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1. GİRİŞ 

Diabetes mellitus (DM) dünya genelinde 347 milyondan fazla insanı etkileyen 

önemli bir sağlık sorunudur (WHO, 2011). İnsülin ve antidiyabetik ilaçların diyabet 

tedavisinde kullanılmaya başlanması her ne kadar diyabet hastalarının yaşam süresini 

uzatmış olsa da, diyabetin neden olduğu nefropati, nöropati ve retinopati gibi 

komplikasyonların görülme sıklığında belirgin bir artışa neden olmuştur. Diyabet ve 

diyabetle ilişkili olan bu komplikasyonlar tüm dünyada ve Türkiye'de morbitide ve 

mortalitenin majör nedenini oluşturmaktadır. 

Diyabetin mikrovasküler komplikasyonları arasında yer alan diyabetik retinopati 

(DR), tüm diyabetik bireylerin yaklaşık olarak % 90’nından fazlasında zaman 

içerisinde gelişmekte ve bireylerde körlüğe kadar giden ciddi sağlık sorunlarına 

neden olmaktadır (Kempen ve ark., 2004; Roy ve ark., 2004; Hirai ve ark., 2011). 

Retinopati, retinanın prekapiller arteriollerini, kapillerlerini ve venüllerini etkileyen 

önemli bir mikroanjiyopatidir (Hattat, 1993). Günümüzde diyabette kan şekeri 

regülasyonun sağlanması dışında retinopatinin oluşumunu engelleyecek koruyucu bir 

yöntem veya oluşmuş retinopatiyi ortadan kaldırabilecek bir tedavi 

bulunmamaktadır. Ancak periyodik izleme, erken tanı, kan glukoz düzeylerinin 

kontrol altında tutulması ve zamanında uygulanmış semptomatik tedaviler 

retinopatiye bağlı körlüklerin % 60-95’ini önleyebilmektedir (DCCT, 1993; 

Matthews ve ark., 2004). 

Retinopati tam olarak tedavisi mümkün olmayan bir komplikasyondur ve günümüzde 

bu amaç doğrultusundaki arayışlar halen devam etmektedir. Tedavi arayışında 

retinopati ve diğer komplikasyonlara neden olan ileri glikasyon son ürünlerinin 

(AGE) oluşumu, oksidatif stres, heksozamin yolağı, protein kinaz C (PKC) sinyal 

yolağı ve poliol yolağı mekanizmalarının anlaşılması önem kazanmaktadır. Bu 

mekanizmalar içerisinde yer alan PKC sinyal yolağı ve aldoz redüktaz (AR) 

enziminin retinopati oluşumundaki önemi, PKC sinyal yolağını ve AR enzimini 



2 

 

tedavi arayışında önemli birer aday haline getirmektedir. Bu nedenle, hem PKC hem 

de AR enziminin diyabette, oksidatif streste ve normal fizyolojik koşullarda 

birbirleriyle ve diğer yolaklarla olan ilişkilerinin ve fonksiyonlarının ortaya 

çıkarılması önem taşımaktadır. 

AR enzimi farklı dokularda yüksek düzeyde eksprese edilen ve aldehit 

metabolizmasında görev alan bir enzimdir. Diyabette glukozun AR enzimi 

aracılığıyla poliol yolundaki redüksiyonu, diyabete bağlı komplikasyonlarda önem 

kazanmaktadır. Her ne kadar AR inhibitörleri in vivo hayvan ve in vitro hücre 

kültürü modellerinde diyabete bağlı komplikasyonları önlemek amacıyla öneriliyor 

ve deneniyor ise de, klinik kullanımı günümüzde henüz mevcut değildir. Özellikle 

retinal hücrelerde AR enzim ekspresyonunun yüksek olması ve diyabetik 

retinopatinin oluşum sürecinde önemli roller üstlenmesi nedeniyle diyabete bağlı 

retinopati modellerinde AR enzim aktivitesi sıklıkla çalışılmaktadır (Srivastava ve 

ark., 2005; Obrosova ve Kador, 2011). 

PKC sinyal yolağı hücre içerisinde ve dışarısında permeabilite, kontraksiyon, 

ekstrasellüler matriks (ECM), hücre büyümesi, anjiyogenez, apoptoz ve enzim 

aktivite değişiklikleri gibi pek çok farklı hücresel süreci regüle etmektedir 

(Nishizuka, 1992; Oikawa ve ark., 1992; Nishizuka, 1995; Xia ve ark., 1996; Koya 

ve ark., 1997). Retinopatide özellikle nükleer faktör kappa B (NF-kB) gibi hücre içi 

transkripsiyon faktörlerinin aktivasyonuna neden olarak perisit hücre kaybına ve 

vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) gibi büyüme faktörlerinin 

ekspresyonlarında artışa neden olarak da neovaskülarizasyonun gelişimine katkı 

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

Genel olarak poliol ve PKC ilişkili yolakların sürekli etkileşim halinde olduğu 

biliniyor ise de, insan retinal hücrelerinde AR inhibisyon ve aktivasyonunun 

hiperglisemi ve oksidatif koşullarda PKC düzey ve aktivasyonuna etkisi, bu etki 

sonucu hücresel çoğalma ve mitokondrial ilişkili apoptozun nasıl etkilendiği net 

olarak bilinmemektedir. Bununla beraber, PKC yolunun aktivasyon ve 

inhibisyonunun retinal hücrelerdeki etkisi de net olarak henüz ortaya konulmamıştır.  
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Bu çalışmada; retinal fonksiyonlarda çok önemli olan epitel hücrelerin 

hiperglisemiye ve oksidatif hasara cevapları ve bu cevap esnasında AR ve PKC 

etkileşiminin belirlenmesi hedeflenmiştir. Çalışmada öncelikli olarak bu iki yol 

arasındaki net etkileşim belirlenerek, bu etkilerin hücrede koruyucu veya stresi 

artırıcı etkileri olup olmadığı hücre proliferasyonu, oksidatif stres düzeyi ve 

mitokondrial apoptozis ile belirlenecektir. Hiperglisemik süreçte hücre hasarının 

belirleyicisi gibi gözlenen ve algılanan AR enzim aktivitesinin antioksidan etkileri 

olduğu da göz önünde tutularak, hiperglisemik şartlarda meydana gelen AR enzim 

ekspresyonundaki artışın endojen strese bir cevap mı yoksa hücreye doğrudan hasar 

veren ve stresi artıran bir durum mu olduğu incelenecektir. 

Çalışma diyabet ve kanser gibi çok ciddi patolojik durumlarda hücre yaşam 

döngüsünün kaderinin belirlenmesinde çok önemli rol oynayan PKC sinyal 

yolağıyla, özellikle hiperglisemik süreçlerde metabolizmanın hücre siklusuyla 

etkileşimini sağlayan ve hücresel cevapları dengeleyici rolü olduğu düşünülen poliol 

yolağı arasındaki ilişkinin açığa çıkarılması açısından önem taşımaktadır. 

Çalışmalarımız sonucu elde edilecek bulgular hiperglisemi ve oksidatif hasarla 

ilişkili patolojik durumların altında yatan patofizyolojik mekanizmaları açıklamaya 

yönelik literatüre önemli katkılar sağlayacaktır. 

 

 

 

 



4 

 

1.1. Diabetes Mellitus’un Tanımı ve Sınıflandırması 

Diyabet; pankreasta üretilen insülin hormonunun aktivitesinde, sekresyonunda ya da 

her ikisinde meydana gelen hasar sonucu oluşan hiperglisemi ile karakterize 

metabolik bir hastalıktır (American Diabetes Association, 2013). 

Dünya Sağlık Örgütü’nün (World Health Organization (WHO)) 2008 yılında yaptığı 

bir araştırmaya göre; dünya üzerinde yaklaşık olarak 347 milyon diyabet hastası 

bulunmaktadır. Bu sayının 2030 yılına kadar ikiye katlanacağı ve diyabete bağlı 

ölümlerin dünya genelinde 7. sıraya yükseleceği tahmin edilmektedir (Danaei ve 

ark., 2011; Whiting ve ark., 2011; WHO, 2011). 

Hiperglisemi’nin neden olduğu semptomlar; akut ve kronik semptomlar olmak üzere 

ikiye ayrılmaktadır. Akut semptomlar; ketoasidoz ve nonketotik hiperosmolar 

sendromdur. Kronik semptomlar ise; poliüri, polidipsi, polifaji, kilo kaybı ve bulanık 

görmedir. Ayrıca, büyümede gerilik ve bazı belirli infeksiyonlara karşı duyarlılık da 

hipergliseminin neden olduğu kronik semptomlar arasında yer almaktadır (American 

Diabetes Association, 2013). 

Diyabetteki hiperglisemi insülin bağımsız olan retina, periferal sinir sistemi, böbrek 

medullası ve endotelyal dokular başta olmak üzere birçok dokuda hasara neden 

olmaktadır. Bu hasarın başlıca nedenleri arasında insülinin dokulardaki aktivitesinin 

azalmasına bağlı olarak karbohidrat, yağ ve protein metabolizmalarında meydana 

gelen değişimler yer almaktadır. Bu dokularda oluşan hasar zaman içerisinde 

ilerleyerek diyabette görülen komplikasyonların gelişimine neden olmaktadır 

(Haffner, 2006; Keenan ve ark., 2007). 

2003 yılında diyabet tanı kriterleri Amerikan Diyabet Birliği (American Diabetes 

Association (ADA)) tarafından yeniden düzenlenmiştir (Çizelge 1.1). 
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Çizelge 1.1. Diyabet Tanı Kriterleri (American Diabetes Association, 2013). 

1. HbA1C ≥ % 6,5 

2. Açlık 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 semptomları ya da hiperglisemik kriz ile beraber 

rastgele plazma glukozu ≥ 200 mg/dl (11,1 mmol/L) 

Çizelge 1.1’de yer alan kriterlerden herhangi birinin bulunması diyabeti işaret 

etmektedir. 

Diyabet etiyolojik olarak 4 gruba ayrılmaktadır. Bunlar; tip 1 diyabet, tip 2 diyabet, 

gestasyonel diyabet (GDM) ve diğer spesifik tiplerdir. 

1.1.1. Tip 1 Diyabet 

İnsülin sekresyonunun mutlak yokluğu ile meydana gelmektedir. Tip 1 diyabet; 

immün aracılı diyabet ve idiyopatik diyabet olmak üzere iki ana gruba ayrılmaktadır. 

1.1.1.1. İmmün Aracılı Diyabet 

İmmün aracılı diyabet “İnsüline Bağımlı Diyabet (Insulin Dependent Diabetes 

Mellitus (IDDM))” ya da “Gençlik Diyabeti (Juvenil Onset Diabetes Mellitus)” 

olarak da isimlendirilmektedir. Diyabetik bireylerin yaklaşık olarak % 5-10’u bu 

grup içerisinde yer almaktadır. Bu tip diyabette pankreasın beta adacık hücrelerinin 

hücresel aracılı otoimmün yıkımı söz konusudur. Klinik tablo beta adacık 

hücrelerinin % 80-90’ı harap olduktan sonra ani olarak ortaya çıkmaktadır. Beta 
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adacık hücrelerinin immün aracılı yıkımı esnasında oluşan adacık hücre antikorları 

(ICA), insüline karşı otoantikorlar, glutamat dekarboksilaz 65 (GAD 65) otoantikoru 

ve tirozin fosfataz IA-2 ve IA-2β otoantikorlarından bir veya daha fazlası açlık 

hiperglisemisi durumundaki bireylerin % 85-90’ının serumlarında gözlenmekte ve 

pankreasın harabiyeti ile birlikte bu otoantikorlar ortadan kalkmaktadır (Haller ve 

ark., 2005; Keenan ve ark., 2010). 

1.1.1.2. İdiyopatik Diyabet 

İdiyopatik diyabette insülin eksikliği söz konusu olmasına rağmen otoimmün beta 

adacık hücre harabiyeti gözlenmemekte ve beta adacık hücre yıkımına dair 

immünolojik kanıt bulunmamaktadır. Bu tip diyabet sıklıkla Afrikalılarda ve 

Asyalılarda gözlenmektedir (Pilona-Pinero ve Raskin, 2001; American Diabetes 

Association, 2013). 

1.1.2. Tip 2 Diyabet 

Tip 2 diyabet, insülin aktivitesine karşı direnç gelişimi ve bunu takiben insülin 

sekresyonun azalması sonucu meydana gelmektedir. Tip 2 diyabet “İnsüline Bağımlı 

Olmayan Diyabet (Non-Insulin Dependent Diabetes Mellitus (NIDDM))” ya da 

“Erişkin Başlangıçlı Diyabet (Maturity Onset Diabetes (MOD))” olarak da 

isimlendirilmektedir. Diyabetik bireylerin yaklaşık olarak % 90’ı tip 2 diyabetlidir ve 

tip 2 diyabet dünyada prevalansı en yüksek olan hastalıklardan bir tanesidir 

(American Diabetes Association, 2013). 

Tip 2 diyabette beta adacık hücrelerinin otoimmün yıkımı söz konusu değildir. 

Hastaların çoğu obezdir ve obezite tek başına insülin direncine neden olabilmektedir. 

Tip 2 diyabette hiperglisemi dereceli olarak arttığı ve hastalığın erken safhalarında 

hasta klasik diyabet semptomlarının farkında olmadığı için, çoğunlukla uzun yıllar 

boyunca teşhis edilememektedir (American Diabetes Association, 2013). 
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Tip 2 diyabet patogenezinin gelişmesinde birinci dereceden sorumlu olan faktör 

insülin direncidir. İnsülin direnci; normal konsantrasyondaki insülinin normalden 

daha az biyolojik yanıt oluşturması, başka bir deyişle glukoz kullanımını uyarma 

etkisinin azalması olarak tanımlanmaktadır. İnsülin direncini oluşturabilen veya 

artırabilen etkenler arasında; yaş, obezite ve fiziksel aktivite eksikliği başta olmak 

üzere birçok etken yer almaktadır (Alberti ve ark., 2007; Jain ve Saraf, 2008). 

1.1.3. Gestasyonel Diyabet (GDM) 

GDM, insülin antagonist hormonlarının en yüksek düzeylere ulaşması sonucu 

gebelikte gelişmektedir. GDM terimi, hastalık ilk kez gebelik esnasında ortaya 

çıktığı için kullanılmaktaydı. Fakat bu tanımlamanın getirdiği sınırlamalardan dolayı 

2008-2009 yılları arasında süren tartışmalardan sonra GDM için yeni tanı kriterleri 

belirlenmiştir (Çizelge 1.2). 

Çizelge 1.2. Gestasyonel Diyabet Tanı Kriterleri (American Diabetes Association, 

2013). 

24-28 haftalık gebe bireylere 8 saatlik açlıktan sonra 75 g glukoz OGTT ile 

uygulanır.  

Açlık 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. Diğer Spesifik Tipler 

Bu sınıf, kistik fibrozis gibi çeşitli hastalıkların, glukokortikoidler gibi bazı ilaçların 

ve belirli genetik bozuklukların neden olduğu diyabet tiplerini içermektedir (Taylor, 

1992; Pandit ve ark., 1993; American Diabetes Association, 2013). 
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1.2. Diyabetik Komplikasyonlar 

Diyabetik komplikasyonlar; akut ve kronik komplikasyonlar olmak üzere iki gruba 

ayrılmaktadır ve bireylerdeki morbidite ve mortalitenin majör nedenidir. Akut 

komplikasyonlar; ketoasidoz, laktik asidoz, nonketotik hiperosmolar koma ve 

hipoglisemi komasıdır. Kronik komplikasyonlar ise; arterlerin harabiyeti ile oluşan 

makrovasküler komplikasyonlar ve küçük kan damarlarının harabiyeti ile oluşan 

mikrovasküler komplikasyonlar olmak üzere iki gruba ayrılmaktadır. Makrovasküler 

komplikasyonlar arasında; kardiyovasküler hastalıklar, serebrovasküler hastalıklar ve 

periferik arter hastalıkları yer almaktadır. Diyabetin neden olduğu uzun süreli 

mikrovasküler komplikasyonlar arasında ise; renal bozukluklara yol açan nefropati, 

diyabetik ayak ülserine, gastrointestinal, ürogenital, kardiyovasküler ve seksüel 

bozukluklara neden olan nöropati ve görme kaybına neden olan retinopati yer 

almaktadır (Fishbein ve Palumbo, 1995, Bölüm 13; Wiernsperger ve Bouskela, 2003; 

Cheung ve ark., 2007; Juutilainen ve ark., 2007). 

1.2.1. Diyabetik Makrovasküler Komplikasyonlar 

1.2.1.1. Kardiyovasküler Hastalıklar 

Kardiyovasküler hastalıklar diyabetik hastalarda diyabetik olmayanlara oranla 4 kat 

daha fazla görülmektedir (Haffner ve ark., 1998; Bonora ve ark., 2002; Buyken ve 

ark., 2007). Bunun yanı sıra, diyabetli hastalarda diyabetik olmayanlara oranla 5 kat 

daha fazla miyokard infarktüsü görülmektedir (Haffner ve ark., 1998). Hiperglisemi, 

insülin direnci, dislipidemi, hipertansiyon ve kronik inflamasyon vasküler endotelde 

hasara yol açarak kardiyovasküler hastalıkların gelişimine neden olmaktadır 

(Beckman ve ark., 2002). 

Makrovasküler hastalıklardaki merkezi mekanizma; arter daralmasına neden olan 

aterosklerozdur. Diyabetteki hiperglisemi arter çeperinde mukopolisakkarit 
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sentezinin artmasına yol açmaktadır. Bu durum, düşük dansiteli lipoproteinlerin 

(LDL) arter çeperine hapsedilmesi için uygun ortamı hazırlamaktadır. 

Hipergliseminin neden olduğu oksidatif stres ise; bu LDL partiküllerinin 

oksitlenmesine neden olmaktadır. Bu sürecin ardından monositler arteriyel duvar 

içerisine sızarak makrofaj hücrelerine dönüşmekte ve okside LDL’leri fagosite 

ederek köpük hücrelerini oluşturmaktadırlar. Zamanla bu köpük hücreleri damar 

içerisinde birikerek aterosklerotik plakların oluşmasına ve arterlerin daralmasına 

neden olmaktadır (Parthasarathy ve ark., 1989; Farhangkhoee ve ark., 2005; 

Madamanchi ve ark., 2005a; Madamanchi ve ark., 2005b; Boyle, 2007). 

1.2.1.2. Serebrovasküler Hastalıklar 

Diyabet, felç kaynaklı ölümler için önemli bir risk faktörüdür (Haheim ve ark., 1995; 

Tuomilehto ve ark., 1996). Diyabetik bireylerde, diyabetik olmayanlara oranla 2-4 

kat daha fazla felç gözlenmektedir (Rohr ve ark., 1996; Folsom ve ark., 1999; Ohira 

ve ark., 2006). Hiperglisemi; intrakranial ve ekstrakranial ateroskleroz riskini 

artırarak serebrovasküler sirkülasyonu etkilemektedir (Fabris ve ark., 1994; 

Friedlander ve Maeder, 2000). Bununla beraber; proteinüri, mikroalbuminüri ve 

hiperürisemi felç için diğer diyabet ilişkili risk faktörleridir (Sasaki ve ark., 1995; 

Lehto ve ark., 1998; Guerrero-Romero ve Rodriguez-Moran, 1999). 

1.2.1.3. Periferik Arter Hastalıkları 

Periferik arter hastalıkları alt ekstremitelerde meydana gelen arter tıkanması ile 

karakterize bir hastalıktır (Kullo ve ark., 2003). Bu durum diyabetik bireylerin alt 

ekstremitelerinde fonksiyonel yetersizliğe neden olan acıya yol açmakta ve ilerleyen 

evrelerde diyabetik ayak ülserine veya alt ekstremite ampütasyonuna neden 

olabilmektedir (Vogt ve ark., 1994; Schainfeld, 2001; McDermott ve ark., 2004). 

Diyabetik bireylerde alt ekstremite ampütasyonu, diyabetik olmayan bireylere oranla 

15 kat daha fazla görülmektedir (Dickinson ve ark., 2002). 
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Periferik arter hastalıkları diyabetin şiddeti ve süresiyle yakından ilişkilidir (Jude ve 

ark., 2001; Al-Delaimy ve ark., 2004). Hiperglisemi, hipertansiyon, obezite, sigara 

kullanımı ve dislipidemi periferik damar hastalıkları için önemli risk faktörleridir 

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

1.2.2. Diyabetik Mikrovasküler Komplikasyonlar 

1.2.2.1. Diyabetik Nefropati 

Glomerülar filtrasyonun azalmasıyla beraber gelişen proteinüri ile karakterize bir 

komplikasyondur. Diyabetik nefropati genellikle tip 1 diyabetli hastalarda 5-10 yıl 

sonra gelişme gösterirken, tip 2 diyabetli hastalarda diyabet tanısı konduğu anda 

bulunmaktadır. Eğer tedavi edilmez ise, hastalarda üremi nedeni ile ölümlere neden 

olabilmektedir (Mogensen ve ark., 1983; Gross ve ark., 2005; KDOQI, 2007; 

American Diabetes Association, 2010). Ayrıca; böbrek hastalıklarının, kalp krizi ve 

felç gibi makrovasküler komplikasyonların gelişimi açısından da önemli bir risk 

faktörü olduğu bilinmektedir (Matsushita ve ark., 2010). 

Yüksek glukoz konsantrasyonu; böbreklerde glomerüler endotel hücrelerini, düz kas 

hücrelerini, mesangial hücreleri, podositleri, tübüler epitel hücreleri, inflamasyon 

hücrelerini ve miyofibroblastları etkilemektedir. Glomeruloskleroz, glomerüler bazal 

membran kalınlaşması, glomerüler hipertrofi, mesangial hücre genişlemesi, podosit 

hücre kaybı, renal hücre hipertrofisi ve tubulointerstial fibrozis diyabetik nefropati 

esnasında meydana gelen majör değişimlerdir. Bu değişimler sonucu; albüminüri, 

glomerüler filtrasyonda azalma, arteriel kan basıncında ve sıvı tutumunda artma 

gözlenmektedir (Mauer ve ark., 1984; Ziyadeh, 1993; Dalla-Vestra ve ark., 2000; 

Mason ve Wahab, 2003; Kolset ve ark., 2012). Diyabetik bireylerde gözlenen bu 

değişiklikler, zaman içerisinde bireylerde böbrek yetmezliğinin gelişmesine neden 

olmaktadır (Gilbertson ve ark., 2005). 
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Diyabetik nefropatinin oluşumu ve ilerlemesi oldukça karmaşıktır. Diyabetik 

nefropati gelişimine neden olan mekanizmalar arasında; renin-anjiotensin-aldesteron 

ve üretensin sistemi, profibrotik, dönüştürücü büyüme faktörü-β (TGF-β) ve tümör 

nekroz faktör-α (TNF-α) gibi inflamatuar sitokinler, PKC ve janus kinaz (JAK) gibi 

sinyal yolakları, poliol yolağı, AGE oluşumu ve oksidatif stres yer almaktadır (Şekil 

1.1) (Kolset ve ark., 2012; Arora ve Singh, 2013). 

                                                                                                                                         

Şekil 1.1. Diyabetik nefropati oluşumuna ve ilerlemesine neden olan moleküler 

mekanizmalar (Arora ve Singh, 2013). 

Günümüzde, diyabetik renal hastalıkların tedavisi için hedef alınan noktalar; sistemik 

kan basıncı ve/veya intraglomerüler hipertansiyondur. Bu amaçla en sık kullanılan 

ajanlar ise; anjiotensin dönüştürücü enzim inhibitörleri (ACE) (Lewis ve ark., 1993) 

ve anjiyotensin II reseptör antagonistlerileridir (ANG II) (Brenner ve ark., 2001). 

