoz +
Sorbinil grubunda NF-kB ve IkB-o protein diizeylerinin 50 mM Glukoz grubuna
gore daha diisiik ¢ikmasi olusturmaktadir (Sekil 3.9 ve Sekil 3.12). AR inhibit6rii
olan sorbinilin etkisiyle ARPE-19 hiicrelerinde her ne kadar PKC protein diizeyleri
artig gosterse de, bu artisin enzim aktivitesine yansimadigimi ve hiicre i¢i NF-kB
protein diizeylerinin 50 mM Glukoz grubuna gore daha diisiik seyretmesinin

nedeninin bu aktivite azalist oldugunu diisinmekteyiz. Ayrica, Glukoz + Sorbinil
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grubunda 50 mM Glukoz grubuna gore meydana gelen GSH-Px enzim aktivite
diislisiiniin, NF-kB protein diizeylerinde meydana gelen azalmadan kaynaklandigini

diistinmekteyiz (Sekil 3.30).

ARPE-19 hiicrelerinde SAPK/INK protein diizeylerinde sorbinil uygulanmis grupta
kontrole gore her hangi bir degisim belirlenmezken, Glukoz + Sorbinil grubunda 50
mM Glukoz grubuna gore azalma belirlenmistir (Sekil 3.15). SAPK/JNK protein
diizeylerinde meydana gelen bu azalmanin, PKC aktivitesi ile yakindan iliskili
oldugunu ve dolayisiyla JNK sinyal yolaginin AR enzim aktivitesine bagimli
oldugunu disiinmekteyiz. Bununla beraber, JNK sinyal yolagiyla iliskili olan Total
c-jun ve Fosfo c-jun protein diizeylerinde sorbinil uygulanmis grupta kontrol
grubuna gore anlamli her hangi bir degisim belirlenmezken, glukoz + sorbinil
uygulanmig grupta 50 mM glukoz grubuna gore anlamli azalma belirlenmistir (Sekil
3.18 ve Sekil 3.21). ARPE-19 hiicrelerinde sorbinilin etkisiyle ortaya g¢ikan bu
durum, hiicre ici AP-1’in PKC ve dolayisiyla AR enzimi ile de iliskili oldugunu
diisiindiirmektedir. Ozellikle olusturulan retinopati modellerinde JNK sinyal yolunun
inhibisyonunun neovaskiilarizasyonu Onleyerek retinopati gelisimini durdurdugu
(Guma ve ark., 2009) géz Oniine alinirsa, AR inhibitorlerinin retinopati tedavisinde

kullanilabilecegi varsayilabilir (Sekil 4.1).

AR enziminin PKC ve NF-kB ile olan yakin iligskisi ARPE-19 hiicrelerinde apoptozu
etkilemektedir. Calismamizda sadece sorbinil uygulanan grupta kontrol grubuna gore
ve glukoz + sorbinil uygulanan grupta da ise 50 mM Glukoz grubuna gore sitokrom ¢
protein diizeylerinin azaldigini belirledik (Sekil 3.24). Elde ettigimiz bu sonuglar;
ARPE-19 hiicrelerinde apoptozun NF-kB ve/veya PKC ile iliski igerisinde oldugunu
ve bu iligkinin AR enzim aktivitesine bagimli oldugunu diisiindiirmektedir (Sekil
4.1).

PKC aktivatorii olan PMA DAG bagimli PKC izoformlar iizerine etki etmekte ve
onlarin aktivasyonlarina neden olmaktadir (Cosentino-Gomes ve ark., 2012).
Bununla beraber, PMA’nin hiicre kiiltiirii ortamindaki uzun siireli uygulamas: (24