Fakat uygulanan bu strateji ve ajanlar diyabetik nefropatinin tedavisinde yetersiz 

kalmakta ve nefropatili hastaların sayısı her yıl artmaktadır (Zimmet, 2009). 
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1.2.2.2. Diyabetik Nöropati 

Diyabetik nöropati periferal sinir sisteminin somatik ve otonom bölümlerini 

etkileyen önemli bir komplikasyondur. Bununla beraber; omurilik (Roubicek ve ark., 

2009) ve merkezi sinir sistemini de etkilemektedir (Wessels ve ark., 2006). Diyabetik 

bireylerin yaklaşık olarak yarısından fazlasında zamanla nöropati gelişmekte (Abbott 

ve ark., 2011; Callaghan ve ark., 2012) ve bir veya daha fazla ekstremitenin 

ampütasyonuna neden olabilmektedir (Boulton ve ark., 2005). Klinik ilerleyişi 

genellikle geleneksel bir tablo sergilemektedir. Diyabetik nöropatinin ileri 

evrelerinde duyu yitimi, el ve ayaklarda titremeler ve ağrıda artma gözlenmektedir 

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

Yapılan bazı çalışmalarda, nöropati gelişiminde nöronal kan damarlarının sekonder 

öneme sahip olduğu vurgulanmakta ve nöron ve glialarda meydana gelen 

değişimlerin nöropatinin primer nedeni olduğu ileri sürülmektedir (Malik ve ark., 

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

Diyabetik nöropatinin gelişimine neden olan mekanizmalar arasında; poliol yolağı, 

AGE’lerin artışı, oksidatif stres ve PKC sinyal yolağı yer almaktadır (Negi ve ark., 

2011a). 

Diyabetik nöropati gelişimde sinirlerin uzunluğu önem kazanmaktadır. Uzun sinir 

uçları nöropati aşamasında ilk etkilenen bölgelerdir ve reflekslerde görülen zayıflık 

ve duyu kaybı bundan kaynaklanmaktadır. Dolayısıyla, diyabetik nöropatide ilk 

etkilenen bölgeler eller ve ayaklardır. Diyabetik nöropatiye neden olan mekanizmalar 

günümüzde tam olarak anlaşılamamış ve bu yüzden uygulanabilir bir tedavi yöntemi 

geliştirilememiştir. Bununla beraber, glisemik kontrolün sağlanması ve nöropatik 

acıların dindirilmesi belirli ölçülerde hastalara yardımcı olabilmektedir (Hosseini ve 

Abdollahi, 2013). 
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1.2.2.3. Diyabetik Retinopati 

DR, retinada meydana gelen geniş spektrumlu lezyonlar ile karakterize bir 

komplikasyondur. Tip 1 diyabetli hastaların tamamında, tip 2 diyabetli hastaların ise 

büyük bir çoğunluğunda zaman içerisinde gelişmektedir (Fong ve ark., 2003; 

Kempen ve ark., 2004; Roy ve ark., 2004; Hirai ve ark., 2011). 20-74 yaş arasındaki 

bireylerde görülmekte ve ileri evrelerinde körlüğe neden olmaktadır (Frank, 2004; 

Hirai ve ark., 2011). DR’de, vasküler permeabilitede artış, kapiller mikroanevrizma, 

kapiller dejenerasyon ve yeni kan damarlarının aşırı oluşumu (neovaskülarizasyon) 

meydana gelmektedir (Wilkinson ve ark., 2003). 

Retina, insan vücudundaki en aktif metabolizmaya sahip dokulardan bir tanesidir ve 

bu yüzden yüksek oksijen ve glukoz konsantrasyonuna ihtiyaç duymaktadır. Fakat 

glukozun retina hücrelerine girişi insülinden bağımsız olarak gerçekleşmekte ve 

yüksek glukoz konsantrasyonu retinada ciddi hasarlara neden olmaktadır (Kohner ve 

ark., 1995; Falcao ve ark., 2010). 

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

1-Nonproliferatif Diyabetik Retinopati (NPDR), 

2-Proliferatif Diyabetik Retinopati (PDR). 

NPDR, diyabetik retinopatinin başlangıç evresidir. Bu evrede hiperglisemi; perisit 

hücre kaybına ve bazal membran kalınlaşmasına neden olarak retina içerisindeki kan 

damarlarının yapısal bütünlüğünü, kan-retinal bariyeri ve vasküler permeabiliteyi 

bozmaktadır (Neely ve ark., 1998; Fong ve ark., 2003; Frank, 2004). Genellikle, bu 

evrede bireylerde herhangi bir görme kaybı sorunu yaşanmamaktadır. 

Retinal kapillerdeki dejenerasyonun artmasıyla beraber retinopatinin seyri 

şiddetlenmekte (Bresnick ve ark., 1976) ve retinopatinin ileri evresi olan PDR’ye 
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geçilmektedir. Bu evrede, neovaskülarizasyon, retina içerisinde sıvı birikimi, makula 

ödemi ve görmede yetersizlikler meydana gelmektedir. Daha ağır durumlarda ise; 

retinada kanama görülmektedir (Frank, 2004; Crawford ve ark., 2009). 

Neovaskülarizasyonun gelişmesinde ve ilerlemesinde, büyüme faktörleri önemli bir 

yer tutmaktadır. Özellikle VEGF seviyelerinde meydana gelen artış, DR seyrini 

şiddetlendiren en önemli etkenlerden bir tanesidir (Ohno-Matsui ve ark., 2002). 

Retinal kapiller, sıkı bağlantılı (tight-junctions) endotel hücrelerinden meydana 

gelmektedir ve bu nedenle hücreler arası geçirgenliği oldukça düşüktür. Endotel 

hücrelerin etrafını ise, yüksek miktarda aktin proteini içeren perisit hücreleri 

sarmaktadır (Şekil 1.2). Perisit hücreleri içerdiği aktin proteinlerinden dolayı 

kontraktil özelliğine sahiptir ve retinal kan akışını düzenlemektedir. Bunun yanı sıra; 

perisit hücreleri, kapiller yapının korunmasını ve endotel proliferasyonun önlenmesi 

gibi görevlerde de yer almaktadır. Endotel ve perisit hücreleriyle beraber diğer 

retinal hücreler olan müller hücreleri ve astrositler iç kan-retinal bariyerini 

oluşturmaktadır (Kaur ve ark., 2008). Bu bariyer retinal homeostasisin 

sürdürülmesini ve makromoleküllerin retinal dokuya geçişini önlemektedir. 

Hiperglisemiye bağlı perisit hücre kaybı, retinopatide görülen birincil değişimdir 

(Archer, 1999; Lorenzi ve Gerhardinger, 2001; Joussen ve ark., 2003). 

Hipergliseminin neden olduğu perisit hücre kaybı ile kan akışı düzenlenememekte ve 

gözde patolojik değişikler başlamaktadır. İlerleyen evrelerde, hiperglisemi; epitel 

hücrelerinin, müller hücrelerinin ve astrositlerin de ölümüne neden olarak retinal 

damarlar içerisinde yer alan bütün hücresel elemanların kaybına, kan-retinal 

bariyerin ortadan kalkmasına ve hipoksiye yol açmaktadır. Bu durum, kapiller 

kapanma olarak bilinmektedir (Khan ve Chakrabarti, 2003a; Khan ve Chakrabarti, 

2003b; Khan ve ark., 2006; Kaur ve ark., 2008). 

DR’de görülen diğer bir önemli değişim ise bazal membran kalınlaşmasıdır. Bu 

durumun temel nedeninin AGE’lerin artışı ve bazal membran ürünlerinin aşırı 

üretimi ile ilişkili olabileceği düşünülmektedir. Perisit hücre kaybı gibi bazal 

membran kalınlaşması da kapiller kapanmayı hızlandırmakta ve iskemik bölgeyi 
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genişletmektedir (Roy ve Lorenzi, 1996; Roy ve Sate, 2000; Roy ve ark., 2003; Kaur 

ve ark., 2008). 

 

Şekil 1.2. Retina’nın nörovasküler yapısı (Antonetti ve ark., 2012). 
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DR oluşumunun temel mekanizmaları, diğer komplikasyonlarda olduğu gibi çok 

karmaşıktır. Hücre kayıpları, bazal membran kalınlaşması, hiperglisemiye bağlı 

AGE’lerin artışı, AR ve PKC gibi bazı enzimlerin aktivitelerinde meydana gelen 

değişiklikler, artan oksidatif strese bağlı olarak nitrik oksit (NO) ve VEGF 

seviyelerindeki değişiklikler gibi pek çok faktör DR’nin gelişiminde önemli rol 

oynamaktadır. 

Glisemik kontrolün sağlanması ve kan basıncının düzenlenmesi, belirli derecelerde 

retinopatik bireylere yardımcı olabilmektedir (DCCT, 1993; UKPDS, 1998; 

Matthews ve ark., 2004). Bununla beraber; erken teşhis ile belirlenen retinopatinin 

lazerle tedavisi, retinopatik bireylerin % 90’nından fazlasında görme kaybını 

önleyebilmektedir (ETDRS, 1991). 

1.3. Diyabetik Retinopati Oluşumunda Rol Oynayan Temel Mekanizmalar 

Hiperglisemi, tüm diyabet tiplerinde ortak bir bulgudur ve dokularda istenmeyen 

zararlı etkilere yol açmaktadır. Hipergliseminin; retinal, nöral, renal ve vasküler 

düzensizliklere nasıl neden olduğunu açıklayan moleküler mekanizmalar 

bulunmaktadır. Bunlar; ileri glikasyon son ürünlerinin oluşumu, oksidatif stres, 

heksozamin yolağı, PKC yolağı ve poliol yolağıdır (Koya ve King., 1998; Brownlee, 

2001; Obrosova ve ark., 2003; Wendt ve ark., 2006). 

1.3.1. İleri Glikasyon Son Ürünlerinin (AGE) Oluşumu 

Diyabette kan glukoz seviyelerinin uzun süreli yüksekliği intrasellüler ve 

ekstrasellüler proteinlerde non-enzimatik glikasyonu artırmaktadır. Glukoz ve 

fruktoz gibi şekerler, proteinlerin serbest amino grupları ile reaksiyona girerek Schiff 

bazlarının oluşmasına neden olmaktadır. Oluşan bu Schiff bazları ise daha sonra 

yeniden yapılanarak, daha stabil bir yapıda olan Amadori ürünlerini meydana 

getirmektedir (Jakus ve Rietbrock, 2004). Glukoz ve proteinler arasında meydana 
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gelen ve ileri glikasyon son ürünlerinin oluşumuna neden olan bu reaksiyon 100 yıl 

önce keşfedilmiştir ve “Maillard Reaksiyonu” olarak bilinmektedir (Maillard, 1912). 

Reaksiyon; glukoz konsantrasyonu, pH ve zaman gibi birçok faktörden 

etkilenmektedir (Şekil 1.3). Reaksiyonun bir sonraki aşamasında ise; Amadori 

ürünleri, dehidrasyon, oksidasyon, fragmantasyon ve kondensasyon gibi kompleks 

reaksiyonlar geçirerek AGE’lerin oluşmasına neden olmaktadır. 
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Şekil 1.3. Maillard Reaksiyonu (Jakus ve Rietbrock, 2004). 

Protein glikasyonunun, fizyolojik olarak yaşlanmış proteinlerin tanımlanıp 

ubikitinasyon ile parçalanması için evrimsel bir yolak olduğu düşünülmektedir. 

Fakat, protein glikasyonunun kompleks özellikleri bu görüşün fazla basit olduğunu 

göstermektedir. Son yıllarda yapılan çalışmalar ile protein glikasyonunun, insülin 

sekresyonunu (Coughlan ve ark., 2011) ve sinyal yolağını da (Reddy ve ark., 2006; 

Cassese ve ark., 2008) düzenlediği gösterilmiştir. 
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Uzun süreli hiperglisemi ve oksidatif stres AGE’nin oluşumunu hızlandırmaktadır 

(Fu ve ark., 1994; Vlassara, 1997; Vlassara, 2001). Diyabette, sadece uzun ömürlü 

proteinler değil, kısa ömürlü proteinler de glikasyon ile daha hızlı bir şekilde 

değişime uğramakta ve hasara yol açmaktadır. Ayrıca, Krebs döngüsü metabolitleri 

ve glioksal gibi glikoliz metabolitleri, intrasellüler protein glikasyonunu glukozdan 

daha etkin bir şekilde artırmaktadır (Thornalley ve ark., 1999). 

AGE’nin ekstrasellüler oluşumu; matriks-matriks, hücre-hücre ve matriks-hücre 

etkileşimini etkilemektedir. Yapılan çalışmalarda, patolojik şartlar altında matrikste 

meydana gelen çapraz bağlanmalar ile ECM’de kalınlaşma meydana geldiği tespit 

edilmiştir (Corman ve ark., 1998; Kass ve ark., 2001; Chang ve ark., 2009). Tip IV 

kollajen gibi bazı bazal membran glikoproteinlerinde meydana gelen glikasyon ile 

proteinlerin sekonder yapısı ve katlanması değişmektedir. Bunun bir sonucu olarak 

da, hücre adezyonununda değişimler meydana gelmektedir (Kalfa ve ark., 1995; 

Mott ve ark., 1997; Shimizu ve ark., 2011). 

İleri glikasyon ile intrasellüler proteinlerin posttranslasyonel modifikasyonu, hücre 

içerisindeki proteinlerin fonksiyonlarını ve turnoverını doğrudan etkilemektedir. 

İntrasellüler AGE artışının majör nedeni glukozdur. Glukoz; glikolitik ürünlerin, 

Krebs döngüsü metabolitlerinin ve reaktif oksijen türlerinin (ROS) artışına neden 

olarak AGE’nin artışını sağlamaktadır (Hamada ve ark., 1996). 

AGE, patolojik etkilerinin bir kısmını hücresel reseptörler ile etkileşime girerek de 

gösterebilmektedir. Birçok AGE reseptörü bulunmasına rağmen (Lu ve ark., 2004; 

Sourris ve Forbes, 2009; Sourris ve ark., 2009; Yan ve ark., 2009), diyabette en fazla 

incelenen ve çalışılan reseptör, ileri glikasyon son ürünleri reseptörü (RAGE)’dür. 

RAGE; AGE, yüksek-hareketli grup protein B1 (HMGB1) (Nogueira-Machado ve 

ark., 2011), S100 kalsiyum bağlama proteini (Heizmann ve ark., 2007) ve β-amiloid 

gibi pek çok ligand için tanıma bölgesi içermektedir. Reseptörün fizyolojik rolünün, 

immün ve inflamatuar yanıt sinyal yolaklarının amplifikasyonunu sağlamak olduğu 

düşünülmektedir (Schmidt ve ark., 1995; Bierhaus ve ark., 2001; Yan ve ark., 2010). 

Yapılan çalışmalarda HMGB1’in RAGE ile ligasyonunun ekstrasellüler sinyal 
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düzenleyici kinaz 1/2 (ERK) ve NF-kB aktivasyonunu sağlayarak inflamatuar yanıta 

neden olduğu ve retinal vasküler bariyerin yapısını bozduğu gösterilmiştir (Nishino 

ve ark., 1995; Stitt ve ark., 1997; Mohamed ve ark., 1999; Yan ve ark., 2009). 

Ayrıca, AGE’nin RAGE ile ligasyonunun nikotinamid adenin dinükleotit fosfat 

(NADPH) oksidaz (Wendt ve ark., 2003) ve mitokondrial kaynaklı ROS’ların (Fu ve 

ark., 1994; Coughlan ve ark., 2009) üretimine de neden olduğu gösterilmiştir (Şekil 

1.4). 

 

Şekil 1.4. İleri glikasyon son ürünlerinin diyabetik komplikasyon oluşumuna etkisi 

(Manigrasso ve ark., 2013). 

İleri glikasyon, ekstrasellüler matriks proteinlerinin birikimini artırarak fibrozisi 

hızlandırabilmektedir (Cooper, 1998; Sourris ve ark., 2009). Yapılan çalışmalarda, 

yüksek glukoz düzeyinin (30 mM), retina ve böbrek mesangial hücrelerinde  kollajen 

ve fibronektin gibi ECM proteinlerinin mRNA’sını artırdığı gösterilmiştir (Cagliero 

ve ark., 1988; Cagliero ve ark., 1991; Hua ve ark., 2001). Ayrıca, diyabetik 

hayvanlar ile yapılan çalışmalarda, hayvanların retina bazal membranlarında tip IV 

kollajen miktarının arttığı tespit edilmiştir (Nishikawa ve ark., 2000b). Bunun yanı 

sıra, AGE; monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) gibi kemokinlerin (Yamagishi 

ve ark., 2002; Inagaka ve ark., 2003; Isoda ve ark., 2008), TGF-β1’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) ekspresyonlarını da artırarak neovaskülarizasyonu 

hızlandırabilmektedir. 

Diyabetik köpekler ile yapılan çalışmalarda spesifik non-enzimatik glikasyon 

inhibitörü olan aminoguanidinin, retinal mikroanevrizmayı ve perisit hücre kaybını 

önlediği gösterilmiştir (Kern ve Engerman, 2001). Buna karşılık, diyabetik 

hayvanlara AGE’nin eksojen verildiği çalışmalarda perisit hücre kaybının arttığı 

gözlenmiştir (Xu ve ark., 2003). 

1.3.2. Oksidatif Stres 

ROS ve reaktif nitrojen türleri (RNS), ekstrasellüler ve intrasellüler uyaranlara bir 

cevap olarak üretilmektedir. Ekstrasellüler uyaranlar arasında; TNF-α, insülin gibi 

bazı hormonlar, plateletten türeyen büyüme faktörü (PDGF) ve epitelyal büyüme 

faktörü (EGF) gibi bazı büyüme faktörleri yer almaktadır. Ekstrasellüler uyaranlar, 

plazma membran reseptörleri aracılığı ile reaktif türlerin (RS) üretimine neden 

olmaktadır. İntrasellüler uyaranlar arasında ise; NADPH oksidaz, nitrik oksit sentaz 

(NOS) ve ksantin oksidaz gibi enzimatik sistemler, mitokondrial elektron transport 

zinciri ve sitokrom p450 gibi detoksifikasyon mekanizmaları yer almaktadır (Dröge, 

2002; Zangar ve ark., 2004; Bedrad ve Krause, 2007; Pacher ve ark., 2007; Zhang ve 

Gutterman, 2007). 

Hücre adezyonu (Chiarugi ve ark., 2003), immün yanıt (Grisham, 2004), hücre 

büyümesi ve hormon sinyal yolakları (Dröge, 2002) gibi hücresel fonksiyonların 

yerine getirilebilmesi için, RS hücre içerisinde belirli miktarlarda sentezlenmekte ve 

oluşan RS antioksidan sistemler aracılığı ile elimine edilmektedir. Fakat; yaşlanma 

(Lee ve Wie, 2007), kanser (Storz, 2005), ateroskleroz (Madamanchi ve ark., 2005a; 

Madamanchi ve ark., 2005b), nörodejeneratif hastalıklar (Knight, 1997), obezite ve 

diyabet (Bashan ve ark., 2009) gibi hastalıklarda RS’nin aşırı üretimi 

gerçekleşmektedir. Bu gibi durumlarda RS, antioksidan savunma sistemlerinin 

kapasitesini aşmakta ve hücre içerisinde ve dışarısında hasara neden olmaktadır. Bu 
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durum, “Oksidatif Stres” olarak bilinmektedir. RS’nin aşırı üretimi; başta DNA 

olmak üzere, lipitlere, proteinlere ve karbohidratlara zarar vererek hücresel 

homeostasisi bozmaktadır (Cutler, 2005). 

Yapılan çalışmalarda diyabetik bireylerde ROS’un arttığı ve oksidatif strese neden 

olduğu gösterilmiştir (Baynes, 1991). Diyabette oluşan ROS’un ana kaynağı 

mitokondridir. Fizyolojik şartlar altında, mitokondrial elektron transport zincirine 

giren oksijenin % 0,1 - 5’i süperoksit radikallerine indirgenmekte ve ROS’u 

oluşturmaktadır. Fakat bu oranın diyabetle beraber artış gösterdiği ve bu artışın da 

oksidatif stresin temel kaynağı olduğu ileri sürülmektedir. Bu konu üzerine yapılan 

çalışmalarda, glukozun ROS’un aşırı üretimini mitokondrial elektron transport zinciri 

üzerinden sağladığı ileri sürülmüştür. Fakat daha sonra yapılan çalışmalarda, yüksek 

glukoz miktarının mitokondride yer alan NADPH oksidaz, eşleşmemiş NO sentaz ve 

ksantin oksidaz gibi enzimatik yolakları da aktive ettiği gösterilmiştir (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 membranları arasındaki 

voltaj gradientini artırmaktadır. Artan voltaj gradienti elektron transport zincirinde 

yer alan kompleks III’ün blokasyonuna neden olarak, kompleks III’e elektron taşıyan 

koenzim Q’nun elektronlarını moleküler oksijene transfer etmesine yol açmakta ve 

süperoksit oluşumunu artırmaktadır (Young ve ark., 2002) (Şekil 1.5). Bunun bir 

sonucu olarak da, mitokondrial DNA’da süperoksit kaynaklı mutasyonlar 

gerçekleşmekte ve fonksiyonel bozukluklar meydana gelmektedir. Bununla beraber, 

mitokondrial antioksidan savunmada görev alan ve süperoksit dismutazın (SOD) bir 

formu olan manganez süperoksit dismutazın (MnSOD) diyabette ve yüksek glukoz 

içeren retinal hücre kültüründe baskılandığı gösterilmiştir (Kanwar ve ark., 2007; 

Kowluru ve ark., 2006a; Kowluru ve ark., 2006b).  

Hipergliseminin neden olduğu diğer bir önemli değişim ise gliseraldehit 3-fosfat 

dehidrogenaz (GAPDH) enziminin aktivitesinde meydana gelen inhibisyondur. ROS, 
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GAPDH’ın inhibisyonunu sağlayarak diyabetik komplikasyonlara neden olan diğer 

mekanizmaları aktive etmektedir (Brownlee, 2001; Brownlee, 2005; Kowluru, 2005).  

 

Şekil 1.5. Mitokondrial elektron transport zincirinde süperoksitlerin üretimi 

(Brownlee, 2001). 

Diyabette artan oksidatif stresin muhtemel diğer kaynakları arasında; glukozun oto-

oksidasyonu, proteinlerde meydana gelen glikasyon, redükte glutatyon (GSH) ve E 

vitamini miktarlarında azalma ve antioksidan savunma enzimlerinin aktivitelerinde 

meydana gelen düşme yer almaktadır (Wohaieb ve Godin, 1987; Mullarkey ve ark., 

1990; Baynes ve Thorpe, 1999; Kowluru ve ark., 2001; Haskins ve ark., 2003). Artan 

oksidatif stres; nöropati (Feldman, 2003), nefropati (Ha ve Kim, 1999; Hinokio ve 

ark., 2002) ve retinopatinin (Kowluru ve ark., 2003) patogenezinde önemli roller 

oynamaktadır. 

Retinanın yüksek miktarda çoklu doymamış yağ asitleri içermesi, yüksek oksijen 

miktarına ihtiyaç duyması ve glukoz oksidasyonunu diğer dokulara oranla daha hızlı 

gerçekleştirmesi retinayı oksidatif strese duyarlı hale getirmektedir. Diyabetik 

ratlarda ve retinal hücre kültüründe yapılan çalışmalarda, süperoksit düzeylerinin 

arttığı tespit edilmiş (Du Y ve ark., 2003; Kowluru ve Abbas, 2003; Cui ve ark., 

2006) ve oksidatif stresin diyabetik retinopati gelişiminde önemli rol oynadığı 

gösterilmiştir (Kowluru, 2003). Diyabetik bireylerin retinalarında yapılan 
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çalışmalarda ise, lipid peroksidasyonunun ve oksidatif DNA hasarının arttığı 

gösterilmiştir (Kowluru, 2001; Kowluru ve ark., 2001; Kowluru ve Koppolu, 2002b; 

Kowluru ve Abbas, 2003). Buna karşılık, antioksidan savunma sisteminin elemanları 

olan SOD, glutatyon redüktaz (GR), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz gibi 

enzimlerin ve hücre içi savunma sisteminin en önemli elemanlarından bir tanesi olan 

GSH’ın seviyelerinde azalma tespit edilmiştir (Meister, 1988; Kern ve ark., 1994; 

Kowluru ve ark., 2001; Haskins ve ark., 2003). Ayrıca; antioksidan sistemde görev 

alan vitamin C, vitamin E ve β-karoten gibi non-enzimatik antioksidan seviyelerinde 

de hipergliseminin neden olduğu oksidatif strese bağlı olarak azalma tespit edilmiştir 

(Ford ve ark., 2003). Streptozosin uygulanmış diyabetik ratlarda antioksidan 

uygulaması, retinal VEGF konsantrasyonunu ve lipid peroksidasyonunu 

önleyebilmektedir (Obrosova ve ark., 2001). 

ROS; diyabetik retinopati gelişimine neden olan poliol yolağı (Engerman ve ark., 

1994), AGE yolağı (Beisswenger ve ark., 2003), PKC sinyal yolağı (Stauble ve ark., 

1994; Koya ve King, 1998) ve heksozamin yolağını (Du ve ark., 2000) doğrudan 

etkilemekte ve aktivasyonlarına neden olmaktadır (Şekil 1.6). Diyabetik retinopatide 

meydana gelen birincil değişim olan perisit hücre kaybı, oksidatif stresin neden 

olduğu bir durumdur. Oksidatif stres, kaspaz enzim sistemini ve NF-kB’yi aktive 

ederek apoptozu tetiklemekte ve perisit hücre kaybına neden olmaktadır (Şekil 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). Ayrıca; 

retinal mitokondride ROS kaynaklı meydana gelen değişimler sonucu, sitokrom c ve 

proapoptotik faktörler salınmakta ve kaspaz aktivitesine neden olmaktadır (Anuradha 

ve ark., 2001; Phaneuf ve Leeuwenburgh, 2002). 

Diyabetik retinopatide görülen diğer bir önemli değişim olan neovaskülarizasyon, 

VEGF’nin ekspresyonunda meydana gelen artış ile ilişkilidir. VEGF’nin retinal 

ekspresyonu ROS ile artmakta ve neovaskülarizasyonu hızlandırmaktadır (Chua ve 

ark., 1998; Lu ve ark., 1998). Ayrıca; VEGF, diyabetik retinopati ile ilişkili olan 

poliol ve/veya PKC sinyal yolağı ile de yakından ilişkilidir (Aiello ve ark., 1997; 

Frank ve ark., 1997). 
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Şekil 1.6. Diyabetik Retinopatide ROS’un diğer yolaklarla olan ilişkisi (Kowluru ve 

Chan, 2007). 

Diyabetik komplikasyonlar, endotelyal fonksiyon bozuklukları ile yakından 

ilişkilidir. Yapılan çalışmalarda, ROS’un diyabetik vaskülopati patogenezinde 

önemli roller oynadığı gösterilmiştir (Schaffer ve ark., 2012). Diyabette artan ROS 

ve AGE, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) enzim ekspresyonunu azaltmaktadır. 

Ayrıca; ROS, NO’in biyoyararlanımını da düşürerek retinal kan damarlarının 

vazodilatasyonunu önlemekte ve hasara neden olmaktadır (Durante ve ark., 1988; 

Chua ve ark., 1998; Lum ve Roebuck, 2001; Sheetz ve King, 2002; Kaur ve ark., 

2008). 

Mitokondri kaynaklı süperoksit radikalleri, NO ile reaksiyona girerek peroksinitrit 

(ONOO
-
) oluşumuna neden olmaktadır. Bu durum özellikle endotel hücrelerinde 

NO’in biyoyararlanımını düşürmekle beraber, hücresel hasara da yol açmaktadır. 

ONOO
- 
güçlü bir oksidandır ve membran fosfolipitlerinde, proteinlerde ve DNA’da 

hasara yol açmaktadır. Ayrıca, hücre içi GSH miktarlarında da azalmaya neden 

olarak oksidatif stresi artırmaktadır (Beckman ve Koppenol, 1996; Ceriello ve ark., 

2001; Ceriello ve ark., 2008). 
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1.3.3. Heksozamin Yolağı 

Hiperglisemi ve insülin direnci, yağ asidi oksidasyonunun artmasına neden 

olmaktadır. Bu durum, hücre içerisinde fruktoz 6-fosfat’ın heksozamin yolağına 

yönlenmesine neden olmakta ve diyabetik komplikasyonların gelişimine katkı 

sağlamaktadır (Sayeski ve Kudlow, 1996; Chen ve ark., 1998; Kolm-Litty ve ark., 

1998; Du ve ark., 2000). Fruktoz 6-fosfat, heksozamin yolağında bulunan fruktoz 6-

fosfat amidotransferaz (GFAT) enzimi aracılığı ile glukozamin 6-fosfata 

dönüşmektedir. Oluşan glukozamin 6-fosfat ise, daha sonra UDP-N-

asetilglikozamine dönüşmektedir. Spesifik O-GlcNAc transferazlar (OGT) ise, UDP-

N-asetilglikozamini kullanarak, sitoplazmik ve nükleer proteinlerin post 

translasyonel modifikasyonlarına neden olmaktadır. 

Diyabette heksozamin yolağında meydana gelen artış, hücre içi spesifik protein-1 

(Sp1) aktivasyonuna neden olmaktadır. Sp-1 bir transkripsiyon faktörüdür ve TGF-

β1 ve plazminojen aktivatör inhibitör-1 (PAI-1) ekspresyonlarında artışa neden 

olmaktadır (Edwards ve ark., 2008). Bu nedenle; GFAT’ın inhibisyonu, 

hipergliseminin neden olduğu TGF-α, TGF-β1 ve PAI-1 artışının inhibisyonuna 

neden olmaktadır (Du ve ark., 2000). 

Arteriel endotel hücrelerde meydana gelen eNOS enzim inhibisyonu, heksozamin 

yolağı ile yakından ilişkilidir. eNOS enziminde meydana gelen inhibisyon, enzimin 

Akt aktif bölgesinden O-GlcN asetilasyonu ile gerçekleşmektedir (Hart, 1997; 

Yamagishi ve ark., 2001; Musicki ve ark., 2005). 

ROS ile inhibe olan GAPDH, hücre içerisinde UDP-N-asetilglikozamin artışına 

neden olmakta ve intrasellüler proteinlerin post-translasyonel modifikasyonlarını 

hızlandırmaktadır (Du ve ark., 2000; Du X ve ark., 2003). 
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1.3.4. Protein Kinaz C Sinyal Yolağı 

PKC farklı hedefleri fosforilleyen serin/treonin kinaz ailesinin bir üyesidir ve en az 

11 izoformu bulunmaktadır (Newton, 2003; Steinberg, 2008). PKC izoformları; Ca
+2

, 

diaçilgliserol (DAG), fosfotifilserin (PS) ve forbol 12-meristat 13-asetat (PMA) gibi 

forbol esterler tarafından aktive edilebilmektedir. PKC izoformları, Ca
+2

 veya DAG 

bağlama bölgeleri taşıyıp taşımamalarına göre sınıflandırılmaktadır. Klasik 

(Conventional) PKC izoformları (α, β1, β2 ve γ) hem Ca
+2

 hem de DAG için 

bağlama bölgeleri taşırken, orjinal (Novel) PKC izoformları (δ, ε, η ve θ) sadece 

DAG için bağlama bölgesi taşımaktadır. Buna karşılık atipik (Atypical) PKC 

izoformları (ζ, ι ve μ) ise, ne Ca
+2

 ne de DAG için bağlama bölgesi taşımaktadır. 

Fakat bu PKC izoformları fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)’ın fosfolipit ürünleri 

tarafından aktive edilebilmektedir (Newton, 2003; Steinberg, 2008; Corbalan-Garcia 

ve Gomez-Fernandez, 2006). Ayrıca; diyabette artış gösteren hidrojen peroksit 

(H2O2) gibi oksidanlar ve VEGF gibi büyüme faktörleri aracılığı ile de PKC 

izoformları aktive edilebilmektedir (Konishi ve ark., 1997; Nishikawa ve ark., 2000a; 

Rolo ve Palmeira, 2006) (Şekil 1.7). 

 

Şekil 1.7. Altgruplarına göre PKC izoformlarının yapısı (Jacobs ve ark., 2003, 

Bölüm 28). 
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Yapısal olarak bütün PKC izoformları; N-terminal regülatör ve C-terminal katalitik 

domain taşımaktadır. Klasik PKC izoformları, regülatör domain C1 ve C2 olarak 

adlandırılan iki korunmuş bölge taşımaktadır. DAG, C1 bölgesi ile bağlanma 

gösterirken; Ca
+2

, C2 bölgesi ile bağlanma göstermektedir. Orjinal PKC izoformları 

ise, C1 bölgesi ve C2-benzeri domain taşımaktadır. DAG, C1 bölgesi ile bağlanma 

gösterirken; Ca
+2

, C2-benzeri domain ile bağlanma gösterememektedir ve PKC’nin 

bu izoformlarını aktive edememektedir. Atipik PKC izoformları ise, sadece C1-

benzeri domain taşımaktadır. Fakat, ne DAG ne de Ca
+2

 bu bölgeye 

bağlanabilmektedir. PKC izoformlarının katalitik domainde yer alan korunmuş C3 ve 

C4 bölgeleri ise, bütün izoformlarda ATP ve substrat bağlanmasından sorumlu 

bölgelerdir (King ve Das-Evcimen, 2010). 

PKC sinyal yolağı hücre içerisinde ve dışarısında birçok önemli biyolojik olayı 

kontrol etmektedir. Permeabilite, kontraksiyon, ECM, hücre büyümesi, anjiyogenez, 

apoptoz, enzim aktivite değişimleri, sitokin aktivitesi ve lökosit adezyonu gibi pek 

çok farklı süreç PKC yolağı ile regüle edilmektedir  (Şekil 1.8) (Nishizuka, 1992; 

Oikawa ve ark., 1992; Nishizuka, 1995; Xia ve ark., 1996; Koya ve ark., 1997). 

 

Şekil 1.8. Hiperglisemi ile PKC aktivasyonun farklı hücresel yolaklara etkileri (King 

ve Das-Evcimen, 2010). 
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Diyabette; vasküler doku, retina, aort, kalp ve renal glomerüllerde DAG seviyeleri 

yükselmektedir (Craven ve ark., 1990; Inoguchi ve ark., 1992; Shiba ve ark., 1993; 

Derubertis ve Craven, 1994; Ishii ve ark., 1996). Yapılan hücre kültürü 

çalışmalarında, hiperglisemi durumunda retinal ve aortik endotel hücrelerinde, düz 

kas hücrelerinde (Inoguchi ve ark., 1992; Shiba ve ark., 1993; Xia ve ark., 1994), 

renal mesangial hücrelerde (Ayo ve ark., 1991; Studer ve ark., 1993) ve birçok 

vasküler hücrede DAG seviyelerinin arttığı tespit edilmiştir. Hiperglisemiye bağlı 

hücre içi DAG seviyelerindeki bu artışın başlıca iki nedeni bulunmaktadır; 

hiperglisemi fosfatidilinozitollerin hidrolizi ile veya de novo olarak DAG seviyelerini 

artırmaktadır (Shiba ve ark., 1993; Xia ve ark., 1994). Hiperglisemi sonucu, hücre içi 

konsantrasyonu artan gliserol 3-fosfat, DAG’ün de novo sentezini artıran en önemli 

metabolittir (Xia ve ark., 1994). 

Diyabet, değişik dokularda genellikle birden fazla PKC izoformunu aktive 

etmektedir. Diyabet, retinada PKCα, β1, β2 ve ε’ın aktivitesinin artmasına neden 

olurken (Shiba ve ark., 1993); retinal endotel hücrelerde PKCβ1 ve PKCδ’nın 

aktivitesinin artmasına neden olmaktadır (Park ve ark., 2000). Diyabetin neden 

olduğu endotelyal fonksiyon kaybı, perisit hücre kaybı, mikroanevrizma ve 

anjiyogenez gibi birçok anormal hücresel süreç ve fonksiyon bozuklukları PKC 

yolağı ile yakından ilişkilidir. 

Hiperglisemi durumunda, endotel ve perisit hücrelerinde aktivitesi artan PKC birçok 

patolojik sürece dâhil olarak DR gelişimine katkı sağlamaktadır (Khan ve 

Chakrabarti, 2007). Aktivitesi artan PKC; endotel hücrelerinde NO, endotelin-1 (ET-

1) ve VEGF düzeylerini değiştirirken, perisit hücrelerinde ROS, PDGF, NF-kB ve 

mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) sinyal yolaklarında değişime neden 

olarak DR patogenezinde rol oynamaktadır (Şekil 1.9) (Way ve ark., 2001). 
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Şekil 1.9. PKC’nin Retinopatideki rolü. 

Son yıllarda yapılan çalışmalar ile PKCδ’nın perisit hücre kaybıyla yakından ilişkili 

olduğu gösterilmiştir. Perisit hücrelerinde hipergliseminin neden olduğu PKCδ 

aktivasyonu, ROS artışına ve NF-kB ve p38 MAPK gibi sinyal yolaklarının 

aktivasyonuna neden olmaktadır. Aktivitesi artan NF-kB ise, PDGF reseptör-β’nın 

defosforilasyonuna neden olan Src homolog-2-domain içeren fosfataz-1 (SHP-1) 

ekspresyonunda artışa neden olmaktadır. Böylelikle, SHP-1 ekspresyonunda 

meydana gelen artış sonucu PDGF’nin sinyal yolağında azalma meydana gelmekte 

ve perisit hücrelerinde apoptoz gelişmektedir (Şekil 1.9) (Geraldes ve ark., 2009). 

DR’de görülen neovaskülarizasyonun gelişiminde önemli rol oynayan VEGF, PKC 

ile yakından ilişkilidir. VEGF, endotel hücrelerinde VEGF reseptörlerine (VEGF-R1 

ve VEGF-R2) bağlanarak DAG seviyelerinin artmasına neden olmaktadır (Xia ve 

ark., 1996). Artan DAG seviyeleri, spesifik PKC izoformlarının aktivitelerinde artışa 

neden olmaktadır. Aktivitesi artan PKC ise, endotel hücrelerinde permeabilite 

değişimine yol açarak neovaskülarizasyonun yayılmasına neden olmaktadır. PKCβ 

inhibitörü ile yapılan çalışmalarda, VEGF aracılı retinal permeabilite artışının 

önlenebileceği gösterilmiştir. Bununla beraber, PKC de VEGF’nin ekspresyonunda 

artışa neden olabilmektedir (Aiello ve ark., 1997). 
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Diyabette yükselen ROS, GAPDH inhibisyonuna neden olarak DAG’ün prekürsörü 

olan trioz fosfat konsantrasyonunun artmasına neden olmakta ve diyabetik 

komplikasyonların gelişimine katkı sağlamaktadır (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 miktarında artışa neden olmakta ve 

hücre içi oksidatif stresi artırmaktadır (Quagliaro ve ark., 2003). Yapılan çalışmalar 

ile PKC aktivitesinin, PKCβ spesifik inhibitörü (LY53331) ile inhibisyonunun, 

diyabetin neden olduğu oksidatif stresi önlediği gösterilmiştir (Kowluru, 2001; Wu 

ve ark., 2006). Dr. King ve çalışma grubunun yaptığı bir başka çalışmada ise, PKCβ 

izoformunun eksik olduğu farelerde, diyabetin neden olduğu oksidatif strese karşı 

koruma sağladığı bulunmuştur (Ohshiro ve ark., 2006). 

Endotel hücrelerinde hiperglisemiye bağlı olarak meydana gelen PKC aktivasyonu, 

eNOS inhibisyonuna neden olarak endotel bağımlı vazodilatasyonu önlemektedir 

(Kuboki ve ark., 2000; Hink ve ark., 2001; Cardillo ve ark., 2002). Buna karşılık 

PKC ET-1 ekspresyonunda artışa neden olmakta ve vazokonstriksiyonu artırmaktadır 

(Park ve ark., 2000). PKC’nin aktivitesine bağlı olarak meydana gelen bu durum, 

endotelde permeabilite değişimine neden olmakta ve DR gelişimine katkı 

sağlamaktadır. Diyabetik ratlarda PKC’nin spesifik inhibitörü olan LY333531 ile 

yapılan çalışmalarda, LY333531’in ET-1 ekspresyonundaki artışı önleyebildiği 

gösterilmiştir (Ishii ve ark., 1996; Yokota ve ark., 2003). 

1.3.5. Poliol Yolağı 

Aldoz redüktaz enzimi (AR, E.C 1.1.1.21, ALR2) biyosentez ve detoksifikasyon gibi 

farklı hücresel süreçlerde görev alan aldo-keto redüktaz (AKR) süper ailesinin bir 

üyesidir (Jez ve ark., 1997; Barski ve ark., 2008). İnsülin bağımsız dokular olan; 

sinir, retina, lens, glomerüller ve vasküler hücreler başta olmak üzere birçok hücre 

grubu tarafından eksprese edilmektedir. Poliol yolağının ilk enzimi olan AR, 

NADPH ko-faktörü aracılığı ile glukozun sorbitole dönüşümünü sağlamaktadır. 

Poliol yolağında yer alan ikinci enzim olan sorbitol dehidrogenaz (SDH, E.C 
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1.1.1.14) enzimi ise, NAD
+
 ko-faktörü ile sorbitolü fruktoza dönüştürmektedir (Şekil 

1.10). 

 

Şekil 1.10. Poliol yolağı (Ramana ve Srivastava, 2010). 

İnsan AR enzimi 316 aminoasitten (MW: 36 kDa) oluşan, monomerik bir proteindir. 

Kromozomun 7q35 bölgesinde yer almakta ve AKR1B1 geni tarafından 

kodlanmaktadır. AR enzimi, diğer AKR süper ailesinin üyeleri gibi β/α fıçı yapısında 

bir motifle katlanmaktadır (Şekil 1.11). Enzimin aktif merkezi C-terminal bölgesinde 

bulunmakta ve NADPH’ın nikotinamid halkası merkezin ortasında yer almaktadır. 

Yüksek hidrofobik özellik gösteren bu bölge; aromatik aminoasitler (Trp20, Tyr48, 

Trp79, Trp11, Phe121, Phe122 ve Trp219), apolar aminoasitler (Val47, Pro218, 

Leu300 ve Leu301) ve polar aminoasitler (Gln49, Cys298 ve His100) tarafından 

oluşturulmuştur. Bu aminoasitler arasında yer alan Tyr48, His110 ve Cys298; enzim 

reaksiyonunda muhtemel proton donörleridir (Kondeau ve ark., 1992; Wilson ve 

ark., 1992). Yapılan çalışmalar ile Cys298’in enzimin aktif merkezinde yer aldığı ve 

katalitik aktiviteyi kontrol ettiği bulunmuştur (Petrash ve ark., 1992). 
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Şekil 1.11. AR enziminin yapısı (Zhang ve ark., 2013). 

AR enzimi, substrat olarak glukozdan başka lipid peroksidasyonu esnasında oluşan 

lipid aldehitleri ve bunların GSH konjugatlarını, fosfolipidleri, aterojenik aldehitleri 

ve steroidleri de kullanmaktadır (Wermuth ve Monder, 1983; Matsuura ve ark., 

1996; Kawamura ve ark., 2002; Srivastava ve ark., 2005). 

Yapılan kinetik ve yapısal çalışmalar; AR’ın poliol yolağındaki görevinin majör 

fizyolojik rolü olmadığı yönünde veriler ortaya koymaktadır (Wilson ve ark., 1992; 

Srivastava ve ark., 1999; Ramana ve ark., 2000). Bu görüşün ortaya çıkmasında 

önemli olan verilerden bir tanesi; AR’ın glukoza olan düşük afinitesidir. AR enzimi, 

glukoza düşük afinite (Km: 50-100 mM) gösterirken; lipid peroksidasyonundan 

türeyen aromatik ve alifatik aldehitlere daha yüksek afinite (Km: 30-800 µM) 

göstermektedir (Srivastava ve ark., 1999; Ramana ve ark., 2000). Lipid 

peroksidasyonu ürünü olan ve yüksek toksik etki gösteren 4-hidroksi trans-2-nonenal 

(HNE) (Km: 10-30 µM), AR için mükemmel bir substratdır (Srivastava ve ark., 

1998). Bununla beraber; AR enzimi, GSH ile konjuge olan aldehitleri daha etkin (10-

100 kat) bir şekilde metabolize etmektedir. Bu durum AR enziminin aktif bölgesinde 

GSH için bağlama bölgesi bulunmasından kaynaklanmaktadır (Dixit ve ark., 2000; 

Ramana ve ark., 2000). Enzimin aktif merkezinde yer alan amino asitlerin hidrofobik 
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karakterde olması substrat afinitesini doğrudan 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’ın in vivo substratlarının 

glukozdan daha çok reaktif aldehitler ve bunların konjugatları olduğunu 

düşündürmektedir. 

Diğer bir önemli veri ise; AR’ın gen promotor bölgesinde NF-kB ve aktivatör 

protein-1 (AP-1) gibi transkripsiyon faktörleri için bağlanma bölgesi içermesidir. Bu 

transkripsiyon faktörleri redoks-düzenleyici transkripsiyon faktörleri olarak da 

bilinmektedir ve AR’ın ekspresyonunu oksidatif stres durumunda artırmaktadır 

(Iwata ve ark., 1999; Srivastava ve ark., 2005). 

Bu ve buna benzer diğer veriler, AR’ın antioksidan savunma sisteminin önemli bir 

elemanı olduğunu ve ekstra hepatik dokularda detoksifikasyon görevini üstlendiği 

görüşünü desteklemektedir. 

AR enziminin sahip olduğu bu çoklu fonksiyon özelliği, AR için inhibitör dizayn 

ederken önem kazanmaktadır. Dizayn edilecek inhibitörler, AR’ın 

detoksifikasyondaki fonksiyonunu inhibe etmezken; poliol yolağındaki fonksiyonunu 

inhibe etmelidir (Srivastava ve ark., 2005). 

AR, diyabetik komplikasyonlar başta olmak üzere inflamasyonda (Yang ve ark., 

1998; Miller ve ark., 2005), renal hastalıklarda (Hasuike ve ark., 2002), değişik 

kanser türlerinde (Lee ve ark., 2001; Saraswat ve ark., 2006) ve ovaryum 

anormalliklerinde de (Meyer ve ark., 1992) önemli roller oynamaktadır. 

Hiperglisemi durumunda, glukozun % 30’u poliol yolağı ile metabolize olurken, 

normoglisemik durumlarda bu oran % 3’tür (Gonzalez ve ark., 1984; Yabe-

Nishimura, 1998). Diyabette yüksek glukoz konsantrasyonun neden olduğu poliol 
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yolağındaki artış, hücresel zararlara neden olmaktadır. AR’ın neden olduğu bu 

hücresel zararların nedenleri çok çeşitlidir (Şekil 1.12). Bunlar; 

 

Şekil 1.12. AR’ın neden olduğu hücresel zararlar ve diğer yolaklarla olan ilişkisi. 