saat veya daha fazla) PKC izoformlarmin hiicre igi protein diizeylerinin diismesine
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yol agmaktadir (Adams ve Gullick, 1989; Kiningham ve ark., 2004). Calismamizda
PMA’nin ARPE-19 hiicrelerinde AR ve PKC iizerine olan etkilerini belirlemek i¢in
olusturdugumuz PMA ve Glukoz + PMA gruplarinda western blot degerlendirmeleri
gerceklestirdik. Elde ettigimiz sonuglar; PMA ve Glukoz + PMA gruplarinda PKC
protein diizeylerinin azaldigimi gostermektedir (Sekil 3.6). PKC protein diizeylerinde
meydana gelen bu azalma, 24 saat PMA uygulamasimin bir sonucudur. Glukoz +
PMA grubunda meydana gelen PKC protein diizeylerindeki azalisin, Sadece
PMA’nin uygulandigi gruba gore daha fazla olmasi glukozun PMA’nin etkisini
artirdigin1 gostermektedir. Yapilan bir ¢alismada RPE hiicrelerinde 24 saat PMA
uygulanmasinin PKC-3 protein diizeylerinini azalttigi, buna karsilik diger
izoformlarda bu azalmanin 48 saat sonra gergeklestigi saptanmistir (Young ve ark.,
2005). Calismamizda ARPE-19 hiicrelerinde 24 saat PMA uygulamasina bagl olarak
PKC protein diizeylerinde meydana gelen azalisin sadece PKCo izoformunda
gerceklestigini yapilan bu ve diger ¢alismalari referans alarak diisiinmekteyiz (Young
ve ark., 2005).

Calismamizda PMA’nin ARPE-19 hiicrelerinde NF-kB ve IkB-a iizerine olan
etkilerini belirlemek i¢in yaptigimiz ELISA degerlendirmelerinde; PMA grubunda
NF-kB protein diizeylerinin kontrole gore anlamli olarak azaldigini belirledik (Sekil
3.9). Benzer sekilde olusturdugumuz Glukoz + PMA grubunda ise NF-kB protein
diizeylerinin hem kontrol grubuna goére hem de 50 mM Glukoz grubuna gore anlamli
olarak daha diisiik oldugunu saptadik (Sekil 3.9). Bununla beraber, PMA grubunda
IkB-a protein diizeylerinde kontrol grubuna gore herhangi bir anlamli degisim
gozlenmezken, Glukoz + PMA grubunda 50 mM Glukoz grubuna gére anlamli bir
diisme gézlenmistir (Sekil 3.12). Elde ettigimiz bu sonuglar, PMA’nin etkisiyle PKC
protein diizeylerinde meydana gelen azalmanin enzimin aktivitesine de yansidigini
gostermektedir. PKC aktivitesinde meydana gelen bu azalmanin ise ARPE-19

hiicrelerinde NF-kB protein azalisinin temel nedeni oldugunu diisiinmekteyiz.

PMA’nin APRE-19 hiicrelerinde AP-1 {izerine olan etkilerini belirlemek igin
yaptigimiz total c-jun ve fosfo c-jun ELISA degerlendirmelerinde; PMA grubunda

total c-jun protein diizeylerinin kontrol grubuna gore artis gosterdigini, fosfo c-jun
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protein diizeylerinin ise kontrol grubuna goére anlamli bir degisim gostermedigini
belirledik (Sekil 3.18 ve Sekil 3.21). Buna karsilik, olusturulan Glukoz + PMA
grubunda ise hem total c-jun hem de fosfo c-jun protein diizeylerinin 50 mM Glukoz
grubuna gore daha diisiik oldugunu saptadik (Sekil 3.18 ve Sekil 3.21). Glukoz +
PMA grubunda fosfo c-jun protein diizeylerinde meydana gelen bu disiis,
muhtemelen PKC’nin etkiledigi JNK sinyal yolag ile yakindan iliskidir. Yaptigimiz
degerlendirmelerde PMA uygulanan grupta kontrol grubuna goére anlamli bir
SAPK/INK protein diizeyi artis veya azalisi goézlenmezken, Glukoz + PMA
uygulanan grupta ise hem kontrol grubuna gore hem de 50 mM Glukoz grubuna gére
daha diisik SAPK/JNK protein diizeyleri gozlenmistir (Sekil 3.15). Bu sonuglar,
ARPE-19 hiicrelerinde PMA’nin etkisiyle meydana gelen PKC protein miktar
azaligiin JNK sinyal yolagini ve dolayisiyla AP-1’1 etkiledigini gostermektedir.

Calismamizda PMA’nin ARPE-19 AR enzimi lizerine olan etkisini belirlemek icin
yaptigimiz western blot degerlendirmelerinde, hem PMA grubunda hem de Glukoz +
PMA grubunda AR protein diizeylerinin azaldigimi belirledik (Sekil 3.4). Bu
durumun PMA’nin neden oldugu PKC protein azalisginin hiicre i¢i NF-kB ve AP-1
gibi transkripsiyon faktorlerinde meydana getirdigi diisme ile iliskili olabilecegini

diistinmekteyiz.

PMA’nin oksidatif strese olan etkilerini belirlemek i¢in ARPE-19 hiicrelerinde
olusturdugumuz PMA ve Glukoz + PMA gruplarinda MDA miktar ve GSH-PX
enzim aktivite tayini gerceklestirdik. Elde ettigimiz sonuglar; PMA’nin kontrol
grubuna goére anlamli MDA artisina neden oldugunu, buna karsilik GSH-PX enzim
aktivitesinde kontrol grubuna gore anlamli herhangi bir degisime neden olmadigini
gostermektedir (Sekil 3.27 ve Sekil 3.30). Ayrica, olusturdugumuz Glukoz + PMA
grubunda yaptigimiz MDA miktar ve GSH-Px aktivite tayininde, MDA miktarinin
hem kontrol grubuna goére hem de 50 mM Glukoz grubuna gore daha yiiksek
oldugunu, buna karsilik GSH-Px enzim aktivitesinin hem kontrol grubuna gore hem
de 50 mM Glukoz grubuna gore daha diisiik oldugunu saptadik (Sekil 3.27 ve Sekil
3.30). Bu durum PMA’nm etkisiyle meydana gelen PKC protein diizey azaliginin
ARPE-19 hiicrelerinde neden oldugu NF-kB azalisi ile iligkili olabilir. Glukoz +
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PMA grubunda NF-kB protein diizeylerinde meydana gelen azalisin, GSH-Px ve AR
gibi antioksidan savunmada gorev alan enzimleri etkiledigini ve ekspresyonlarinda
diismeye neden oldugunu diisiinmekteyiz. Bununla beraber, antioksidan enzimlerde
meydana gelen bu diismenin hiicre i¢i oksidatif stresi artirdigii ve MDA’da

meydana gelen artisin ise bu durumla yakindan iliskili oldugunu diisiindiirmektedir.

Calismamizda PMA’nin ARPE-19 hiicrelerinde apoptoza olan etkilerini belirlemek
icin yaptigimiz ELISA degerlendirmelerinde, hem PMA’l1 grupta hem de Glukoz +
PMA’l1 grupta sitokrom ¢ protein diizeylerinin distiigiini belirledik (Sekil 3.24). Bu
durum muhtemelen ARPE-19 hiicrelerinde PKC ve/veya PKC’nin etkiledigi NF-kB
protein diizeylerin azalmasi ile iliskilidir. Proapoptotik olarak algilanan NF-kB’nin
protein diizeylerinde ve/veya mitokondriden sitokrom ¢ salinimina neden olan PKCS
protein diizeylerinde meydana gelen azalmanin bir sonucu olarak, PMA ve Glukoz +
PMA gruplarinda apoptozun azalma gostermis olabilecegini diistinmekteyiz (Sekil
4.1).
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda ARPE-19 hiicrelerinde hiperglisemi ve oksidatif stres durumlari
yaratilarak AR, PKC, apoptozis ve hiicre i¢i sinyal yolaklarinin olaya katilimi
degerlendirilmistir. Calisma sonucunda glukoz uygulamasinin ancak ¢ok yiiksek
dozlara c¢ikildiginda (50 mM Glukoz) toksik etki yarattig1 tespit edilmistir. Buna
karsilik diyabet tanisi i¢in belirlenen glukoz konsantrasyonlarinin (7.0 mM) ARPE-
19 hiicrelerinde tek basina herhangi bir toksik etki yaratmadigi belirlenmistir. Bu
durum ARPE-19 hiicrelerin hiperglisemiye dayanikli olduklarini diisiindiirmektedir.
Bununla beraber, ARPE-19 hiicrelerinde yiiksek glukoz konsantrasyonlariyla olusan

hasarin, oksidatif stres ile beraber belirginlestigi saptanmustir.