1- Osmotik Stres: Diyabette AR aktivitesine bağlı olarak hücre içi miktarı artan 

sorbitol, osmotik strese ve elektrolit dengesizliğine neden olmaktadır. Bu 

artış, SDH enziminin AR’a göre daha düşük bir hızda sorbitolü fruktoza 

dönüştürmesinden ve sorbitolün hücreyi terk etmesini önleyen polaritesinden 

kaynaklanmaktadır. Poliol yolağının aktivitesine bağlı olarak artan sorbitol 

miktarı, hücrelerin şişmesine neden olmakta ve membrana zarar vermektedir 

(Demopoulos ve ark., 2005; Srivastava ve ark., 2005). Özellikle endotel 

hücrelerinde meydana gelen sorbitol artışı, osmotik ve oksidatif strese neden 

olmaktadır (Yabe-Nishimura, 1998; Sheetz ve King, 2002; Frank, 2004). 

 

2- Oksidatif Stres: AR enziminin oksidatif strese olan etkisi, NADPH üzerinden 

açıklanmaktadır. AR enziminin ko-faktörü olan NADPH aynı zamanda GR 

ve sitokrom p450 gibi birçok hücre içi savunma enziminin de bir ko-

faktörüdür. AR aktivitesinin artışına bağlı olarak düşen NADPH miktarı, 
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hücre içerisinde oksidatif strese neden olmaktadır (Yabe-Nishimura, 1998; 

Chung ve ark., 2003; Miwa ve ark., 2003). Bununla beraber, sorbitol birikimi 

ve relatif osmotik stres de oksidatif stresin artmasına neden olmaktadır 

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

 

3- Yalancı Hipoksi: Poliol yolağının ikinci enzimi olan SDH’ın aktivitesinin 

artışına bağlı olarak gelişmektedir. Yüksek glukoz konsantrasyonunda, SDH 

enzimi NADH üreterek hücre içi NADH/NAD
+
 oranını değiştirmekte ve 

yalancı hipoksiye neden olmaktadır (Demopoulos ve ark., 2005; Srivastava 

ve ark., 2005). Meydana gelen yalancı hipoksi hücre içi çeşitli sinyal 

yolaklarını etkileyerek değişikliklere yol açmakta ve komplikasyonların 

gelişimine katkı sağlamaktadır. 

 

4- Glikasyon Stresi: Poliol yolağı ile üretilen fruktoz, 3-fosfokinaz aracılığı ile 

fruktoz 3-fosfata dönüştürülmekte ve bu da 3-deoksiglukoz oluşmasına neden 

olmaktadır. 3-deoksiglukoz ise AGE oluşumunda merkezi bir prekürsördür ve 

hücresel hasara neden olmaktadır (Yan ve ark., 2003). Ayrıca, hücre içi 

NADH/NAD
+
 oranının değişmesine bağlı olarak; GAPDH enziminde 

inhibisyon gerçekleşmektedir. Bu durum hücre içi gliseraldehit 3-fosfat’ın 

(G3P) artmasına neden olmaktadır. Hücre içi miktarı artan G3P ise, zaman 

içerisinde metilenglioksala dönüşmekte ve AGE miktarının artmasına neden 

olmaktadır (Trueblood ve Ramasamy, 1998; Beisswenger ve ark., 2003; 

Brownlee, 2005). Bunun yanında, poliol yolağı sonucu üretilen fruktoz 

glukozdan daha reaktif bir şekerdir ve AGE oluşumunu glukozdan daha etkin 

bir şekilde gerçekleştirmektedir (Vinson ve Howard, 1996; Khalifah ve ark., 

1999). 

 

5- PKC Stresi: SDH enzimine bağlı olarak artan NADH/NAD
+
 oranı dihidroksi 

aseton fosfatın (DHAP) gliserol 3-fosfata dönüşümünü stimüle etmektedir. 

Gliserol 3-fosfat ise, DAG oluşumu için bir prekürsördür ve PKC 

aktivasyonuna neden olmaktadır (Ishii ve ark., 1996). 
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AR ve poliol yolağı özellikle diyabette meydana gelen katarakt gelişiminde önemli 

bir yer tutmaktadır. AR aktivitesine bağlı olarak hücre içi miktarı artan sorbitolün 

katarakt gelişimine neden olduğu düşünülmektedir (Lee ve Chung, 1999). Bu amaçla 

yapılan çalışmalarda, streptozosin uygulanmış diyabetik ratlarda AR inhibitörlerinin 

katarkt gelişimini önlediği gösterilmiştir (Sun ve ark., 2006; Drel ve ark., 2008). 

Fakat, yapılan diğer çalışmalarda AR’ın bir diğer substratı olan lipid aldehitlerin lens 

epitel hücrelerinde apoptoza neden olarak katarak gelişimine neden olduğu 

bulunmuştur (Ansari ve ark., 1996; Awasthi ve ark., 1996; Harocopos ve ark., 1998; 

Lee ve ark., 2002). Bununla ilişkili olan inhibitör çalışmalarında ise, AR inhibitörü 

kullanımı sonucu lens epitel hücrelerinde HNE metabolizmasının değiştiği 

gösterilmiştir (Choudhary ve ark., 2003). AR’ın aşırı ekspresyonunun sağlandığı 

çalışmalarda ise, sitotoksik aldehitlerin azaldığı, stresle aktive olan kinazların (c-jun 

N-terminal kinaz (JNK) ve p38 MAPK) inhibe olduğu ve kaspaz-3’ün 

stimulasyonunun azaldığı tespit edilmiştir (Pladzyk ve ark., 2006). Yapılan bir başka 

çalışmada ise insan dokularındaki sorbitol birikiminin osmotik strese ve diyabetik 

komplikasyonlara neden olabilecek kadar yüksek olmadığı bulunmuştur (Srivastava 

ve ark., 2005). 

Son zamanlarda epitel hücre kültüründe ve diyabetik hayvanların retinalarında 

yapılan çalışmalarda; poli (ADP-riboz) polimeraz’ın (PARP) DR patogenezinde 

önemli bir rolü olduğu gösterilmiştir. DNA hasarına bağlı olarak aktive olan PARP, 

vasküler endotelyal hücrelerde NAD
+
 ve ATP miktarında azalmaya neden olarak 

hasara yol açmaktadır (Decker ve Muller, 2002; Obrosova ve ark., 2005; Kaur ve 

ark., 2006). Aynı zamanda PARP aktivasyonu NF-kB’nin de aktivasyonuna neden 

olarak apoptozu tetiklemektedir (Zheng ve ark., 2004). Diyabette meydana gelen AR 

aktivitesindeki artış PARP aktivasyonuna neden olarak retinopatide görülen hücresel 

hasarlara neden olmaktadır. Ayrıca, PARP aktivasyonu sadece retinopati için değil, 

diğer komplikasyonların gelişimi içinde önemli bir yolaktır (Obrosova ve ark., 2005). 

DR’de meydana gelen neovaskülarizasyonun AR ile olan ilişkisi oksidatif stres 

üzerinden açıklanmaya çalışılmaktadır. AR aktivitesine bağlı olarak gelişen oksidatif 

stres, VEGF’nin ekspresyonunda artışa neden olmakta ve DR gelişimine katkı 
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sağlamaktadır. Retinada AR inhibitörleri ile yapılan çalışmalarda; vasküler 

permeabilitenin ve oksidatif stresin önlenebildiği gösterilmiştir (Obrosova ve ark., 

2003). Ayrıca, AR aktivasyonundaki artışa bağlı olarak meydana gelen PKC ve NF-

kB düzeylerindeki değişimler, vasküler inflamasyonu ve adezyonu artırmaktadır 

(Ramana ve ark., 2004a). Hipergliseminin, sitokinlerin, büyüme faktörlerinin ve 

endotoksinlerin neden olduğu NF-kB bağımlı inflamatuar yolaklar, AR inhibisyonu 

ile önlenebilmektedir (Ramana ve ark., 2002; Ramana ve ark., 2003; Ramana ve ark., 

2006a; Ramana ve ark., 2006b). 

Diyabetin neden olduğu AR ve poliol yolağı aktivasyonu, başta oksidatif stres olmak 

üzere diyabetik komplikasyonların gelişimine neden olan diğer bütün yolakları 

doğrudan veya dolaylı olarak etkilemektedir. Poliol yolağı ve diğer yolaklar 

arasındaki bu ilişki, bazı araştırıcıların poliol yolağını diyabetik komplikasyonlardaki 

“merkezi yolak” olarak görmesine neden olmaktadır (Obrosova ve ark., 2003). Bu 

görüşe göre; diyabette aktivasyonu artan poliol yolağı diğer yolakları etkileyerek 

diyabetik komplikasyonların gelişimine neden olmaktadır. Bir diğer görüşe göre ise; 

diyabetik komplikasyonlardaki merkezi mekanizma; mitokondrial süperoksit üretimi 

ve oksidatif strestir (Du ve ark., 2000; Nishikawa ve ark., 2000a; Brownlee, 2001; 

Brownlee, 2005). Bu görüşe göre ise; diyabete bağlı olarak gelişen oksidatif stres 

diğer yolakları etkilemekte ve diyabetik komplikasyonların gelişimine neden 

olmaktadır. Son yıllarda yapılan çalışmalar ile beraber AR’ın fizyolojik 

fonksiyonunun anlaşılması poliol merkezli diyabetik komplikasyonların gelişiminin 

oksidatif stresle yakından ilişkili olduğunu göstermiştir. Diyabette oksidatif strese 

bağlı olarak artan lipid peroksidasyonu (Schaffer ve ark., 2012) AR’ı doğrudan 

etkilemekte ve ekspresyonunda artışa neden olmaktadır (Srivastava ve ark., 2005). 

Bu ve buna benzer veriler AR ve oksidatif stresi birbirine bağlamaktır. Fakat, 

günümüzde bu konu hala bir tartışma konusudur. 
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1.4. Diyabetik Retinopati ile İlişkili Diğer Sinyal Yolakları 

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

MAPK ailesi; hücre farklılaşması, proliferasyon ve apoptoz gibi farklı hücresel 

süreçlerin düzenlenmesinde görev alan geniş bir serin/treonin protein kinaz ailesidir 

(Kang ve ark., 2001). MAPK ailesi; stresle aktive olan JNK ve p38 MAPK ve 

büyüme faktörlerleri ile aktive olan ERK’lerden oluşmaktadır (Tomlinson, 1999; 

Pearson ve ark., 2001). 

Son yıllarda yapılan çalışmalar ile MAPK sinyal yolağının diyabetik 

komplikasyonlar ile yakından ilişkili olduğu gösterilmiştir. Yapılan çalışmalara göre; 

MAPK ailesi PKC ile yakından ilişkilidir (Şekil 1.13). Yüksek glukoza maruz 

bırakılan endotel hücrelerinde PKC inhibisyonunun MAPK aktivasyonunu önlediği 

bulunmuştur (Awazu ve ark., 1999; Tomlinson, 1999; Xin ve ark., 2004). Bununla 

beraber, MAPK sinyal yolağı PKC’den bağımsız olarak da aktive olabilmektedir. 

Diyabette özellikle oksidatif stresin, ERK5 aracılı MAPK aktivasyonuna neden 

olabileceği gösterilmiştir (Lui ve ark., 2000). 

Diyabette MAPK aktivitesine bağlı olarak gelişen diğer bir önemli hasar ise; ECM 

kalınlaşmasıdır. Endotel hücelerinde yapılan çalışmalarda; ECM proteinlerinde 

meydana gelen artışın, MAPK sinyal yolağında meydana gelen aktivasyon ile ilişkili 

olduğu bulunmuştur (Xin ve ark., 2004). 

Stresle aktive olan p38 MAPK ve JNK sinyal yolaklarının diyabette aktivitesi 

artmaktadır. Diyabette artan metilenglioksal gibi reaktif ürünler p38 MAPK 

aktivitesine neden olmakta ve apoptozu indüklemektedir (Liu ve ark., 2003). 

Özellikle deneysel diyabetik modellerde; p38 MAPK yolağının inhibisyonunun 

retinopatide ve sensör sinir fonksiyonlarında düzelmeye neden olduğu bulunmuştur 

(Du ve ark., 2011). Retinopati modelinde JNK sinyal yolunun inhibisyonu ise; 

neovaskülarizasyonda azalmaya neden olmaktadır (Guma ve ark., 2009). 
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Diyabette MAPK yolağında meydana gelen aktivasyon, önemli transkripsiyon 

faktörleri olan NF-kB ve AP-1’in ekspresyonunda artışa neden olmakta (Xin ve ark., 

2004) ve diyabetik komplikasyonların gelişimine katkı sağlamaktadır. 

 

Şekil 1.13. MAPK sinyal solağının retinopati oluşumuna etkisi. 

1.4.2. Nükleer Faktör Kappa B (NF-kB) Sinyal Yolağı 

NF-kB, p50 ve p65 alt ünitelerinden meydana gelen, dimerik bir transkripsiyon 

faktörüdür. NF-kB hücre içerisinde kappa B inhibitörü α (IkBα) ile bağlı durumdadır. 

IkBα’nın IkB kinaz (IKK) ile fosforilasyonu IkBα’nın NF-kB’den ayrılmasına neden 

olmakta ve NF-kB dimerinin nükleusa transferini sağlamaktadır (Baeuerle, 1998). 

Nükleusa transfer olan NF-kB ise, hedef genlerin promotor bölgelerine bağlanarak 

onların transkripsiyonunu gerçekleştirmektedir. 
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NF-kB’nin diyabetik komplikasyonların gelişiminde önemli bir rolü olduğu 

düşünülmektedir. Hiperglisemi (Pieper ve Riaz-ul-haq, 1997), ROS (Nishikawa ve 

ark., 2000a), iNOS aktivasyonu (Negi ve ark., 2011b), PKC (Geraldes ve ark., 2009) 

ve AGE (Yan ve ark., 2009) NF-kB’nin nükleusa transferine ve farklı hedef genlerin 

transkripsiyonuna neden olmaktadır (Yan ve ark., 1994; Stitt ve ark., 1997; Glomb 

ve Monnier, 1995). 

Diyabetin neden olduğu NF-kB aktivasyonu, retina ve kapillerde proapoptotik olarak 

ele alınmaktadır (Podesta ve ark., 2000; Kowluru ve ark., 2003). Yüksek glukozun 

neden olduğu endotel ve perisit hücre kayıplarının merkezi yolağının NF-kB 

aktivasyonu olduğu yapılan çalışmalar ile gösterilmiştir (Du ve ark., 1999; Romeo ve 

ark., 2002). Bu çalışmalara göre; NF-kB aktivasyonu hücrelerin ölümüne ve ilerleyen 

aşamalarda histopatolojik değişikliklerin başlamasına neden olmaktadır. Zaman 

içerisinde meydana gelen histopatolojik değişikliklerin artması ise; DR gelişimine 

neden olmaktadır. Bu veriler, DR’nin başlangıç evrelerinde NF-kB aktivasyonunun 

gerçekleştiği ve DR patogenezine katkı sağladığı görüşünü ortaya çıkarmıştır 

(Kowluru ve ark., 2003). Bununla ilişkili yapılan bir başka çalışmada ise; AGE ve 

ROS’un neden olduğu NF-kB aktivasyonunun vasküler hücre adezyon molekülü 

(VCAM) ve intrasellüler adezyon molekülü-1 (ICAM)’in ekspresyonlarında artışa 

neden olarak retinal bariyerin hasar görmesine neden olduğu bulunmuştur (Schmidt 

ve ark., 1995; Choudhuri ve ark., 2013). Ayrıca; NF-kB aktivasyonu TNF gibi 

proinflamatuvar faktörlerin ekspresyonunu artırarak da serbest radikallerin üretimini 

sağlayabilmektedir (Griscavage ve ark., 1996). 

DR, kronik inflamatuar hastalıklar ile benzerlikler göstermektedir (Joussen ve ark., 

2001). Bu benzerlikler, diyabette inflamasyonun önemli bir rolü olabileceği görüşünü 

ortaya çıkarmıştır. Diyabette artan ROS, farklı yolaklarla inflamasyonu artırıp 

endotelyal hücre hasarına, mikrovasküler permeabilite artışına ve sitokinlerin 

salınımına neden olmaktadır (Quan ve ark., 2003). ROS ile meydana gelen bu artışa 

NF-kB aktivasyonu aracılık etmektedir (Schreck ve ark., 1992; Yuuki ve ark., 2001). 

İnterlökin (IL)-1β, IL-6 ve IL-8 DR’de artış gösteren sitokinlerdir (Carmo ve ark., 

1999; Yuuki ve ark., 2001; Kowluru ve Odenbach, 2004a). IL-1 artışı ROS ve NF-
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kB artışına neden olmakta ve devam eden bir pozitif feedback oluşturmaktadır 

(Vassilakopoulos ve ark., 2003; Chang ve LoCicero, 2004). Retinal kapiller 

hücrelerde meydana gelen apoptoz IL-1β ile artmaktadır. Bu artışa, NF-kB ve 

kaspaz-3’ün aracılık ettiği düşünülmektedir (Kowluru ve ark., 2004; Kowluru ve 

Odenbach, 2004a; Kowluru ve Odenbach, 2004b). 

Diyabetin neden olduğu NF-kB aktivasyonu; metformin (Isoda ve ark., 2006), aspirin 

(Zheng ve ark., 2007), vitamin B türevleri (Hammes ve ark., 2003) ve tiozolidindion 

(Marx ve ark., 2004) ile önlenebilmektedir. Fakat NF-kB inhibisyonu insanlarda tam 

anlamıyla uygulanabilir bulunmamaktadır. Bu durum NF-kB’nin apoptoz ve patojen 

savunma sistemindeki rolünün tam olarak anlaşılamamasından kaynaklanmaktadır 

(Ju ve ark., 2009; Kretzler ve ark., 2010). 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

2.1. Kullanılan Cihazlar 

Laminar Flow (Holten), Etüv (Thermo Scientific), Spektrofotometre (Molecular 

Devices), Western Blot Sistemi (Bio-Rad), Shaker (Biosan), Jel Görüntüleme Cihazı 

(Gel Logic 2200 Pro), Mikroplak Yıkayıcı (Biokit), Hassas Terazi (Shimadzu), 

Vorteks (Heidolph), Derin Dondurucu (- 80 
0
C) (Sanyo), Santrifüj (Sigma), pH 

Metre (Inolab), Manyetik Karıştırıcı (Torrey Pines Scientific), Sıcak Su Banyosu 

(Termal Laboratuvar Aletleri). 

2.2. Kullanılan Maddeler, Antikorlar ve Kitler 

Fetal sığır 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), H2O2 (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), Fenilmetansülfonil florür (PMSF) (Sigma), Tris (Sigma), 

NaCI (Sigma), Brij 96 (Sigma), NP-40 (Sigma), Sığır serum albümini (BSA) 

(Sigma), Akrilamid (Sigma), Bis-akrilamid (Sigma), Sodyum dodesil sülfat (SDS) 

(Fisher Scientific), Amonyum persülfat (APS) (Sigma), Tetrametilendiamin 

(TEMED) (Applichem), Bromfenol mavisi (Merck), Gliserol (Sigma), β-

merkaptoetanol (Sigma), NaOH (Sigma), 1-Butanol (Sigma), Metanol (Sigma), 

Glisin (Sigma), Tween-20 (Sigma), KCI (Sigma), KH2PO4 (Sigma), Na2HPO4 

(Merck), Süt tozu (Sigma), Poliviniliden floroid (PVDF) membran (Santa Cruz), 

Filtre kâğıdı (Sigma), Kemilüminesans substrat ajanı (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), IkB-

α 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 Ölçüm Kiti (Thermo 

Scientific), H2SO4 (Sigma), NADPH (Sigma), Triklorik asit (TCA) (Sigma), Fosforik 

asit (Sigma), Tiyobarbitürik asit (TBA) (Sigma), 3, 3’, 5, 5-Tetrametilbenzidin 

(TMB) (Cell Signaling), Dimetil sülfoksit (DMSO) (Sigma), GSH (Sigma), GR 

(Sigma), Na-azid (Sigma). 

2.3. Kullanılan Hücre Serisi 

Çalışmalarımızda “insan retinal pigment hücre dizisi” olan ARPE-19 (ATCC) hücre 

serisi kullanıldı. 

2.4. Deney Planı 

Tez kapsamında, farklı dozlarda glukozun (5,5 mM, 25 mM, 50 mM ve 100 mM), 

H2O2’in, AR inhibitörü sorbinilin ve PKC aktivatörü PMA’nın retina hücrelerinde 

proliferasyona, apoptoza, hücre içi sinyal yolaklarına, AR ve PKC’ye olan etkisi 

çalışıldı. Hücre proliferasyonunun değerlendirilmesi MTT testi ile, protein miktarı 

BCA kit prosedürü ile, AR ve PKC protein düzeyleri Western Blot yöntemi ile, 

oksidatif stres düzeyi malondialdehit (MDA) miktarı ve GSH-Px enzim aktivite 

tayini ile, NF-kB, IkB-α, Total c-Jun, Fosfo c-Jun, SAPK/JNK ve sitokrom c protein 

düzeyleri ise kit prosedürlerine uygun olarak ELISA yöntemi ile belirlendi. Glukoz 

ve H2O2 için optimum koşullar belirlenerek gruplar oluşturuldu. Gruplar; 

1- Kontrol    7-  Glukoz (50 mM) + H2O2 (200 μM) 

2- 5,5 mM Glukoz   8-  Sorbinil (10 μM) 

3- 25 mM Glukoz   9-  Glukoz (50 mM) + Sorbinil (10 μM) 

4- 50 mM Glukoz   10- PMA (15 nM) 

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

6- H2O2 (200 μM) 
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2.5. Kullanılan Yöntemler 

2.5.1. Hücre Kültürü Sistemi 

ARPE-19 hücreleri % 20 FBS, 100 mg/ml streptomisin ve 4 mM L-Glutamik asit 

içeren DMEM/Ham’s F-12 besi yeri (1:1) içerisinde kültüre edildi. Kültür steril 

koşullar altında 37 
o
C, % 5 CO2 ihtiva eden etüvlerde gerçekleştirildi. 

2.5.2 Hücre Proliferizasyonunun Değerlendirilmesi 

Hücre çoğalmasının saptanması için tetrazolium tabanlı kolorimetrik bir yöntem olan 

MTT testi kullanıldı. 

MTT testi, canlı hücrelerdeki mitokondrinin MTT boyasının tetrazolium halkasını 

parçalayabilmesi ilkesine dayanmaktadır. Reaksiyon mitokondrial bir enzim olan 

süksinat dehidrogenaz aktivitesine bağımlı olarak gerçekleşmektedir. Enzimin 

aktivitesine bağlı olarak, MTT’nin tetrazolium halkasının parçalanması sonucu soluk 

sarı renkli MTT boyası, koyu mavi-mor formazan ürününe dönüşmektedir. Sonuç 

olarak, canlı ve mitokondri fonksiyonu bozulmamış hücreler mor renkte boyanmakta, 

ölü ya da mitokondri fonksiyonu bozulmuş hücreler ise boyanmamaktadır 

(Mosmann, 1983). 