Yaptigimiz ¢alismalarda hem hiperglisemi hem de oksidatif stres kosullarinda AR ve
PKC protein diizeylerinin arttig1 belirlenmistir. AR ve PKC protein diizeylerinde
meydana gelen bu artis, uygulanan glukoz konsantrasyonuna bagli olarak
artmaktadir. Hiperglisemi durumunda AR ve PKC protein diizeylerinde meydana
gelen bu artisin majér nedeninin oksidatif stres oldugunu diistinmekteyiz. AR
enziminin hiicre i¢i protein diizeylerinin NF-KB ve AP-1 gibi redoks diizenleyici
faktorler tarafindan degismesi ve AR inhibitorii olan sorbinilin varliginda hiicre ici
oksidatif stresin artmasi, AR enziminin antioksidan savunmadaki roliiniin énemini
vurgulamaktadir. Bu goriis yapilan baska caligmalarla da desteklenmistir. Fakat AR
enziminin fizyolojik fonksiyonun ¢esitliligi enzimi tek bir yolak iizerinden
aciklamaya yetmemektedir. Bu baglamda, ARPE-19 hiicrelerinde AR enzimin

onemli bir antioksidan savunma elemani oldugunu diisiinmekteyiz.

Calismamizda hiperglisemi ve oksidatif stres durumlarinda PKC protein
diizeylerinde meydana gelen artisin NF-kB ve AP-1’i dogrudan etkileyerek AR
protein diizeylerinde artisa neden oldugunu disiinmekteyiz. Bununla beraber,
PMA’nin neden oldugu PKC protein diizeylerinin diismesinin ise AR protein
diizeylerinde diismeye neden oldugu saptanmistir. Bu sonuglar, AR protein

diizeylerinin PKC ile siki bir iliski igerisinde oldugunu ve PKC’de meydana gelen
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degisimlerin dogrudan NF-kB ve AP-1’i etkileyerek AR protein diizeylerinde

degisime neden olabilecegini gostermektedir.

AR inhibitorii sorbinilin PKC aktivitesinde azalmaya neden olarak NF-kB ve AP-1
gibi redoks transkripsiyon faktorlerinin protein diizeylerinde diismeye neden
oldugunu diisiinmekteyiz. Bu durum, PKC’nin AR enzimi ile siki bir iliski igerisinde
oldugunu disiindiirmektedir. PKC sinyal yolaginin hiicre i¢i iliskili oldugu diger
yolaklar diisiiniildiigiinde, AR ve PKC arasindaki bu iliskinin 6nemi daha iyi
anlasilmaktadir. Bununla beraber, ileride yapilacak olan AR ve PKC aktivite

Ol¢limleri sonuglara 6nemli katkida bulunacaktir.

Calismamizda hiperglisemi ve oksidatif stres durumlarinda ARPE-19 hiicrelerinde
apoptozun arttig1 belirlenmistir. ARPE-19 hiicrelerinde meydana gelen apoptozun
nedeninin pivotal etki gosteren NF-kB ve/veya PKC olabilecegini diisiinmekteyiz.
AR inhibitérii olan sorbinil ile yaptigimiz degerlendirmelerden elde ettigimiz
sonuglar, sorbinilin apoptozu onledigini gostermektedir. Bu durumun AR inhibitorii
olan sorbinilin etkisi ile NF-kB protein diizeylerinde meydana gelen diisme ile iligkili
olabilecegini  diisiinmekteyiz. Diyabetik retinopatinin ilerleyisi g6z Oniine
alindiginda, retinada meydana gelen birincil degisim olan perisit hiicre kayb1 ve
endotelin yapisinin bozulmasi apoptozun Onemine dikkat ¢ekmektedir. Bununla
beraber, AR inhibitorii sorbinilin SAPK/INK protein diizeylerinde azalmaya neden
oldugu belirlenmistir. Retinopati  gelisiminde bu yolagin inhibisyonunun
neovaskiilarizasyonu Onledigi daha Onceki yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir.
Ayrica, yapilan bir baska calismada ise neovaskiilarizasyonda 6nemli bir faktor olan
VEGF’in PKC ile siki bir iliski igerisinde oldugu ve PKC aktivitesinin artmasinin
VEGF artisina neden oldugu gosterilmistir. Bu baglamda AR inhibitorii olan
sorbinilin hem retinopatinin baslangi¢ evresinde apoptozu 6nlemek i¢in hem de ileri
evresinde neovaskiilarizasyonu Onlemek ig¢in tedavi amagli kullanilabilecegi

varsayilabilir.

Oksidatif stres, PKC ve AR enzimi arasindaki bu iligki retinopati basta olmak iizere

diger diyabetik komplikasyonlarin da gelisiminde 6nemli bir yer tutmaktadir.
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Yaptigimiz ¢alisma bu ii¢ temel mekanizmanin siki bir sekilde birbirine bagh
oldugunu gostermektedir. AR enziminin antioksidan savunma ve PKC sinyal
yolagindaki fonksiyonlar1 disiiniildiigiinde, enzimin sorbinil veya diger inhibitor
maddeler ile inhibisyonunun dogru bir yaklasim olmadigini diisiinmekteyiz. Fakat
farkli fonksiyonel ozellikler gosteren bu enzimin doku bagimli olarak diigiiniilmesi
ve enzimin inhibisyonunun hiicre icin yarar/zarar iliskisinin dogru bir sekilde
degerlendirilmesi gerektigini Onermekteyiz. In vitro-in vivo sistem analizleri ve
farkli hiicre serileri ile yapilacak olan ko-kiiltiir ¢alismalarinin sonuglara katkida

bulunabilecegini diisiinmekteyiz.
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OZET

In Vitro Diyabetik Retinopati Modelinde Aldoz Rediiktaz Enzimi ile Protein Kinaz C
Sinyal Yolagmn liskisi

Diyabetik retinopati; retinanin prekapiller arteriollerini, kapillerini ve veniillerini etkileyen
onemli bir mikroanjiyopatidir. Tiim diyabetik bireylerin yaklasik olarak % 90’nindan
fazlasinda zaman igerisinde gelismekte ve bireylerde ciddi saglik sorunlarina neden
olmaktadir. Diyabetin retinal, noral, renal ve vaskiiler diizensizliklerinin nedenlerini
aciklayan birka¢ molekiiler mekanizma bulunmaktadir. Bunlar; ileri glikasyon son
tirlinlerinin olusumu, oksidatif stres, heksozamin yolagi, PKC sinyal yolagi ve poliol
yolagidir. Bu mekanizmalar arasinda yer alan PKC sinyal yolagi ve AR enzimi ile iligkili
olan poliol yolaginin siirekli etkilesim halinde oldugu biliniyor ise de, insan retinal
hiicrelerinde AR inhibisyon ve aktivasyonunun hiperglisemi ve oksidatif kosullarda PKC
diizey ve aktivasyonuna etkisi, bu etki sonucu hiicresel ¢ogalma ve apoptozun nasil
etkilendigi net olarak bilinmemektedir. Bu ¢alismada ARPE-19 hiicrelerinde hiperglisemi ve
oksidatif stres kosullarinda AR ve PKC arasindaki etkilesim arastirilmistir. Bu amagla, AR
ve PKC protein diizeyleri western blot yontemi ile, oksidatif stres diizeyi MDA miktar ve
GSH-Px enzim aktivite tayini ile, NF-kB, IkB-a, Total c-Jun, Fosfo c-Jun, SAPK/INK ve
sitokrom ¢ protein diizeyleri ELISA yontemi ile belirlenmistir. ARPE-19 hiicrelerinde
hiperglisemi ve oksidatif stres kosullarinda AR ve PKC protein diizeylerinin arttigi tespit
edilmistir. Hiperglisemi durumunda AR ve PKC’de meydana gelen bu artigin major
nedeninin oksidatif stres oldugunu disiinmekteyiz. Hiperglisemi durumunda PKC’nin
etkiledigi NF-kB ve AP-1’in AR protein diizeylerinde artisa neden oldugu disiinilmektedir.
AR inhibitori olan sorbinilin PKC aktivitesinde azalmaya neden olarak hiicre i¢i NF-kB ve
AP-1 protein diizeylerinde diismeye neden oldugu ve apoptozu 6nledigi belirlenmistir. PKC
aktivatorii olan PMA’nin uzun siireli uygulamasinin ise AR protein diizeylerinde ve
apoptozda azalmaya neden oldugu saptanmistir. Oksidatif stres, PKC ve AR enzimi
arasindaki bu iliski retinopati basta olmak iizere diger diyabetik komplikasyonlarin da
gelisiminde onemli bir yer tutmaktadir. Yaptigimiz ¢alismalar bu {i¢ temel mekanizmanin
birbiri ile sik1 bir iliski igerisinde oldugunu gostermektedir. Bu baglamda, farkli fonksiyonel
Ozellikler gosteren AR enziminin doku bagimli olarak disiiniilmesi ve enzimin
inhibisyonunun hiicre i¢in yarar/zarar iliskisinin dogru bir sekilde degerlendirilmesi
gerektigini diisiinmekteyiz. Sonug olarak, in vitro diyabetik retinopati modelinde AR ve PKC
sinyal yolagi birbiri ile yakindan iligkilidir. Hiperglisemi ve oksidatif stres durumlarinda AR
ve PKC sinyal yolagi arasindaki bu iligki hiicresel bircok yolagin kontroliinde 6nemli roller
oynamaktadir.