Zamana ve doza bağlı olarak H2O2 ve glukoz ile 96’lık plakta inkübasyona bırakılan 

hücrelerin üzerinde bulunan besiyeri atıldıktan sonra her kuyucuğa 180 μl besiyeri ve 

hazırlanan MTT (2 mg/ml) boyasından 20μl ilave edilerek 37 
0
C’de, CO2 

inkübatöründe 1 saat inkübe edildi. İnkübasyonun sonunda hücrelerin üzerinde 

bulunan besiyeri-MTT karışımı uzaklaştırıldı ve canlı hücrelerde oluşan formazan 

kristallerinin 200 μl DMSO ile çözünmesi sağlandı. Kristaller DMSO ile çözüldükten 

2-3 dakika sonra 550 nm’de spektrofotometrede absorbansı ölçüldü. 
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2.5.3. Hücre Lizatların Toplanması 

Hücre kültüründe deney gruplarına göre belirlenen etken maddeler 24 saat 

uygulandıktan sonra flasklardan hücre lizatları toplandı. Bu işlem için öncelikle 

flasklarda bulunan besiyeri uzaklaştırıldı ve hücrelerin yüzeyi fosfat tampon salin 

(PBS) ile yıkandı. Daha sonra hücrelerin üzerine proteaz inhibitörü içeren (aprotinin, 

leupeptin, pepstatin, PMSF - her birisinden 2 mg/ml) brij 96 lizis solüsyonu (1 M 

Tris, 0,5 M EDTA, 5 M NaCl, % 10 brij 96,  % 10 NP-40 suda) eklenerek hücrelerin 

liziz edilmesi sağlandı. 

Ölçümler yapılıncaya kadar lizatlar -80 °C’de saklandı. 

2.5.4. Protein Miktar Tayini 

Hücre lizatlarının protein miktarı BCA Protein Ölçüm Kiti (Thermo Scientific) 

kullanılarak belirlendi. 

Kullanılan Çözeltiler; 

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 NaCI (Serum Fizyolojik) 

5- Çalışma reaktanı (WR) (50 Reagent A: 1 Reagent B)  

96’lık ELISA plağına 10 μl örnek ve üzerine 190 μl çalışma reaktanı eklendi. Daha 

sonra plak 5 saniye süre ile çalkalayıcıda çalkalandı ve ardından 30 dakika, 37 
0
C’de 

inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonunda 562 nm’de spektrofotometrede 

absorbansı ölçüldü. 
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Örneklerde protein miktar tayini yapmak için referans standart olarak 0,125-2 mg/ml 

arasında değişen konsantrasyonlarda BSA kullanıldı. Şekil 2.1’de görülen standart 

grafiğe göre örneklerin protein miktarı hesaplandı. 

 

Şekil 2.1. BCA Standart Grafiği. 
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2.5.5. Western Blot Tekniği ile Protein Düzeylerinin Belirlenmesi 

Hücre lizatlarında PKC ve AR protein düzeyleri % 8 (PKC için) ve % 12’lik (AR 

için) SDS page jel kullanılarak değerlendirildi. Yöntem semi-dry olarak uygulandı ve 

internal kontrol olarak β-aktin seçildi. 

% 8’lik SDS page jel hazırlanması; 

Ayrıştırıcı Jel (Separating Jel); 

dH20 7010 µl 

% 30’luk Akrilamid 4000 µl 

1,5 M Tris-HCI, pH: 8,8 3750 µl 

% 10’luk SDS 150 µl 

% 10’luk APS 75 µl 

TEMED 15 µl 

 

Sıkılaştırıcı Jel (Stacking Jel); 

dH20 9000 µl 

% 30’luk Akrilamid 1980 µl 

0,5 M Tris-HCI, pH: 6,8 3780 µl 

% 10’luk SDS 150 µl 

% 10’luk APS 75 µl 

TEMED 15 µl 
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% 12’lik SDS page jel hazırlanması; 

 

Ayrıştırıcı Jel (Separating Jel); 

dH20 5010 µl 

% 30’luk Akrilamid 6000 µl 

1,5 M Tris-HCI, pH: 8,8 3750 µl 

% 10’luk SDS 150 µl 

% 10’luk APS 75 µl 

TEMED 15 µl 

 

Sıkılaştırıcı Jel (Stacking Jel); 

dH20 9000 µl 

% 30’luk Akrilamid 1980 µl 

0,5 M Tris-HCI, pH: 6,8 3780 µl 

% 10’luk SDS 150 µl 

% 10’luk APS 75 µl 

TEMED 15 µl 

Örneklerin Hazırlanması: Protein miktarı belirlenen hücre lizatları örnek 

denaturasyon karışımı (Örnek Tampon (Sample Buffer) + β merkaptoetanol) ile 1:1 

(200 µl) oranında karıştırılarak 95 °C’de 4 dakika kaynatıldı. Bu sayede lizatta 

bulunan proteinlerin denatüre olması ve negatif yükle yüklenmesi sağlandı.  
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Hazırlanan jeller polimerize olduktan sonra, kuyucuklara kaynatılan lizatlardan 

yükleme yapıldı. Jel başına 180 V, 56 mA 90 dakika süreyle uygulanarak proteinlerin 

jel’de ayrıştırılması sağlandı. 

Jelden Membrana Antijenlerin Transferi: SDS page jel büyüklüğünde kesilmiş 

olan PVDF membran metanol ile 5 dakika fikse edildi. Elektroforez işleminin 

tamamlanmasının ardından jelin üzerinde yer alan sıkılaştırıcı jel kesilerek 

uzaklaştırıldı ve transfer tamponunda ıslatılmış 2 filtre kâğıdı, membran, jel ve tekrar 

2 filtre kâğıdı olacak şekilde western blot sandviçi hazırlandı. 7 V, 110 mA 60 dakika 

süreyle western blot sandviçine uygulandı ve jelden PVDF membrana proteinlerin 

transferi sağlandı. 

Western Blotting: Proteinlerin PVDF membrana transferinin ardından nonspesifik 

bağlanmaları önlemek için membran, bloklama solusyonu (% 5’lik Süt tozu) ile 90 

dakika oda sıcaklığında bloklandı. Bloklama sonrası membran PBS-Tween ile 3x10 

dakika yıkandı. Yıkama sonunda membran +4 
0
C’de gece boyunca çalkayıcıda 

primer antikor ile inkübe edildi (Aldoz redüktaz primer antikoru (Santa Cruz 

Biotechnology, INC: sc-17736) 1/200 ve Protein kinaz C primer antikoru (Sigma: 

P5704) 1/500 oranında PBS ile dilüe edildi). Bu işlemden sonra membran PBS-

Tween ile 3x10 dakika yıkandı. Yıkama sonunda membran horseradish peroxidase 

(HRP) bağlı sekonder antikor (Aldoz redüktaz sekonder antikoru (Santa Cruz 

Biotechnology, INC: keçi anti-fare IgG-HRP: sc-2005) 1/5000 ve Protein kinaz C 

sekonder antikoru (Santa Cruz Biotechnology, INC: tavşan anti-fare IgG-HRP: sc-

358923) 1/5000 oranında % 5’lik süt tozu ile dilüe edildi) ile 90 dakika oda 

sıcaklığında inkübe edildi. İnkübasyon sonunda membran PBS-Tween ile 3x10 

dakika yıkandı. En son aşamada HRP substratı olan peroksidaz reaktifi ve ışımayı 

sağlayan luminol reaktifi (Thermo Scientific, USA) 1:1 oranında karıştırılarak 

membranın üzerine uygulandı ve membran görüntülemeye alındı. Görüntüleme Gel 

Logic 2200 Pro cihazı aracılığıyla gerçekleştirildi. 
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2.5.6. NF-kB, IkB-α, Total c-Jun, Fosfo c-Jun, SAPK/JNK ve Sitokrom c 

Protein Düzeylerinin ELISA Yöntemi ile Belirlenmesi 

Lizatlarda, NF-kB (Cell Signaling Technology, Sandwich ELISA Antibody Pair 

#7836), IkB-α (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 c (Invitrogen) protein düzeyleri kit prosedürüne uygun olarak ELISA 

yöntemi ile belirlendi. 

Yakalayıcı antikor (capture antikor) 1:100 oranında PBS ile dilüe edildi ve 96’lık 

ELISA plaklarındaki her bir kuyucuğa 100 l olacak şekilde uygulanarak +4
 o

C’de 1 

gece inkübasyona bırakıldı. İnkübasyonun sonunda kuyucuklar PBS-Tween ile 2 

defa yıkandı. Daha sonra her bir kuyucuğa 150 l bloklama solüsyonu (% 1’lik BSA; 

PBS içinde) konularak yarım saat 37
 o

C’de ve yarım saatte oda sıcaklığında 

bloklandı. Bloklama sonunda kuyucuklar PBS-Tween ile 2 defa yıkandı. Yıkamayı 

takiben örneklerden 30 l alınarak kuyucuklara eklendi ve 2 saat inkübasyona 

bırakıldı. 2 saat sonunda kuyucuklar PBS-Tween ile 2 defa yıkandı. Yıkama sonunda 

kuyucuklara 1:100 oranında PBS ile dilüe edilmiş belirleyici antikordan 100 l 

eklenerek 1 saat oda sıcaklığında inkübasyona bırakıldı. 1 saat sonunda plaklar PBS-

Tween ile 2 defa yıkandı. Yıkama sonunda kuyucuklara 1/1000 oranında % 1’lik 

BSA ile dilüe edilmiş HRP bağlı sekonder antikordan 100 l eklenerek yarım saat 

inkübasyona bırakıldı. Yarım saat sonunda plak PBS-Tween ile 5 defa yıkandı ve 

ardından her bir kuyucuğa 100 l 1X TMB substrat solusyonundan eklenerek 15 

dakika karanlıkta bekletildi. Daha sonra her kuyucuğa 50 l stop solusyonu (H2SO4) 

ilave edildi ve 2-3 dakika içerisinde 450 nm’de spektrofotometrede absorbansı 

ölçüldü. 
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2.5.7. Malondialdehit Tayini 

Lizatlardaki MDA miktarı Mihara ve Uchiyama’nın önerdiği yönteme göre ölçüldü 

(Mihara ve Uchiyama, 1978). Bu yöntemin prensibi, aktive serbest radikallere 

moleküler oksijenin atak yapması sonucu lipid peroksidasyon ürünü olan MDA’nın 

asidik ortamda TBA reaktifiyle oluşturduğu rengin spektrofotometrede 532 nm dalga 

boyunda ölçülmesi esasına dayanmaktadır. 

Hazırlanan hücre lizatları 5000 g’de 5 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonunda elde 

edilen süzüntüden 100 µl alınarak deney tüpüne aktarıldı ve üzerine 600 µl % 1’lik 

fosforik asit ve 200 µl % 0,6’lık TBA reaktifi ilave edildi. TBA’nın eklenmesinin 

ardından tüpler 100 
0
C’deki su banyosunda 45 dakika bekletildi. 45 dakika sonunda 

soğutulan örneklere 800 µl 1-bütanol eklenerek vortex yardımıyla karıştırıldı. 

Vortexleme işleminin sonunda bütanol fazı santrifüjle ayrılarak 532 nm’de 

spektrofotometrede absorbansı ölçüldü. 

2.5.8. Glutatyon Peroksidaz Aktivite Tayini 

Lizatlardaki GSH-Px aktivite tayini kit prosedürüne uygun olarak yapıldı. Bu 

yöntemin prensibi, GSH ile H2O2’in GSH-Px aracılığıyla H2O ve GSSG’ye 

çevrilmesine ve bunun ardından GR enziminin GSSG miktarına bağlı olarak 

NADPH’ı okside etmesine dayanmaktadır.  

Hazırlanan hücre lizatlarından 50 µl alınarak 96’lık plak içerisine konuldu. Üzerine 

33 µl reaksiyon tamponu, 3 µl 40 mM NADPH solüsyonu ve 2 µl GSH eklendi. 

Plaklara 10 µl H2O2 eklenerek reaksiyon başlatıldı ve bunun hemen ardından 

spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda köre karşı 25 
0
C’de 5 dakika absorbansı 

ölçüldü. 
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2.5.9. İstatistiksel Analiz 

Elde edilen verilerin istatiksel değerlendirilmesi SPSS paket programı dahilinde, 

normal dağılım gösteren veriler için Tek Yönlü ANOVA Varyans Analizi Testi ile 

ve normal dağılım göstermeyen veriler için ise non parametrik testler olan Kruskal-

Wallis ve Mann-Whitney U testi uygulanarak yapıldı. Uygulanan analiz yöntemine 

bağlı olarak birbirinden bağımsız en az üç veya altı denemeden elde edilen üç tekrarlı 

sonuçlar kullanıldı. p<0,05 değeri istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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3. BULGULAR 

3.1. Glukoz ve Hidrojen Peroksit’in ARPE-19 Hücre Canlılığına Etkisi 

Çalışmamızda; hiperglisemi ve oksidatif stresin ARPE-19 hücrelerindeki canlılık 

üzerine olan etkilerinin belirlenmesi için glukoz ve H2O2 kullanıldı. Bu amaç için, 96 

kuyucuklu plaklara 9.000 hücre/kuyucuk konsantrasyonlarında ekilen ARPE-19 

hücre serisinin üzerine 5,5 mM, 25 mM, 50 mM ve 100 mM konsantrasyonlarında 

glukoz ve 5 μM, 25 μM, 50 μM, 100 μM, 200 μM, 300 μM, 400 μM ve 500 μM 

konsantrasyonlarında H2O2 eklendi. Glukoz ve H2O2 eklenmesinin ardından plaklar 

bir gece (24 saat) inkübasyona bırakıldı ve inkübasyon sonunda kolorimetrik bir 

yöntem olan MTT testi ile hücre canlılık analizi yapıldı. Bu değerlendirmelerden 

elde edilen sonuçlar ile hiperglisemi ve oksidatif stres grupları için kullanılacak olan 

uygun glukoz ve H2O2 konsantrasyonu belirlendi. 

Elde ettiğimiz sonuçlar, ARPE-19 hücrelerinde 5,5 mM ve 25 mM glukozun anlamlı 

hücre ölümüne neden olmadığını, 50 mM glukozun % 21,57 (sub-toksik) (p<0,05) ve 

100 mM glukozun ise % 50,91 (toksik) (p<0,001) oranında hücre ölümüne neden 

olduğunu göstermektedir (Şekil 3.1). 

Retinal hücrelerde % 50 ölümle sonuçlanan 100 mM glukoz konsantrasyonu 

uygulaması LD50 dozu olarak kabul edilerek, çalışmaya subletal (subtoksik) doz 

olan 50 mM ile devam edilmiştir. 50 mM glukoz dozunda ARPE-19 hücrelerinde 

anlamlı apoptoz ve hücre ölümü gözlenmiştir. Daha düşük doz uygulamaları ise 

hücre canlılığında anlamlı azalmaya neden olmamıştır. 
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Şekil 3.1. Glukozun ARPE-19 hücrelerinin canlılığına etkisi (Kontrol grubu % 100 

olarak verilmiştir). 

(*)p<0,05 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=6). 

(**)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=6). 

 

Çalışmamızda ARPE-19 hücrelerinde 5 μM, 25 μM, 50 μM ve 100 μM H2O2’in 

anlamlı hücre ölümüne neden olmadığı, 200 μM H2O2’in % 18,41 (p<0,001), 300 

μM H2O2’in 27,95 (p<0,001), 400 μM H2O2’in % 34,30 (p<0,001) ve 500 μM 

H2O2’in ise % 37,78 (p<0,001) oranında hücre ölümüne neden olduğu belirlendi 

(Şekil 3.2). 

200 μM H2O2 konsantrasyonun hücre canlılığını anlamlı olarak azaltması, bu 

konsantrasyonun altındaki konsantrasyonlarda canlılığın anlamlı olarak değişmemesi 

ve 200 μM H2O2 üzerindeki konsantrasyonların ise aşırı toksik etkileri nedeni ile 

bundan sonraki çalışmalarda 200 μM H2O2’in yüksek H2O2 konsantrasyonu olarak 

kullanılmasına karar verildi. 
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Şekil 3.2. H2O2’in ARPE-19 hücrelerinin canlılığına etkisi (Kontrol grubu % 100 

olarak verilmiştir). 

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=6). 

 

Glukoz ve H2O2 konsantrasyonunun belirlenmesinin ardından deneysel gruplarda 

kullanılacak olan sorbinil ve PMA konsantrasyonlarının tespiti için literatür taraması 

yapıldı. Bu tarama sonucu AR inhibitörü olan sorbinil için 10 μM (Pladzyk ve ark., 

2006) ve PKC aktivatörü olan PMA için standart sinyalin oluşmasını sağlayan 15 nM 

(Ramana ve ark., 2005) konsantrasyonları seçildi. Konsantrasyonların 

belirlenmesinin ardından oluşturulan gruplar için ARPE-19 hücre serisinin kültürü 

yapıldı ve uygulamalar 24 saat gerçekleştirildi. 

 

 

 

 

0,00

20,00

40,00

60,00

80,00

100,00

120,00

Kontrol 5 μM 25 μM 50 μM 100 μM 200 μM 300 μM 400 μM 500 μM 

%
 C

a
n

lı
lı

k
 

Gruplar 

* 
* 

* * 



56 

 

3.2. Glukoz, Hidrojen Peroksit, Sorbinil ve PMA’nın ARPE-19 Hücrelerinde 

Aldoz Redüktaz Protein Düzeylerine Etkisi 

Glukoz, H2O2, Sorbinil ve PMA’nın ARPE-19 hücrelerinde AR protein düzeylerine 

olan etkisi hücre lizatlarında western blot yapılarak değerlendirildi. 

ARPE-19 hücrelerinde 5,5 mM glukoz konsantrasyonunun AR protein düzeylerinde 

anlamlı değişime neden olmadığı, buna karşılık 25 mM (p<0,001), 50 mM (p<0,001) 

ve 100 mM (p<0,001) glukoz konsantrasyonlarının AR protein düzeylerinde anlamlı 

artışa neden olduğu belirlendi (Şekil 3.3). 

 

Şekil 3.3. ARPE-19 hücrelerinde glukozun AR protein düzeylerine etkisi. (A) 

Western blot bant sonuçları. (B) AR’ın gruplara göre yüzde değişimi (Kontrol grubu 

% 100 olarak verilmiştir).  

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3). 
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ARPE-19 hücrelerinde H2O2 ve glukoz + H2O2 uygulanan gruplarda AR protein 

düzeylerinin anlamlı olarak arttığı belirlendi (p<0,001). Sorbinil uygulanan grupta 

AR protein düzeylerinde herhangi bir değişimin olmadığı, buna karşılık glukoz + 

sorbinil uygulanan grupta ise AR protein düzeylerinin arttığı saptandı (p<0,001). 

Bununla beraber, PMA ve glukoz + PMA uygulanan gruplarda AR protein 

düzeylerinin anlamlı olarak azaldığı belirlendi (p<0,001) (Şekil 3.4). 

 
 

Şekil 3.4. ARPE-19 hücrelerinde H2O2, Sorbinil ve PMA’nın AR protein düzeylerine 

etkisi. (A) Western blot bant sonuçları. (B) AR’ın gruplara göre yüzde değişimi 

(Kontrol grubu % 100 olarak verilmiştir). 

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3). 
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3.3. Glukoz, Hidrojen Peroksit, Sorbinil ve PMA’nın ARPE-19 Hücrelerinde 

Protein Kinaz C Protein Düzeylerine Etkisi 

Glukoz, H2O2, Sorbinil ve PMA’nın ARPE-19 hücrelerinde PKC protein düzeylerine 

etkisi hücre lizatlarında western blot yapılarak değerlendirildi. 

ARPE-19 hücrelerinde 5,5 mM glukoz konsantrasyonunun PKC protein düzeylerinde 

anlamlı değişime neden olmadığı, buna karşılık glukozun 25 mM (p<0,001), 50 mM 

(p<0,001) ve 100 mM (p<0,001) konsantrasyonlarının PKC protein düzeylerinde 

anlamlı artışa neden olduğu belirlendi (Şekil 3.5). 

 
 

Şekil 3.5. ARPE-19 hücrelerinde glukozun PKC protein düzeylerine etkisi. (A) 

Western blot bant sonuçları. (B) PKC’nin gruplara göre yüzde değişimi (Kontrol 

grubu % 100 olarak verilmiştir). 

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3). 
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ARPE-19 hücrelerinde H2O2, sorbinil ve glukozun H2O2 ve sorbinil ile kombine 

uygulamasının PKC protein düzeylerinde anlamlı artışa neden olduğu belirlendi 

(p<0,001). Buna karşılık PMA ve glukoz + PMA uygulanan gruplarda ise PKC 

protein düzeylerinin anlamlı olarak azaldığı saptandı (p<0,001) (Şekil 3.6). 

 
 

Şekil 3.6. ARPE-19 hücrelerinde H2O2, Sorbinil ve PMA’nın PKC protein 

düzeylerine etkisi. (A) Western blot bant sonuçları. (B) PKC’nin gruplara göre yüzde 

değişimi (Kontrol grubu % 100 olarak verilmiştir). 

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3). 
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3.4. Glukoz, Hidrojen Peroksit, Sorbinil ve PMA’nın ARPE-19 Hücrelerinde 

NF-kB Protein Düzeylerine Etkisi 

ARPE-19 hücrelerinde 5,5 mM glukoz konsantrasyonunun NF-kB protein düzeyleri 

üzerinde anlamlı değişime neden olmadığı, buna karşılık glukozun 25 mM (p<0,05), 

50 mM (p<0,001) ve 100 mM (p<0,001) konsantrasyonlarının NF-kB protein 

düzeylerinde anlamlı artışa neden olduğu belirlendi (Şekil 3.7). 

 

 
 

Şekil 3.7. ARPE-19 hücrelerinde glukozun NF-kB protein düzeylerine etkisi 

(Kontrol grubu % 100 olarak verilmiştir ve protein düzeltmeleri yapılmıştır). 

(*)p<0,05 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3) 

(**)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3) 
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ARPE-19 hücrelerinde H2O2 ve glukoz + H2O2 uygulamasının NF-kB protein 

düzeylerinde anlamlı artışa neden olduğu belirlendi (p<0,001). Bununla beraber, 

Glukoz + H2O2 grubundaki NF-kB protein düzeylerinin hem H2O2’li gruba göre 

(p<0,001) hem de 50 mM Glukoz grubuna göre anlamlı olarak (p<0,05) daha yüksek 

olduğu saptandı (Şekil 3.8). 

 

 
 

Şekil 3.8. ARPE-19 hücrelerinde H2O2’in NF-kB protein düzeylerine etkisi (Kontrol 

grubu % 100 olarak verilmiştir ve protein düzeltmeleri yapılmıştır). 

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3) 

(**)p<0,001 (H2O2 grubuna göre anlamlı, n=3) 

(#)p<0,05 (50 mM Glukoz grubuna göre anlamlı, n=3) 
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ARPE-19 hücrelerinde sorbinil ve glukoz + sorbinil uygulanan gruplarda NF-kB 

protein düzeylerinde anlamlı herhangi bir değişimin olmadığı, buna karşılık PMA ve 

glukoz + PMA uygulanan gruplarda ise NF-kB protein düzeylerinin anlamlı olarak 

azaldığı (p<0,001) belirlendi. Bununla beraber, hem sorbinilin hem de PMA’nın 

glukoz ile kombine uygulandığı gruplarda NF-kB protein düzeylerinin 50 mM 

Glukoz grubuna göre anlamlı olarak daha düşük olduğu saptandı (p<0,001). Glukoz 

+ Sorbinil grubunda glukozun etkisi ile NF-kB protein düzeylerinin arttığı (p<0,05) 

buna karşılık Glukoz + PMA grubunda ise glukozun etkisi ile NF-kB protein 

düzeylerinin azaldığı (p<0,001) belirlendi (Şekil 3.9). 

 

 
 

Şekil 3.9. ARPE-19 hücrelerinde Sorbinil ve PMA’nın NF-kB protein düzeylerine 

etkisi (Kontrol grubu % 100 olarak verilmiştir ve protein düzeltmeleri yapılmıştır). 