Anahtar Sozciikler: Aldoz Rediiktaz, Hiperglisemi, Oksidatif Stres, Protein Kinaz C,
Retinopati.
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SUMMARY

Relation Between Aldose Reductase Enzyme and the Signal Pathway Of Protein Kinase
C in the In Vitro Diabetic Retinopathy Model

Diabetic retinopathy is an important microangiopathy which effects the pre-capillary
arterioles, capillaries and venules of retina. More than 90 % of all diabetic patients have
retinopathy within which causes serious health problems. Several molecular mechanisms
have been described to explain the retinal, neural and vascular disorders caused by diabetes.
Formation of advanced glycation products, oxidative stress, hexosamine pathway, PKC
pathway and polyol pathways are among of these mechanisms. Although it has been known
that the PKC signaling pathway and the aldose reductase related polyol pathway are
interacting with each other, it is not clearly known whether inhibition or activation of aldose
reductase in human retinal cells effects the PKC level and activity, cell proliferation and
apoptosis under hyperglycemia and oxidative conditions. In this study, the interaction
between AR and PKC in ARPE-19 cells have been investigated. For this purpose, AR and
PKC protein levels have been detected with western blot, oxidative stress level has been
measured by MDA and GSH-Px enzyme activity assays, NF-kB, 1kB-a, Total c-Jun, Fosfo
c-Jun, SAPK/INK and cytochrome c protein levels have been determined with ELISA. It has
been shown that AR and PKC protein levels increased in ARPE-19 cells under
hyperglycemia and oxidative stress conditions. We thought that the major reason of the
increasing in AR and PKC protein levels is oxidative stress. In hyperglycemia condition, NF-
kB and AP-1 protein levels which are effected by PKC are increased. Decrease in PKC
activity in the presence of AR inhibitor sorbinil causes decrease in intracellular NF-kB and
AP-1 protein levels and inhibits apoptosis. Long term incubation with PKC activator PMA
leads decreased apoptosis and AR protein levels. The relationship between oxidative stress,
PKC and AR is very important for the development of diabetic complications such as
retinopathy. Our studies have shown that these three mechanisms are closely related to each
other. In this context, the AR enzyme can be considered as tissue dependent and its
inhibition for the benefit/harm of the cell must be evaluated carefully. In conclusion, AR and
PKC pathways are closely related to each other in in-vitro diabetic retinopathy model. The
relation between AR and PKC signaling pathways under hyperglycemia and oxidative stress
conditions plays an important role in the control of various cellular pathways.

Key Words: Aldose Reductase, Hyperglycemia, Oxidative Stress, Protein Kinase C,
Retinopathy.
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