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3) 

(**)p<0,05 (Sorbinil grubuna göre anlamlı, n=3) 

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna göre anlamlı, n=3) 

(##)p<0,001 (PMA grubuna göre anlamlı, n=3) 
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3.5. Glukoz, Hidrojen Peroksit, Sorbinil ve PMA’nın ARPE-19 Hücrelerinde 

IkB-α Protein Düzeylerine Etkisi 

ARPE-19 hücrelerinde 5,5 mM glukoz konsantrasyonunun IkB-α protein düzeyleri 

üzerinde anlamlı değişime neden olmadığı, buna karşılık glukozun 25 mM 

(p<0,001), 50 mM (p<0,001) ve 100 mM (p<0,001) konsantrasyonlarının IkB-α 

protein düzeylerinde anlamlı artışa neden olduğu belirlendi (Şekil 3.10). 

 

 
 

Şekil 3.10. ARPE-19 hücrelerinde glukozun IkB-α protein düzeylerine etkisi 

(Kontrol grubu % 100 olarak verilmiştir ve protein düzeltmeleri yapılmıştır). 

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3) 
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ARPE-19 hücrelerinde H2O2 ve glukoz + H2O2 uygulamasının IkB-α protein 

düzeylerinde anlamlı artışa neden olduğu belirlendi (p<0,001). Bununla beraber, 

Glukoz + H2O2 grubundaki IkB-α protein düzeylerinin hem H2O2’li gruba göre 

(p<0,001) hem de 50 mM Glukoz grubuna göre anlamlı olarak (p<0,001) daha 

yüksek olduğu saptandı (Şekil 3.11). 

 

 
 

Şekil 3.11. ARPE-19 hücrelerinde H2O2’in IkB-α protein düzeylerine etkisi (Kontrol 

grubu % 100 olarak verilmiştir ve protein düzeltmeleri yapılmıştır). 

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3) 

(**)p<0,001 (H2O2 grubuna göre anlamlı, n=3) 

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna göre anlamlı, n=3) 
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ARPE-19 hücrelerinde sorbinil, PMA ve glukoz + PMA uygulamasının IkB-α 

protein düzeylerinde anlamlı herhangi bir değişime neden olmadığı belirlendi. Buna 

karşılık, glukozun sorbinil ile kombine uygulandığı grupta ise IkB-α protein 

düzeylerinin kontrol grubuna göre anlamlı olarak arttığı saptandı (p<0,001). Fakat 

Glukoz + Sorbinil ve Glukoz + PMA gruplarındaki IkB-α protein düzeylerinin 50 

mM Glukoz grubuna göre anlamlı olarak daha düşük olduğu belirlendi (p<0,001). 

Ayrıca, Glukoz + Sorbinil grubunda glukozun etkisi ile IkB-α protein düzeylerinin 

arttığı (p<0,001) saptandı (Şekil 3.12). 

 

 
 

Şekil 3.12. ARPE-19 hücrelerinde Sorbinil ve PMA’nın IkB-α protein düzeylerine 

etkisi (Kontrol grubu % 100 olarak verilmiştir ve protein düzeltmeleri yapılmıştır). 

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3) 

(**)p<0,001 (Sorbinil grubuna göre anlamlı, n=3) 

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna göre anlamlı, n=3) 
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3.6. Glukoz, Hidrojen Peroksit, Sorbinil ve PMA’nın ARPE-19 Hücrelerinde 

SAPK/JNK Protein Düzeylerine Etkisi 

ARPE-19 hücrelerinde 5,5 mM glukoz konsantrasyonunun SAPK/JNK protein 

düzeyleri üzerinde anlamlı değişime neden olmadığı, buna karşılık 25 mM (p<0,05), 

50 mM (p<0,001) ve 100 mM (p<0,001) glukoz konsantrasyonlarının SAPK/JNK 

protein düzeylerinde anlamlı artışa neden olduğu belirlendi (Şekil 3.13). 

 

 
 

Şekil 3.13. ARPE-19 hücrelerinde glukozun SAPK/JNK protein düzeylerine etkisi 

(Kontrol grubu % 100 olarak verilmiştir ve protein düzeltmeleri yapılmıştır). 

(*)p<0,05 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3) 

(**)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3) 
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ARPE-19 hücrelerinde H2O2 ve glukoz + H2O2 uygulamasının SAPK/JNK protein 

düzeylerinde anlamlı artışa yol açtığı belirlendi (p<0,001). Bununla beraber, Glukoz 

+ H2O2 grubundaki SAPK/JNK protein düzeylerinin hem H2O2’li gruba göre 

(p<0,001) hem de 50 mM Glukoz grubuna göre anlamlı olarak (p<0,001) daha 

yüksek olduğu saptandı (Şekil 3.14). 

 

 
 

Şekil 3.14. ARPE-19 hücrelerinde H2O2’in SAPK/JNK protein düzeylerine etkisi 

(Kontrol grubu % 100 olarak verilmiştir ve protein düzeltmeleri yapılmıştır). 

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3) 

(**)p<0,001 (H2O2 grubuna göre anlamlı, n=3) 

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna göre anlamlı, n=3) 
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ARPE-19 hücrelerinde sorbinil ve PMA uygulanan gruplarda SAPK/JNK protein 

düzeylerinde anlamlı herhangi bir değişimin olmadığı belirlendi. Buna karşılık, 

glukozun sorbinilin ile kombine uygulandığı grupta SAPK/JNK protein düzeylerinin 

anlamlı olarak arttığı (p<0,05), glukozun PMA ile kombine uygulandığı grupta ise 

SAPK/JNK protein düzeylerinin anlamlı olarak (p<0,001) azaldığı saptandı. Bununla 

beraber, SAPK/JNK protein düzeylerinin hem sorbinilin hem de PMA’nın glukoz ile 

kombine uygulandığı gruplarda 50 mM Glukoz grubuna göre anlamlı olarak daha 

düşük olduğu belirlendi (p<0,001). Ayrıca, Glukoz + PMA grubunda da glukozun 

etkisi ile SAPK/JNK protein düzeylerinin azaldığı (p<0,05) tespit edildi (Şekil 3.15). 

 

 
 

Şekil 3.15. ARPE-19 hücrelerinde Sorbinil ve PMA’nın SAPK/JNK protein 

düzeylerine etkisi (Kontrol grubu % 100 olarak verilmiştir ve protein düzeltmeleri 

yapılmıştır). 

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3) 

(**)p<0,05 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3) 

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna göre anlamlı, n=3) 

(##)p<0,05 (PMA grubuna göre anlamlı, n=3) 
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3.7. Glukoz, Hidrojen Peroksit, Sorbinil ve PMA’nın ARPE-19 Hücrelerinde 

Total c-Jun Protein Düzeylerine Etkisi 

ARPE-19 hücrelerinde 5,5 mM (p<0,001), 25 mM (p<0,001), 50 mM (p<0,001) ve 

100 mM (p<0,001) glukoz konsantrasyonlarının Total c-jun protein düzeylerinde 

anlamlı artışa neden olduğu belirlendi (Şekil 3.16). 

 

 
 

Şekil 3.16. ARPE-19 hücrelerinde glukozun Total c-jun protein düzeylerine etkisi 

(Kontrol grubu % 100 olarak verilmiştir ve protein düzeltmeleri yapılmıştır). 

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3) 
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ARPE-19 hücrelerinde H2O2 ve glukoz + H2O2 uygulamasının Total c-jun protein 

düzeylerinde anlamlı artışa yol açtığı belirlendi (p<0,001). Bununla beraber, Glukoz 

+ H2O2 grubundaki Total c-jun protein düzeylerinin hem H2O2’li gruba göre 

(p<0,001) hem de 50 mM Glukoz grubuna göre (p<0,001) daha yüksek olduğu 

saptandı (Şekil 3.17). 

 

 
 

Şekil 3.17. ARPE-19 hücrelerinde H2O2’in Total c-jun protein düzeylerine etkisi 

(Kontrol grubu % 100 olarak verilmiştir ve protein düzeltmeleri yapılmıştır). 

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3) 

(**)p<0,001 (H2O2 grubuna göre anlamlı, n=3) 

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna göre anlamlı, n=3) 
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ARPE-19 hücrelerinde Sorbinil, Glukoz + Sorbinil ve Glukoz + PMA gruplarında 

Total c-jun protein düzeylerinde kontrol grubuna göre anlamlı herhangi bir değişimin 

olmadığı, buna karşılık sadece PMA’nın uygulandığı grupta ise Total c-jun protein 

düzeylerinin anlamlı olarak arttığı (p<0,001) belirlendi. Bununla beraber, Total c-jun 

protein düzeylerinin hem sorbinilin hem de PMA’nın glukoz ile kombine 

uygulandığı gruplarda 50 mM Glukoz grubuna göre anlamlı olarak daha düşük 

olduğu saptandı (p<0,001). Ayrıca, Glukoz + PMA grubunda da glukozun etkisi ile 

Total c-jun protein düzeylerinin anlamlı olarak azaldığı (p<0,001) belirlendi (Şekil 

3.18). 

 

 
 

Şekil 3.18. ARPE-19 hücrelerinde Sorbinil ve PMA’nın Total c-jun protein 

düzeylerine etkisi (Kontrol grubu % 100 olarak verilmiştir ve protein düzeltmeleri 

yapılmıştır). 

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3) 

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna göre anlamlı, n=3) 

(##)p<0,001 (PMA grubuna göre anlamlı, n=3) 
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3.8. Glukoz, Hidrojen Peroksit, Sorbinil ve PMA’nın ARPE-19 Hücrelerinde 

Fosfo c-Jun Protein Düzeylerine Etkisi 

ARPE-19 hücrelerinde 5,5 mM glukoz konsantrasyonunun Fosfo c-jun protein 

düzeyleri üzerinde anlamlı değişime neden olmadığı, buna karşılık glukozun 25 mM 

(p<0,05), 50 mM (p<0,001) ve 100 mM (p<0,001) konsantrasyonlarının Fosfo c-jun 

protein düzeylerinde anlamlı artışa neden olduğu belirlendi (Şekil 3.19). 

 

 
 

Şekil 3.19. ARPE-19 hücrelerinde glukozun Fosfo c-jun protein düzeylerine etkisi 

(Kontrol grubu % 100 olarak verilmiştir ve protein düzeltmeleri yapılmıştır). 

(*)p<0,05 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3) 

(**)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3) 
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ARPE-19 hücrelerinde H2O2 ve glukoz + H2O2 uygulamasının Fosfo c-jun protein 

düzeylerinde anlamlı artışa yol açtığı belirlendi (p<0,001). Bununla beraber, Glukoz 

+ H2O2 grubundaki Total c-jun protein düzeylerinin hem H2O2’li gruba göre 

(p<0,001) hem de 50 mM Glukoz grubuna göre anlamlı olarak (p<0,001) yüksek 

olduğu saptandı (Şekil 3.20). 

 

 
 

Şekil 3.20. ARPE-19 hücrelerinde H2O2’in Fosfo c-jun protein düzeylerine etkisi 

(Kontrol grubu % 100 olarak verilmiştir ve protein düzeltmeleri yapılmıştır). 

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3) 

(**)p<0,001 (H2O2 grubuna göre anlamlı, n=3) 

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna göre anlamlı, n=3) 
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ARPE-19 hücrelerinde Sorbinil, Glukoz + Sorbinil ve PMA gruplarında Fosfo c-jun 

protein düzeylerinde anlamlı herhangi bir değişimin olmadığı, buna karşılık Glukoz 

+ PMA grubunda ise Fosfo c-jun protein düzeylerinin anlamlı olarak azaldığı 

(p<0,001) belirlendi. Bununla beraber, Fosfo c-jun protein düzeylerinin hem 

sorbinilin hem de PMA’nın glukoz ile kombine uygulandığı gruplarda 50 mM 

Glukoz grubuna göre anlamlı olarak daha düşük olduğu saptandı (p<0,001). Ayrıca, 

Glukoz + PMA grubunda glukozun etkisi ile Total c-jun protein düzeylerinin 

azaldığı belirlendi (p<0,001) (Şekil 3.21). 

 

 
 

Şekil 3.21. ARPE-19 hücrelerinde Sorbinil ve PMA’nın Fosfo c-jun protein 

düzeylerine etkisi (Kontrol grubu % 100 olarak verilmiştir ve protein düzeltmeleri 

yapılmıştır). 

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3) 

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna göre anlamlı, n=3) 

(##)p<0,001 (PMA grubuna göre anlamlı, n=3) 
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3.9. Glukoz, Hidrojen Peroksit, Sorbinil ve PMA’nın ARPE-19 Hücrelerinde 

Sitokrom c Protein Düzeylerine Etkisi 

ARPE-19 hücrelerinde 5,5 mM glukoz konsantrasyonunun Sitokrom c protein 

düzeyleri üzerinde anlamlı değişime neden olmadığı, buna karşılık 25 mM (p<0,05), 

50 mM (p<0,001) ve 100 mM (p<0,001) glukoz konsantrasyonlarının Sitokrom c 

protein düzeylerinde anlamlı artışa neden olduğu belirlendi (Şekil 3.22). 

 

 
 

Şekil 3.22. ARPE-19 hücrelerinde glukozun Sitokrom c protein düzeylerine etkisi 

(Protein düzeltmeleri yapılmıştır). 

(*)p<0,05 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3) 

(**)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3) 
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ARPE-19 hücrelerinde H2O2 ve glukoz + H2O2 uygulamasının Sitokrom c protein 

düzeylerinde anlamlı artışa yol açtığı belirlendi (p<0,001). Bununla beraber, Glukoz 

+ H2O2 grubundaki Sitokrom c protein düzeylerinin hem H2O2’li gruba göre 

(p<0,001) hem de 50 mM Glukoz grubuna göre (p<0,001) daha yüksek olduğu 

saptandı (Şekil 3.23). 

 

 
 

Şekil 3.23. ARPE-19 hücrelerinde H2O2’in Sitokrom c protein düzeylerine etkisi 

(Protein düzeltmeleri yapılmıştır). 

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3) 

(**)p<0,001 (H2O2 grubuna göre anlamlı, n=3) 

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna göre anlamlı, n=3) 
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ARPE-19 hücrelerinde Sorbinil ve Glukoz + Sorbinil uygulanan gruplarda Sitokrom 

c protein düzeylerinde kontrol grubuna göre anlamlı herhangi bir değişimin olmadığı, 

buna karşılık PMA ve Glukoz + PMA gruplarında ise Sitokrom c protein 

düzeylerinin anlamlı olarak azaldığı (p<0,001) belirlendi. Bununla beraber, hem 

sorbinilin hem de PMA’nın glukoz ile kombine uygulandığı gruplarda Sitokrom c 

protein düzeylerinin 50 mM Glukoz grubuna göre daha düşük olduğu saptandı 

(p<0,001). Ayrıca, Glukoz + Sorbinil grubunda glukozun etkisi ile sitokrom c protein 

düzeylerinin arttığı (p<0,001) belirlendi (Şekil 3.24). 

 

 
 

Şekil 3.24. ARPE-19 hücrelerinde Sorbinil ve PMA’nın Sitokrom c protein 

düzeylerine etkisi (Protein düzeltmeleri yapılmıştır). 

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3) 

(**)p<0,001 (Sorbinil grubuna göre anlamlı, n=3) 

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna göre anlamlı, n=3) 
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3.10. Glukoz, Hidrojen Peroksit, Sorbinil ve PMA’nın ARPE-19 Hücrelerinde 

MDA Düzeylerine Etkisi 

ARPE-19 hücrelerinde 5,5 mM glukoz konsantrasyonunun MDA düzeylerinde 

anlamlı değişime neden olmadığı, buna karşılık glukozun 25 mM (p<0,001), 50 mM 

(p<0,001) ve 100 mM (p<0,001) konsantrasyonlarının MDA düzeylerinde anlamlı 

artışa neden olduğu belirlendi (Şekil 3.25). 

 

 
 

Şekil 3.25. ARPE-19 hücrelerinde glukozun MDA düzeylerine etkisi (Protein 

düzeltmeleri yapılmıştır). 

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3) 
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ARPE-19 hücrelerinde H2O2 ve glukoz + H2O2 uygulamasının MDA düzeylerinde 

anlamlı artışa yol açtığı belirlendi (p<0,001). Bununla beraber, Glukoz + H2O2 

grubundaki MDA düzeylerinin hem H2O2’li gruba göre (p<0,001) hem de 50 mM 

Glukoz grubuna göre (p<0,001) daha yüksek olduğu saptandı (Şekil 3.26). 

 

 
 

Şekil 3.26. ARPE-19 hücrelerinde H2O2’in MDA düzeylerine etkisi (Protein 

düzeltmeleri yapılmıştır). 

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3) 

(**)p<0,001 (H2O2 grubuna göre anlamlı, n=3) 

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna göre anlamlı, n=3) 
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ARPE-19 hücrelerinde sadece sorbinilin uygulandığı grupta kontrol grubuna göre 

MDA düzeylerinde anlamlı herhangi bir değişimin olmadığı, buna karşılık Glukoz + 

Sorbinil, PMA ve Glukoz + PMA gruplarında ise MDA düzeylerinin anlamlı olarak 

arttığı (p<0,001) belirlendi. Bununla beraber, hem sorbinilin hem de PMA’nın 

glukoz ile kombine uygulandığı gruplarda MDA düzeylerinin 50 mM Glukoz 

grubuna göre anlamlı olarak daha yüksek olduğu saptandı (p<0,001). Ayrıca, Glukoz 

+ Sorbinil (p<0,001) ve Glukoz + PMA (p<0,001) gruplarında da glukozun etkisi ile 

MDA düzeylerinin arttığı belirlendi (Şekil 3.27). 

 

 
 

Şekil 3.27. ARPE-19 hücrelerinde Sorbinil ve PMA’nın MDA düzeylerine etkisi 

(Protein düzeltmeleri yapılmıştır). 

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3) 

(**)p<0,001 (Sorbinil grubuna göre anlamlı, n=3) 

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna göre anlamlı, n=3) 

(##)p<0,001 (PMA grubuna göre anlamlı, n=3) 
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3.11. Glukoz, Hidrojen Peroksit, Sorbinil ve PMA’nın ARPE-19 Hücrelerinde 

GSH-Px Enzim Aktivitesine Etkisi 

ARPE-19 hücrelerinde 5,5 mM glukoz konsantrasyonunun GSH-Px enzim 

aktivitesinde anlamlı değişime neden olmadığı, buna karşılık glukozun 25 mM 

(p<0,001), 50 mM (p<0,001) ve 100 mM (p<0,001) konsantrasyonlarının GSH-Px 

enzim aktivitesinde anlamlı artışa neden olduğu belirlendi (Şekil 3.28). 

 

 
 

Şekil 3.28. ARPE-19 hücrelerinde glukozun GSH-Px enzim aktivitesine etkisi 

(Protein düzeltmeleri yapılmıştır). 

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3) 
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ARPE-19 hücrelerinde H2O2 ve glukoz + H2O2 uygulamasının GSH-Px enzim 

aktivitesinde anlamlı artışa neden olduğu belirlendi (p<0,001). Bununla beraber, 

Glukoz + H2O2 grubundaki GSH-Px enzim aktivitesinin hem H2O2’li gruba göre 

(p<0,001) hem de 50 mM Glukoz grubuna göre (p<0,001) daha yüksek olduğu 

saptandı (Şekil 3.29). 

 

 
 

Şekil 3.29. ARPE-19 hücrelerinde H2O2’in GSH-Px enzim aktivitesine etkisi 

(Protein düzeltmeleri yapılmıştır). 

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3) 

(**)p<0,001 (H2O2 grubuna göre anlamlı, n=3) 

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna göre anlamlı, n=3) 
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ARPE-19 hücrelerinde sorbinil ve PMA uygulanan gruplarda GSH-Px enzim 

aktivitesinde kontrol grubuna göre anlamlı herhangi bir değişimin olmadığı, buna 

karşılık Glukoz + Sorbinil uygulanan grupta GSH-Px enzim aktivitesinin anlamlı 

olarak arttığı ve Glukoz + PMA uygulanan grupta ise GSH-Px enzim aktivitesinin 

anlamlı olarak azaldığı (p<0,001) belirlendi. Bununla beraber, hem sorbinilin hem de 

PMA’nın glukoz ile kombine uygulandığı gruplarda GSH-Px enzim aktivitesinin 50 

mM Glukoz grubuna göre anlamlı olarak daha düşük olduğu saptandı (p<0,001). 

Ayrıca, Glukoz + Sorbinil grubunda da glukozun etkisi ile GSH-Px enzim 

aktivitesinin arttığı belirlendi (p<0,001) (Şekil 3.30). 

 

 
 

Şekil 3.30. ARPE-19 hücrelerinde Sorbinil ve PMA’nın GSH-Px enzim aktivitesine 

etkisi (Protein düzeltmeleri yapılmıştır). 

(*)p<0,001 (Kontrol grubuna göre anlamlı, n=3) 

(**)p<0,001 (Sorbinil grubuna göre anlamlı, n=3) 

(#)p<0,001 (50 mM Glukoz grubuna göre anlamlı, n=3) 
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4. TARTIŞMA 

DR, diyabetin en sık görülen kronik komplikasyonlarından bir tanesidir ve tüm 

diyabetik bireylerin % 90’ından fazlasında yaşamlarının her hangi bir döneminde 

gelişmektedir (Kempen ve ark., 2004; Roy ve ark., 2004; Hirai ve ark., 2011). 

Dünyadaki diyabetik bireylerin sayısı düşünüldüğünde retinopatik bireylerin iş ve 

sağlık sistemi üzerine oluşturduğu yük, bu konun önemine dikkat çekmektedir. 

Ayrıca, retinopati tedavisinde uygulanabilir yöntemlerin azlığı ve retinopatinin 

patofizyolojisinin tam olarak aydınlatılamamış olması da bu yükü her geçen gün 

artırmaktadır. 

Diyabette retinada meydana gelen perisit hücre kaybı, bazal membran kalınlaşması, 

kan-retinal bariyerin ortadan kalkması, vasküler permeabilite artışı, 

neovaskülarizasyon, retina içerisinde sıvı birikimi, makula ödemi ve görmede 

yetersizlik sonucu ortaya çıkan retinopatinin oluşumu başlıca 5 temel mekanizma ile 

açıklanmaktadır (Neely ve ark., 1998; Ohno-Matsui ve ark., 2002; Fong ve ark., 

2003; Frank, 2004; Crawford ve ark., 2009). Bu temel mekanizmalar arasında yer 

alan poliol yolağı ve PKC sinyal yolağı sadece retinopati ile değil diğer kronik 

komplikasyonlar ile de yakından ilişkilidir (Negi ve ark., 2011a; Kolset ve ark., 

2012; Arora ve Singh, 2013). 

AR ve PKC’nin inflamasyonla ve dolayısıyla oksidatif stresle olan yakın ilişkisi 

(Yang ve ark., 1998; Ramana ve ark., 2004a; Ramana ve ark., 2004b; Miller ve ark., 

2005) ve diyabetin inflamatuar hastalıklarla yakından benzerlik göstermesi (Joussen 

ve ark., 2001; Quan ve ark., 2003) hem PKC hem de AR enziminin diyabette, 

oksidatif stresde ve normal fizyolojik koşullarda birbirleriyle ve diğer yolaklarla olan 

ilişkilerinin ve fonksiyonlarının ortaya çıkarılması açısından önem taşımaktadır. 

Diyabetik süreçte hipergliseminin endotel hücrelerine ve vasküler kompenentlere 

etkisi ve olası mekanizmaları yoğun olarak çalışılmış olmasına rağmen, 

hipergliseminin retinal hücrelere etkisine dair çalışmalar çok kısıtlıdır. Çalışmamız 

kapsamında “insan retinal pigment hücre dizisi” olan ARPE-19 hücrelerine farklı 



85 

 

dozlarda glukoz (5,5 mM, 25 mM, 50 mM ve 100 mM) ve H2O2 uygulanmıştır. 

Hiperglisemik ve oksidatif koşullarda AR ve PKC ilişkili mekanizmalarının 

belirlenmesi amacıyla AR inhibitörü sorbinilin ve PKC aktivatörü PMA’nın retina 

hücrelerinde proliferasyona, apoptozise, hücre içi sinyal yolaklarına, AR ve PKC’ye 

olan etkisi değerlendirilmiştir. 

Retinal pigment epitel hücreleri nörosensör retina ve koroid tabakası arasında 

sıralanmış bir hücre topluluğudur. Özellikle fotoreseptörlere besinlerin ulaştırılması 

ve metabolik destekte görev almaktadır. Hipoksi ve hiperglisemi durumlarında 

konneksin ekspresyonuna, kemokin üretimine, büyüme faktörlerinin sentezlenmesine 

ve salınmasına neden olarak DR’nin başlamasına ve ilerlemesine önemli katkılar 

sağlamaktadır (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 yolağı ve AR enzimi kronik komplikasyonların etiyolojisinde önemli bir yer 

tutmaktadır. Hiperglisemik şartlar altında poliol yolağının aktivitesinin artması ve 

glukozun % 30’unun (Gonzalez ve ark., 1984; Yabe-Nishimura, 1998) bu yolak ile 

metabolize olması diyabette istenmeyen zararlı etkilerin ortaya çıkmasına neden 

olmaktadır. Bununla beraber, AR enziminin fizyolojik fonksiyonu üzerine olan 

tartışmalar ise günümüzde halen devam etmektedir. Bu tartışmalar, AR enzimin 

farklı dokularda çeşitli fonksiyonel özellikler göstermesinden kaynaklanmaktadır. 

Örneğin; AR enzimi testislerde spermlerin majör enerji kaynağı olan fruktozun 

üretilmesinden sorumlu iken (Kobayashi ve ark., 2002; Frenette ve ark., 2004), 

böbreklerde bir ozmolit olan sorbitolün üretilmesinden ve osmoregülasyonun 

korunmasından sorumludur (Garcia-Perez ve Burg, 1991). Bununla beraber, AR 

enziminin lipid aldehitleri ve bunların GSH konjugatlarını glukozdan daha etkin bir 

şekilde metabolize etmesi (Srivastava ve ark., 1999; Ramana ve ark., 2000; Vander 

Jagt ve ark., 2001; Srivastava ve ark., 2005) ve gen promotor bölgesinde NF-kB ve 

AP-1 (Iwata ve ark., 1999; Srivastava ve ark., 2005) gibi redoks transkripsiyon 

faktörleri için bağlama bölgeleri bulunması, enzimin antioksidan savunmada önemli 

rolleri olduğu yönünde görüşlerin ortaya çıkmasına neden olmuştur. 
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Çalışmamızda farklı dozlarda glukoz uyguladığımız ARPE-19 hücrelerinin 

canlılıklarının 50 mM Glukoz (p<0,05) (subtoksik) ve 100 mM Glukoz (p<0,001) 

(toksik) konsantrasyonlarında değiştiğini belirledik (Şekil 3.1). Bu konsantrasyon 

değerleri klasik diyabet tanısı için belirlenen konsantrasyonların üzerinde değerlerdir. 

Bu durum ARPE-19 hücrelerinin hiperglisemiye karşı dayanaklı olduklarını ve 

hiperglisemin neden olduğu etkilerin gözlenmesi için yüksek glukoz 

konsantrasyonlarına çıkılması gerektiğini göstermektedir. 

Çalışmamızda 5,5 mM, 25 mM, 50 mM ve 100 mM glukoz uyguladığımız ARPE-19 

hücrelerinde AR protein düzeylerinin artan glukoz konsantrasyonuna bağlı olarak 

arttığını belirledik (Şekil 3.3). Glukoza bağlı olarak AR enziminde meydana gelen bu 

artış, daha önce yapılmış olan benzer çalışmalar ile uyumlu sonuçlar ortaya 

koymaktadır (Chung ve Chung, 2005; Srivastava ve ark., 2005). Fakat AR enziminde 

meydana gelen bu artışın, glukozun neden olduğu oksidatif stresle yakından ilişkili 

olabileceği birçok araştırmacı tarafından vurgulanmaktadır (Chung ve Chung, 2005; 

Srivastava ve ark., 2005; Lorenzi, 2007; Obrosova ve ark., 2010). Hiperglisemi ve 

oksidatif stres arasındaki bu ilişkinin ortaya çıkarılması için 5,5 mM, 25 mM, 50 mM 

ve 100 mM glukoz uyguladığımız ARPE-19 hücrelerinde MDA miktar ve GSH-Px 

enzim aktivite tayini gerçekleştirdik. Elde ettiğimiz sonuçlar, ARPE-19 hücrelerinde 

glukoz konsantrasyonuna bağlı olarak oksidatif stresin de arttığını göstermektedir 

(Şekil 3.25 ve Şekil 3.28). Glukoza bağlı olarak oksidatif streste meydana gelen bu 

artış, birçok araştırmacı tarafından diyabetik komplikasyonların merkezi 

mekanizması olarak görülmektedir. 

5,5 mM, 25 mM, 50 mM ve 100 mM glukoz uyguladığımız ARPE-19 hücrelerinde 

meydana gelen AR protein düzeylerindeki artışın, oksidatif stresle olan ilişkisini 

belirlemek için glukozdan bağımsız olarak oluşturduğumuz ve sadece H2O2 içeren 

besiyeri içerisinde kültüre ettiğimiz ARPE-19 hücrelerinde, H2O2’in etkisiyle hücre 

içi oksidatif stresin arttığını belirledik (Şekil 3.26 ve Şekil 3.29). Bu grupta yapmış 

olduğumuz western blot değerlendirmelerinde ise, ARPE-19 hücrelerinde AR protein 

düzeylerinin kontrol grubuna göre anlamlı olarak arttığını saptadık (Şekil 3.4). 

Ayrıca, oluşturduğumuz Glukoz + H2O2 grubunda, glukoz ve H2O2’in etkisiyle hücre 
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içi oksidatif stresin 50 mM glukoz uyguladığımız gruba göre daha yüksek olduğunu 

MDA miktar ve GSH-Px enzim aktivite tayini ile belirledik (Şekil 3.26 ve Şekil 

3.29). Glukoz + H2O2 grubunda yaptığımız western blot değerlendirmelerinde ise, 

ARPE-19 AR protein düzeylerinin oksidatif stres için oluşturduğumuz H2O2’li gruba 

göre daha yüksek olduğunu saptadık (Şekil 3.4). Elde ettiğimiz bu sonuçlar diğer 

araştırmacıların T hücrelerinde, vasküler düz kas hücrelerinde (VSMC), 

makrofajlarda, karaciğerde, lenste ve retinada yaptığı çalışmalar ile benzer sonuçlar 

ortaya koymakta ve oksidatif stresin AR protein düzeylerinde anlamlı bir artışa 

neden olduğunu göstermektedir (Jedziniak ve ark., 1981; Rittner ve ark., 1999; 

Ramana ve ark., 2004a; Ramana ve ark., 2004b; Brown ve ark., 2005). 

Hiperglisemiden bağımsız olarak oluşturulan ve sadece H2O2’in besiyerine ilave 

edildiği oksidatif stres grubuna ait sonuçlarımız, AR’ın hücre içi önemli bir 

antioksidan savunma elamanı olduğu ile ilgili literatür bilgilerini desteklemekte ve 

AR enziminin poliol yolağındaki görevinin ikincil bir rol olduğunu 

düşündürmektedir (Şekil 4.1). 

 

Şekil 4.1: Total parametrelerin genel değerlendirmesi. 
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Hiperglisemi (Pieper ve Riaz-ul-haq, 1997) ve ROS (Nishikawa ve ark., 2000a) NF-

kB ve AP-1’in nükleusa transferine ve farklı hedef genlerin transkripsiyonuna neden 

olarak diyabetik komplikasyonların gelişimine katkı sağlamaktadır. AR gen 

promotor bölgesinde bu iki transkripsiyon faktörü için bağlama bölgeleri bulunması, 

oksidatif stres ve hiperglisemi şartlarında meydana gelen ARPE-19 AR protein 

düzeylerindeki artışın NF-kB ve AP-1 ile ilişkili olabileceğini düşündürmektedir. Bu 

durumu belirlemek için 5,5 mM, 25 mM, 50 mM ve 100 mM glukoz uyguladığımız 

ARPE-19 hücrelerinde ilk önce NF-kB ve IkB-α protein düzeylerini ELISA yöntemi 

ile belirledik. Elde ettiğimiz sonuçlar, artan glukoz konsantrasyonuna bağlı olarak 

ARPE-19 hücrelerinde NF-kB ve NF-kB’nin inhibitörü olan IkB-α’nın protein 

düzeylerinin arttığını göstermektedir (Şekil 3.7 ve Şekil 3.10). Artan glukoz 

konsantrasyonuna bağlı olarak NF-kB’de meydana gelen bu artışın ARPE-19 AR 

protein düzeylerini doğrudan etkilediğini düşünmekteyiz. Ayrıca, oksidatif stres 

durumunun ARPE-19 hücrelerindeki etkilerini belirlemek için oluşturduğumuz 

H2O2’li ve Glukoz + H2O2’li gruplarımızda da hiperglisemiye benzer şekilde NF-kB 

ve IkB-α protein düzeylerinin arttığını saptadık (Şekil 3.8 ve Şekil 3.11). Birbirini 

destekler nitelikteki bu sonuçlar, hiperglisemi ve oksidatif stres durumlarında ARPE-

19 AR protein düzeylerinde meydana gelen artışın NF-kB ile yakından ilişkili 

olabileceğini göstermektedir (Şekil 4.1). 

Diğer bir önemli transkripsiyon faktörü olan AP-1’in 5,5 mM, 25 mM, 50 mM ve 

100 mM glukoz uyguladığımız ARPE-19 hücrelerindeki değişimlerini belirlemek 

için Total c-jun ve Fosfo c-jun protein düzeylerini ELISA yöntemi ile değerlendirdik. 

Bilindiği 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 açmaktadır (Karin ve ark., 1997). Elde ettiğimiz 

sonuçlar, artan glukoz konsantrasyonuna bağlı olarak ARPE-19 hücrelerinde Total c-

jun ve Fosfo c-jun protein düzeylerinin arttığını göstermektedir (Şekil 3.16 ve Şekil 

3.19). Hiperglisemik şartlarda ARPE-19 hücrelerinde Total c-jun ve Fosfo c-jun 

protein düzeylerinde meydana gelen bu artışın hücre içi AR protein düzeylerinin 

artışına neden olduğunu düşünmekteyiz. Ayrıca, oksidatif stres durumunun ARPE-19 

hücrelerindeki etkilerini belirlemek için oluşturduğumuz H2O2’li ve Glukoz + 
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H2O2’li gruplarımızda da hiperglisemiye benzer şekilde Total c-jun ve Fosfo c-jun 

protein düzeylerinin arttığını saptadık (Şekil 3.17 ve Şekil 3.20). Elde ettiğimiz bu 

sonuçlar, hiperglisemi ve oksidatif stres durumlarında ARPE-19 AR protein 

düzeylerinde meydana gelen artışın AP-1 ile de ilişkili olabileceğini 

düşündürmektedir (Şekil 4.1). 

Hiperglisemi ve oksidatif stres durumlarında NF-kB ve AP-1 protein düzeylerinde 

meydana gelen bu artışın hücre içi çok önemli iki sinyal yolağı ile yakından ilişkili 

olduğu düşünülmektedir. Bu yolaklar; NF-kB ile ilişkili olan PKC sinyal yolağı ve 

AP-1 ile ilişkili olan JNK sinyal yolağıdır. PKC sinyal yolağı hücre içerisinde ve 

dışarısında birçok önemli biyolojik olayı kontrol eden bir yolaktır. Diyabette artan 

DAG seviyelerine bağlı olarak PKC aktivitesinde ve protein düzeylerinde meydana 

gelen artış, hücre içi NF-kB ve MAPK gibi önemli sinyal yolaklarının aktivasyonuna 

neden olmaktadır. Özellikle retinada endotel ve perisit hücrelerinde meydana gelen 

PKC aktivasyonu DR patogenezinde önemli roller oynamaktadır (Way ve ark., 2001; 

Khan ve Chakrabarti, 2007). Hiperglisemi ve oksidatif stres durumlarında NF-kB ve 

AP-1 protein düzeylerinde meydana gelen artışın PKC ile olan ilişkisini belirlemek 

için ilk önce 5,5 mM, 25 mM, 50 mM ve 100 mM glukoz uyguladığımız ARPE-19 

hücrelerinde PKC protein düzeylerini western blot yöntemi ile değerlendirdik. Elde 

ettiğimiz sonuçlar, ARPE-19 hücrelerinde artan glukoz konsantrasyonuna bağlı 

olarak PKC protein düzeylerinin de arttığını göstermektedir (Şekil 3.5). PKC’de 

meydana gelen bu artışın oksidatif stres ile yakından ilişkili olduğunu 

düşünmekteyiz. Oksidatif stres durumunda özellikle PKC’nin δ izoformunun 

ekspresyonu artmakta ve aktif hale geçerek NF-kB aktivasyonuna neden olmaktadır 

(Storz ve ark., 2004; Young ve ark., 2005). Bununla beraber, diyabette yükselen 

ROS GAPDH inhibisyonuna neden olarak DAG’ün prekürsörü olan trioz fosfat 

konsantrasyonunun artmasına ve PKC aktivasyonuna neden olmaktadır (Craven ve 

ark., 1990; Inoguchi ve ark., 1992; Shiba ve ark., 1993; Scivittaro ve ark., 2000). 

Ayrıca, AR enzim aktivitesine bağlı olarak artan DAG seviyelerinin de PKC 

aktivasyonuna neden olduğu yapılan çalışmalar ile daha önce gösterilmiştir 

(Brownlee, 2001; Ramana ve ark., 2006b; Rolo ve Palmeira, 2006). H2O2’li ve 

Glukoz + H2O2’li gruplardan elde ettiğimiz sonuçlar ise, PKC protein düzeylerinin 
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bu gruplarda da hiperglisemiye benzer şekilde arttığını göstermektedir (Şekil 3.6). 

Elde ettiğimiz tüm bu sonuçlar hem hiperglisemi hem de oksidatif stres durumlarında 

ARPE-19 PKC protein düzeylerinin arttığını göstermekte ve bu konu üzerine daha 

önce yapılmış olan diğer çalışmalar ile benzer sonuçlar ortaya koymaktadır (Koya ve 

King, 1998; Konishi ve ark., 1997; Rolo ve Palmeria, 2006) (Şekil 4.1). 

Daha önceki yapılan çalışmalarda ARPE-19 hücrelerinde PKC’nin α, β1, β2, δ, ε ve 

ζ izoformlarının eksprese olduğu bildirilmiştir (Wood ve Osborne, 1997; Wood ve 

Osborne, 1998; Moriarty ve ark., 2000). Yapılan bir diğer çalışmada ise bu 

izoformlar arasında yer alan PKCδ’nın baskın izoform olduğu ve retinopati 

gelişiminde önemli roller oynadığı gösterilmiştir (Young ve ark., 2005). 

Çalışmalarımızda ARPE-19 PKC izoformlarının tamamını yansıtan western blot 

sonuçlarımız izoform spesifik değildir. ARPE-19 hücrelerinde yaratılan 

hiperglisemik ve oksidatif stres koşullarının PKC izoformlarının ekspresyonları ve 

aktiviteleri üzerine olan etkisi ve bu izoformların AR ile olan etkileşimi daha sonra 

araştırılacak konular arasında yer almaktadır. 

Hiperglisemi ve oksidatif stres durumlarında ARPE-19 PKC protein düzeylerinde 

meydana gelen artışın NF-kB’nin dışında MAPK sinyal yolağı ile de ilişkili 

olduğunu düşünmekteyiz. Daha önceki yapılan çalışmalarda yüksek glukoza maruz 

bırakılan endotel hücrelerinde PKC inhibisyonunun MAPK aktivasyonunu önlediği 

gösterilmiştir (Awazu ve ark., 1999; Tomlinson, 1999; Xin ve ark., 2004). MAPK 

sinyal yolağının JNK ailesi stres ve apoptotik sinyallerle yakından ilişkili bir ailedir 

(Lewis ve ark., 1998). Bu ailenin, ARPE-19 hücrelerinde meydana gelen AP-1 

protein düzeylerindeki artışın majör sorumlusu olduğunu düşünmekteyiz. Bu durumu 

belirlemek için 5,5 mM, 25 mM, 50 mM ve 100 mM glukoz uyguladığımız ARPE-

19 hücrelerinde SAPK/JNK protein düzeylerini ELISA yöntemi ile değerlendirdik. 

Elde ettiğimiz sonuçlar, artan glukoz konsantrasyonuna bağlı olarak SAPK/JNK 

protein düzeylerinin de arttığını göstermektedir (Şekil 3.13). Ayrıca, H2O2’li ve 

Glukoz + H2O2’li gruplarımızda da SAPK/JNK protein düzeylerinin hiperglisemik 

şartlara benzer şekilde arttığını saptadık (Şekil 3.14). ARPE-19 hücrelerinde 

meydana gelen bu artışın c-jun’un fosforillenmesine neden olarak AP-1’in 
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aktivasyonuna yol açtığını ve böylelikle AR protein düzeylerinde artışa neden 

olduğunu düşünmekteyiz. 

ARPE-19 hücrelerinde hipergliseminin ve oksidatif stresin apoptoz üzerine olan 

etkilerini belirlemek için 5,5 mM, 25 mM, 50 mM ve 100 mM glukoz uyguladığımız 

ARPE-19 hücrelerinde sitokrom c protein düzeylerini ELISA yöntemi ile 

değerlendirdik. Bilindiği gibi sitokrom c’nin mitokondri yapısının bozulması sonucu 

sitozole salınması apoptozda geri dönülmez bir aşamaya gelindiğinin işaretidir. Elde 

ettiğimiz sonuçlar, artan glukoz konsantrasyonuna bağlı olarak ARPE-19 

hücrelerinde sitokrom c protein düzeylerinin de arttığını göstermektedir (Şekil 3.22). 

Ayrıca, H2O2’li ve Glukoz + H2O2’li gruplarımızda da sitokrom c protein 

düzeylerinin hiperglisemik şartlara benzer bir şekilde arttığını ve bu sonuçların da 

daha önce Choudhray ve arkadaşları tarafından yapılan başka bir çalışma ile de 

benzerlikler gösterdiğini belirledik (Choudhray ve ark., 2005) (Şekil 3.23). 

Hiperglisemi ve oksidatif stres durumlarında ARPE-19 hücrelerinde meydana gelen 

apoptozun merkezi yolağında NF-kB ve/veya PKC olduğunu düşünmekteyiz. Çünkü, 

diyabetin neden olduğu NF-kB aktivasyonu retina ve kapillerde proapoptotik olarak 

ele alınmakta (Podesta ve ark., 2000; Kowluru ve ark., 2003) ve PKC NF-kB 

aktivasyonuna neden olarak apoptozu tetiklemektedir. Bununla beraber, sitokrom c 

düzeylerinde ve dolayısıyla apoptozda meydana gelen bu artışın PKC ile ilişkili 

farklı bir mekanizma ile de bağlantılı olabileceği araştırmacılar tarafından 

vurgulanmaktadır. PKC izoformlarının mitokondri içerisinde yer aldığı uzun 

zamandır bilinmekle beraber, bu izoformların mitokondri içerisindeki fonksiyonları 

tam olarak bilinmemektedir (Noland ve Dimino, 1986; Wang ve ark., 2006). Yapılan 

çalışmalarda oksidatif stres durumunda mitokondride PKCδ akümülasyonunun 

sitokrom c’nin salınmasına neden olan mitokondrial membran potansiyelinin 

kaybedilmesine yol açtığı ve farklı hücre tiplerinde apoptoza neden olduğu 

bulunmuştur (Li ve ark., 1998; Li ve ark., 1999; Majumder ve ark., 2000; Majumder 

ve ark., 2001). Bu bağlamda, ARPE-19 hücrelerinde hiperglisemik ve oksidatif stres 

durumlarında meydana gelen sitokrom c artışının bu yolak ile de ilişkili olabileceğini 

düşünmekteyiz (Şekil 4.1).  
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Ayrıca, diyabetin yarattığı endoplazmik retikulum (ER) stresi PKCδ’nın ER 

yüzeyinde yer alan Abl I ile kompleks yapmasına neden olmaktadır. PKCδ-Abl I 

kompleksi ise JNK bağımlı yolakları aktive etmekte ve mitokondriden sitokrom c 

salınımına neden olmaktadır (Vannuvel ve ark., 2013). Bu yolak diyabette 

mitokondriyel stres ve ER stresi arasındaki ilişkinin hücrenin kaderinde önemli bir 

yer tutması bakımından önemlidir. PKC’nin ve dolayısıyla AR’ın bu yolakta önemli 

görevler üstlenmesi ise bu iki yolağının önemine dikkat çekmektedir. 

2006 yılında Ramana ve arkadaşları tarafından VSCM ve makrofaj hücrelerinde 

yapılan bir çalışmada, oksidatif stresin neden olduğu NF-kB aktivasyonunda AR’ın 

çok önemli bir yer tuttuğu belirlenmiştir. Bu çalışmaya göre; AR enziminin bir 

substrat’ı olan GS-HNE’nin, enzimin aktivitesi ile GS-DHN’ye dönüşmesi ve GS-

DHN’nin de PKC aktivasyonuna neden olarak NF-kB yolunu aktive ettiği 

bulunmuştur (Ramana ve ark., 2006a). 2008 yılında Nambu ve arkadaşları tarafından 

rat lens epitel hücrelerinde yapılan bir başka çalışmada ise, AR inhibisyonunun NF-

kB bağımlı apoptozu önlediği gösterilmiştir (Nambu ve ark., 2008). Çalışmamızda 

ARPE-19 hücrelerinde AR enzimin sorbinil ile inhibisyonunun, PKC ve hücre içi 

yolaklara olan etkilerini belirlemek için oluşturduğumuz Sorbinil ve Glukoz + 

Sorbinil gruplarında AR ve PKC protein düzeylerini western blot yöntemi ile 

değerlendirdik. Elde ettiğimiz sonuçlar, sorbinil uyguladığımız grupta AR protein 

düzeylerinin kontrol grubuna göre anlamlı olarak değişmediğini, Glukoz + Sorbinil 

uyguladığımız grupta ise kontrol grubuna göre anlamlı olarak arttığını 

göstermektedir (Şekil 3.4). Sorbinil uyguladığımız grupta AR protein düzeylerinde 

kontrol grubuna göre değişim olmaması, muhtemelen hücre içi oksidatif stres 

düzeylerinin kontrol grubuna göre değişmemesinden kaynaklanmaktadır (Şekil 3.27 

ve Şekil 3.30). Glukoz + Sorbinil uyguladığımız grupta ise AR protein düzeylerinde 

meydana gelen artışın sebebinin yüksek glukoz konsantrasyonu olduğunu 

düşünmekteyiz. 

Sorbinil ve Glukoz + Sorbinil gruplarımızdan elde ettiğimiz önemli sonuçlardan iki 

tanesini, MDA miktar ve GSH-Px enzim aktivite sonuçları oluşturmaktadır. ARPE-

19 hücrelerinde sadece sorbinil uyguladığımız grupta MDA miktarında ve GSH-Px 
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enzim aktivitesinde kontrol grubuna göre anlamlı herhangi bir değişim 

belirlenmezken, glukoz + sorbinil uyguladığımız grupta MDA miktarında ve GSH-

Px enzim aktivitesinde anlamlı artış belirlenmiştir (Şekil 3.27 ve Şekil 3.30). 

Bununla beraber, glukoz + sorbinil uyguladığımız grupta meydana gelen MDA 

artışının, 50 mM Glukoz grubundan daha yüksek olduğu tespit edilmiştir. Glukoz + 

Sorbinil grubunda 50 mM Glukoz grubuna göre daha fazla MDA oluşmasının 

nedeninin, AR enziminin sorbinil ile inhibisyonunun bir sonucu olduğunu 

düşünmekteyiz. AR enzimi, lipid peroksidasyonu son ürünlerini substrat olarak 

kullanmakta ve Glukoz + Sorbinil grubunda AR enzimi sorbinil ile inhibe olduğu 

için MDA miktarı 50 mM glukoz uyguladığımız gruba göre daha yüksek 

çıkmaktadır. Bununla beraber, glukoz + sorbinil uyguladığımız grupta kontrol 

grubuna göre GSH-Px enzim aktivitesinde meydana gelen artış, 50 mM glukoz 

uyguladığımız grup ele alındığında anlamlı bir azalış olarak tespit edilmiştir (Şekil 

3.30). 50 mM glukoz uyguladığımız grupta oksidatif stres sonucu kontrol grubuna 

göre anlamlı bir GSH-Px enzim aktivite artışı meydana gelirken, glukoz + sorbinil 

uyguladığımız grupta 50 mM Glukoz grubuna göre sorbinilin etkisiyle anlamlı bir 

GSH-Px enzim aktivite azalışı belirlenmiştir. Bu durum muhtemelen hücre içi sinyal 

yolaklarıyla, özellikle AR’ın etkilediği PKC ve NF-kB ile yakından ilişkili olabilir. 

Çalışmamızda, sorbinilin APRE-19 hücrelerinde PKC protein düzeylerine olan 

etkilerini belirlemek için oluşturduğumuz Sorbinil ve Glukoz + Sorbinil gruplarında 

western blot yöntemi ile protein düzeylerini değerlendirdik. Elde ettiğimiz sonuçlar, 

Sorbinil ve Glukoz + Sorbinil gruplarında PKC protein düzeylerinin arttığını 

göstermektedir (Şekil 3.6). Her ne kadar PKC protein düzeylerinde kontrol grubuna 

göre anlamlı bir artış saptamış olsak da, PKC’nin aktivitesini sorbinilin etkisiyle 

gösteremediğini düşünmekteyiz. Bu düşüncemizin başlıca nedenini; Glukoz + 

Sorbinil grubunda NF-kB ve IkB-α protein düzeylerinin 50 mM Glukoz grubuna 

göre daha düşük çıkması oluşturmaktadır (Şekil 3.9 ve Şekil 3.12). AR inhibitörü 

olan sorbinilin etkisiyle ARPE-19 hücrelerinde her ne kadar PKC protein düzeyleri 

artış gösterse de, bu artışın enzim aktivitesine yansımadığını ve hücre içi NF-kB 

protein düzeylerinin 50 mM Glukoz grubuna göre daha düşük seyretmesinin 

nedeninin bu aktivite azalışı olduğunu düşünmekteyiz. Ayrıca, Glukoz + Sorbinil 
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grubunda 50 mM Glukoz grubuna göre meydana gelen GSH-Px enzim aktivite 

düşüşünün, NF-kB protein düzeylerinde meydana gelen azalmadan kaynaklandığını 

düşünmekteyiz (Şekil 3.30). 

ARPE-19 hücrelerinde SAPK/JNK protein düzeylerinde sorbinil uygulanmış grupta 

kontrole göre her hangi bir değişim belirlenmezken, Glukoz + Sorbinil grubunda 50 

mM Glukoz grubuna göre azalma belirlenmiştir (Şekil 3.15). SAPK/JNK protein 

düzeylerinde meydana gelen bu azalmanın, PKC aktivitesi ile yakından ilişkili 

olduğunu ve dolayısıyla JNK sinyal yolağının AR enzim aktivitesine bağımlı 

olduğunu düşünmekteyiz. Bununla beraber, JNK sinyal yolağıyla ilişkili olan Total 

c-jun ve Fosfo c-jun protein düzeylerinde sorbinil uygulanmış grupta kontrol 

grubuna göre anlamlı her hangi bir değişim belirlenmezken, glukoz + sorbinil 

uygulanmış grupta 50 mM glukoz grubuna göre anlamlı azalma belirlenmiştir (Şekil 

3.18 ve Şekil 3.21). ARPE-19 hücrelerinde sorbinilin etkisiyle ortaya çıkan bu 

durum, hücre içi AP-1’in PKC ve dolayısıyla AR enzimi ile de ilişkili olduğunu 

düşündürmektedir. Özellikle oluşturulan retinopati modellerinde JNK sinyal yolunun 

inhibisyonunun neovaskülarizasyonu önleyerek retinopati gelişimini durdurduğu  

(Guma ve ark., 2009) göz önüne alınırsa, AR inhibitörlerinin retinopati tedavisinde 

kullanılabileceği varsayılabilir (Şekil 4.1). 

AR enziminin PKC ve NF-kB ile olan yakın ilişkisi ARPE-19 hücrelerinde apoptozu 

etkilemektedir. Çalışmamızda sadece sorbinil uygulanan grupta kontrol grubuna göre 

ve glukoz + sorbinil uygulanan grupta da ise 50 mM Glukoz grubuna göre sitokrom c 

protein düzeylerinin azaldığını belirledik (Şekil 3.24). Elde ettiğimiz bu sonuçlar; 

ARPE-19 hücrelerinde apoptozun NF-kB ve/veya PKC ile ilişki içerisinde olduğunu 

ve bu ilişkinin AR enzim aktivitesine bağımlı olduğunu düşündürmektedir (Şekil 

4.1). 

PKC aktivatörü olan PMA DAG bağımlı PKC izoformları üzerine etki etmekte ve 

onların aktivasyonlarına neden olmaktadır (Cosentino-Gomes ve ark., 2012). 

Bununla beraber, PMA’nın hücre kültürü ortamındaki uzun süreli uygulaması (24 

saat veya daha fazla) PKC izoformlarının hücre içi protein düzeylerinin düşmesine 
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yol açmaktadır (Adams ve Gullick, 1989; Kiningham ve ark., 2004). Çalışmamızda 

PMA’nın ARPE-19 hücrelerinde AR ve PKC üzerine olan etkilerini belirlemek için 

oluşturduğumuz PMA ve Glukoz + PMA gruplarında western blot değerlendirmeleri 

gerçekleştirdik. Elde ettiğimiz sonuçlar; PMA ve Glukoz + PMA gruplarında PKC 

protein düzeylerinin azaldığını göstermektedir (Şekil 3.6). PKC protein düzeylerinde 

meydana gelen bu azalma, 24 saat PMA uygulamasının bir sonucudur. Glukoz + 

PMA grubunda meydana gelen PKC protein düzeylerindeki azalışın, sadece 

PMA’nın uygulandığı gruba göre daha fazla olması glukozun PMA’nın etkisini 

artırdığını göstermektedir. Yapılan bir çalışmada RPE hücrelerinde 24 saat PMA 

uygulanmasının PKC-δ protein düzeylerinini azalttığı, buna karşılık diğer 

izoformlarda bu azalmanın 48 saat sonra gerçekleştiği saptanmıştır (Young ve ark., 

2005). Çalışmamızda ARPE-19 hücrelerinde 24 saat PMA uygulamasına bağlı olarak 

PKC protein düzeylerinde meydana gelen azalışın sadece PKCδ izoformunda 

gerçekleştiğini yapılan bu ve diğer çalışmaları referans alarak düşünmekteyiz (Young 

ve ark., 2005). 

Çalışmamızda PMA’nın ARPE-19 hücrelerinde NF-kB ve IkB-α üzerine olan 

etkilerini belirlemek için yaptığımız ELISA değerlendirmelerinde; PMA grubunda 

NF-kB protein düzeylerinin kontrole göre anlamlı olarak azaldığını belirledik (Şekil 

3.9). Benzer şekilde oluşturduğumuz Glukoz + PMA grubunda ise NF-kB protein 

düzeylerinin hem kontrol grubuna göre hem de 50 mM Glukoz grubuna göre anlamlı 

olarak daha düşük olduğunu saptadık (Şekil 3.9). Bununla beraber, PMA grubunda 

IkB-α protein düzeylerinde kontrol grubuna göre herhangi bir anlamlı değişim 

gözlenmezken, Glukoz + PMA grubunda 50 mM Glukoz grubuna göre anlamlı bir 

düşme gözlenmiştir (Şekil 3.12). Elde ettiğimiz bu sonuçlar, PMA’nın etkisiyle PKC 

protein düzeylerinde meydana gelen azalmanın enzimin aktivitesine de yansıdığını 

göstermektedir. PKC aktivitesinde meydana gelen bu azalmanın ise ARPE-19 

hücrelerinde NF-kB protein azalışının temel nedeni olduğunu düşünmekteyiz. 

PMA’nın APRE-19 hücrelerinde AP-1 üzerine olan etkilerini belirlemek için 

yaptığımız total c-jun ve fosfo c-jun ELISA değerlendirmelerinde; PMA grubunda 

total c-jun protein düzeylerinin kontrol grubuna göre artış gösterdiğini, fosfo c-jun 
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protein düzeylerinin ise kontrol grubuna göre anlamlı bir değişim göstermediğini 

belirledik (Şekil 3.18 ve Şekil 3.21). Buna karşılık, oluşturulan Glukoz + PMA 

grubunda ise hem total c-jun hem de fosfo c-jun protein düzeylerinin 50 mM Glukoz 

grubuna göre daha düşük olduğunu saptadık (Şekil 3.18 ve Şekil 3.21). Glukoz + 

PMA grubunda fosfo c-jun protein düzeylerinde meydana gelen bu düşüş, 

muhtemelen PKC’nin etkilediği JNK sinyal yolağı ile yakından ilişkidir. Yaptığımız 

değerlendirmelerde PMA uygulanan grupta kontrol grubuna göre anlamlı bir 

SAPK/JNK protein düzeyi artış veya azalışı gözlenmezken, Glukoz + PMA 

uygulanan grupta ise hem kontrol grubuna göre hem de 50 mM Glukoz grubuna göre 

daha düşük SAPK/JNK protein düzeyleri gözlenmiştir (Şekil 3.15). Bu sonuçlar, 

ARPE-19 hücrelerinde PMA’nın etkisiyle meydana gelen PKC protein miktar 

azalışının JNK sinyal yolağını ve dolayısıyla AP-1’i etkilediğini göstermektedir. 

Çalışmamızda PMA’nın ARPE-19 AR enzimi üzerine olan etkisini belirlemek için 

yaptığımız western blot değerlendirmelerinde, hem PMA grubunda hem de Glukoz + 

PMA grubunda AR protein düzeylerinin azaldığını belirledik (Şekil 3.4). Bu 

durumun PMA’nın neden olduğu PKC protein azalışının hücre içi NF-kB ve AP-1 

gibi transkripsiyon faktörlerinde meydana getirdiği düşme ile ilişkili olabileceğini 

düşünmekteyiz. 

PMA’nın oksidatif strese olan etkilerini belirlemek için ARPE-19 hücrelerinde 

oluşturduğumuz PMA ve Glukoz + PMA gruplarında MDA miktar ve GSH-Px 

enzim aktivite tayini gerçekleştirdik. Elde ettiğimiz sonuçlar; PMA’nın kontrol 

grubuna göre anlamlı MDA artışına neden olduğunu, buna karşılık GSH-Px enzim 

aktivitesinde kontrol grubuna göre anlamlı herhangi bir değişime neden olmadığını 

göstermektedir (Şekil 3.27 ve Şekil 3.30). Ayrıca, oluşturduğumuz Glukoz + PMA 

grubunda yaptığımız MDA miktar ve GSH-Px aktivite tayininde, MDA miktarının 

hem kontrol grubuna göre hem de 50 mM Glukoz grubuna göre daha yüksek 

olduğunu, buna karşılık GSH-Px enzim aktivitesinin hem kontrol grubuna göre hem 

de 50 mM Glukoz grubuna göre daha düşük olduğunu saptadık (Şekil 3.27 ve Şekil 

3.30). Bu durum PMA’nın etkisiyle meydana gelen PKC protein düzey azalışının 

ARPE-19 hücrelerinde neden olduğu NF-kB azalışı ile ilişkili olabilir. Glukoz + 
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PMA grubunda NF-kB protein düzeylerinde meydana gelen azalışın, GSH-Px ve AR 

gibi antioksidan savunmada görev alan enzimleri etkilediğini ve ekspresyonlarında 

düşmeye neden olduğunu düşünmekteyiz. Bununla beraber, antioksidan enzimlerde 

meydana gelen bu düşmenin hücre içi oksidatif stresi artırdığını ve MDA’da 

meydana gelen artışın ise bu durumla yakından ilişkili olduğunu düşündürmektedir. 

Çalışmamızda PMA’nın ARPE-19 hücrelerinde apoptoza olan etkilerini belirlemek 

için yaptığımız ELISA değerlendirmelerinde, hem PMA’lı grupta hem de Glukoz + 

PMA’lı grupta sitokrom c protein düzeylerinin düştüğünü belirledik (Şekil 3.24). Bu 

durum muhtemelen ARPE-19 hücrelerinde PKC ve/veya PKC’nin etkilediği NF-kB 

protein düzeylerin azalması ile ilişkilidir. Proapoptotik olarak algılanan NF-kB’nin 

protein düzeylerinde ve/veya mitokondriden sitokrom c salınımına neden olan PKCδ 

protein düzeylerinde meydana gelen azalmanın bir sonucu olarak, PMA ve Glukoz + 

PMA gruplarında apoptozun azalma göstermiş olabileceğini düşünmekteyiz (Şekil 

4.1). 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Çalışmamızda ARPE-19 hücrelerinde hiperglisemi ve oksidatif stres durumları 

yaratılarak AR, PKC, apoptozis ve hücre içi sinyal yolaklarının olaya katılımı 

değerlendirilmiştir. Çalışma sonucunda glukoz uygulamasının ancak çok yüksek 

dozlara çıkıldığında (50 mM Glukoz) toksik etki yarattığı tespit edilmiştir. Buna 

karşılık diyabet tanısı için belirlenen glukoz konsantrasyonlarının (7.0 mM) ARPE-

19 hücrelerinde tek başına herhangi bir toksik etki yaratmadığı belirlenmiştir. Bu 

durum ARPE-19 hücrelerin hiperglisemiye dayanıklı olduklarını düşündürmektedir. 

Bununla beraber, ARPE-19 hücrelerinde yüksek glukoz konsantrasyonlarıyla oluşan 

hasarın, oksidatif stres ile beraber belirginleştiği saptanmıştır.  

Yaptığımız çalışmalarda hem hiperglisemi hem de oksidatif stres koşullarında AR ve 

PKC protein düzeylerinin arttığı belirlenmiştir. AR ve PKC protein düzeylerinde 

meydana gelen bu artış, uygulanan glukoz konsantrasyonuna bağlı olarak 

artmaktadır. Hiperglisemi durumunda AR ve PKC protein düzeylerinde meydana 

gelen bu artışın majör nedeninin oksidatif stres olduğunu düşünmekteyiz. AR 

enziminin hücre içi protein düzeylerinin NF-kB ve AP-1 gibi redoks düzenleyici 

faktörler tarafından değişmesi ve AR inhibitörü olan sorbinilin varlığında hücre içi 

oksidatif stresin artması, AR enziminin antioksidan savunmadaki rolünün önemini 

vurgulamaktadır. Bu görüş yapılan başka çalışmalarla da desteklenmiştir. Fakat AR 

enziminin fizyolojik fonksiyonun çeşitliliği enzimi tek bir yolak üzerinden 

açıklamaya yetmemektedir. Bu bağlamda, ARPE-19 hücrelerinde AR enzimin 

önemli bir antioksidan savunma elemanı olduğunu düşünmekteyiz. 

Çalışmamızda hiperglisemi ve oksidatif stres durumlarında PKC protein 

düzeylerinde meydana gelen artışın NF-kB ve AP-1’i doğrudan etkileyerek AR 

protein düzeylerinde artışa neden olduğunu düşünmekteyiz. Bununla beraber, 

PMA’nın neden olduğu PKC protein düzeylerinin düşmesinin ise AR protein 

düzeylerinde düşmeye neden olduğu saptanmıştır. Bu sonuçlar, AR protein 

düzeylerinin PKC ile sıkı bir ilişki içerisinde olduğunu ve PKC’de meydana gelen 
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değişimlerin doğrudan NF-kB ve AP-1’i etkileyerek AR protein düzeylerinde 

değişime neden olabileceğini göstermektedir. 

AR inhibitörü sorbinilin PKC aktivitesinde azalmaya neden olarak NF-kB ve AP-1 

gibi redoks transkripsiyon faktörlerinin protein düzeylerinde düşmeye neden 

olduğunu düşünmekteyiz. Bu durum, PKC’nin AR enzimi ile sıkı bir ilişki içerisinde 

olduğunu düşündürmektedir. PKC sinyal yolağının hücre içi ilişkili olduğu diğer 

yolaklar düşünüldüğünde, AR ve PKC arasındaki bu ilişkinin önemi daha iyi 

anlaşılmaktadır. Bununla beraber, ileride yapılacak olan AR ve PKC aktivite 

ölçümleri sonuçlara önemli katkıda bulunacaktır. 

Çalışmamızda hiperglisemi ve oksidatif stres durumlarında ARPE-19 hücrelerinde 

apoptozun arttığı belirlenmiştir. ARPE-19 hücrelerinde meydana gelen apoptozun 

nedeninin pivotal etki gösteren NF-kB ve/veya PKC olabileceğini düşünmekteyiz. 

AR inhibitörü olan sorbinil ile yaptığımız değerlendirmelerden elde ettiğimiz 

sonuçlar, sorbinilin apoptozu önlediğini göstermektedir. Bu durumun AR inhibitörü 

olan sorbinilin etkisi ile NF-kB protein düzeylerinde meydana gelen düşme ile ilişkili 

olabileceğini düşünmekteyiz. Diyabetik retinopatinin ilerleyişi göz önüne 

alındığında, retinada meydana gelen birincil değişim olan perisit hücre kaybı ve 

endotelin yapısının bozulması apoptozun önemine dikkat çekmektedir. Bununla 

beraber, AR inhibitörü sorbinilin SAPK/JNK protein düzeylerinde azalmaya neden 

olduğu belirlenmiştir. Retinopati gelişiminde bu yolağın inhibisyonunun 

neovaskülarizasyonu önlediği daha önceki yapılan çalışmalar ile gösterilmiştir. 

Ayrıca, yapılan bir başka çalışmada ise neovaskülarizasyonda önemli bir faktör olan 

VEGF’in PKC ile sıkı bir ilişki içerisinde olduğu ve PKC aktivitesinin artmasının 

VEGF artışına neden olduğu gösterilmiştir. Bu bağlamda AR inhibitörü olan 

sorbinilin hem retinopatinin başlangıç evresinde apoptozu önlemek için hem de ileri 

evresinde neovaskülarizasyonu önlemek için tedavi amaçlı kullanılabileceği 

varsayılabilir. 

Oksidatif stres, PKC ve AR enzimi arasındaki bu ilişki retinopati başta olmak üzere 

diğer diyabetik komplikasyonların da gelişiminde önemli bir yer tutmaktadır. 
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Yaptığımız çalışma bu üç temel mekanizmanın sıkı bir şekilde birbirine bağlı 

olduğunu göstermektedir. AR enziminin antioksidan savunma ve PKC sinyal 

yolağındaki fonksiyonları düşünüldüğünde, enzimin sorbinil veya diğer inhibitör 

maddeler ile inhibisyonunun doğru bir yaklaşım olmadığını düşünmekteyiz. Fakat 

farklı fonksiyonel özellikler gösteren bu enzimin doku bağımlı olarak düşünülmesi 

ve enzimin inhibisyonunun hücre için yarar/zarar ilişkisinin doğru bir şekilde 

değerlendirilmesi gerektiğini önermekteyiz. İn vitro-in vivo sistem analizleri ve 

farklı hücre serileri ile yapılacak olan ko-kültür çalışmalarının sonuçlara katkıda 

bulunabileceğini düşünmekteyiz. 
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ÖZET 

İn Vitro Diyabetik Retinopati Modelinde Aldoz Redüktaz Enzimi İle Protein Kinaz C 

Sinyal Yolağının İlişkisi 

Diyabetik retinopati; retinanın prekapiller arteriollerini, kapillerini ve venüllerini etkileyen 

önemli bir mikroanjiyopatidir. Tüm diyabetik bireylerin yaklaşık olarak % 90’nından 

fazlasında zaman içerisinde gelişmekte ve bireylerde ciddi sağlık sorunlarına neden 

olmaktadır. Diyabetin retinal, nöral, renal ve vasküler düzensizliklerinin nedenlerini 

açıklayan birkaç moleküler mekanizma bulunmaktadır. Bunlar; ileri glikasyon son 

ürünlerinin oluşumu, oksidatif stres, heksozamin yolağı, PKC sinyal yolağı ve poliol 

yolağıdır. Bu mekanizmalar arasında yer alan PKC sinyal yolağı ve AR enzimi ile ilişkili 

olan poliol yolağının sürekli etkileşim halinde olduğu biliniyor ise de, insan retinal 

hücrelerinde AR inhibisyon ve aktivasyonunun hiperglisemi ve oksidatif koşullarda PKC 

düzey ve aktivasyonuna etkisi, bu etki sonucu hücresel çoğalma ve apoptozun nasıl 

etkilendiği net olarak bilinmemektedir. Bu çalışmada ARPE-19 hücrelerinde hiperglisemi ve 

oksidatif stres koşullarında AR ve PKC arasındaki etkileşim araştırılmıştır. Bu amaçla, AR 

ve PKC protein düzeyleri western blot yöntemi ile, oksidatif stres düzeyi MDA miktar ve 

GSH-Px enzim aktivite tayini ile, NF-kB, IkB-α, Total c-Jun, Fosfo c-Jun, SAPK/JNK ve 

sitokrom c protein düzeyleri ELISA yöntemi ile belirlenmiştir. ARPE-19 hücrelerinde 

hiperglisemi ve oksidatif stres koşullarında AR ve PKC protein düzeylerinin arttığı tespit 

edilmiştir. Hiperglisemi durumunda AR ve PKC’de meydana gelen bu artışın majör 

nedeninin oksidatif stres olduğunu düşünmekteyiz. Hiperglisemi durumunda PKC’nin 

etkilediği NF-kB ve AP-1’in AR protein düzeylerinde artışa neden olduğu düşünülmektedir. 

AR inhibitörü olan sorbinilin PKC aktivitesinde azalmaya neden olarak hücre içi NF-kB ve 

AP-1 protein düzeylerinde düşmeye neden olduğu ve apoptozu önlediği belirlenmiştir. PKC 

aktivatörü olan PMA’nın uzun süreli uygulamasının ise AR protein düzeylerinde ve 

apoptozda azalmaya neden olduğu saptanmıştır. Oksidatif stres, PKC ve AR enzimi 

arasındaki bu ilişki retinopati başta olmak üzere diğer diyabetik komplikasyonların da 

gelişiminde önemli bir yer tutmaktadır. Yaptığımız çalışmalar bu üç temel mekanizmanın 

birbiri ile sıkı bir ilişki içerisinde olduğunu göstermektedir. Bu bağlamda, farklı fonksiyonel 

özellikler gösteren AR enziminin doku bağımlı olarak düşünülmesi ve enzimin 

inhibisyonunun hücre için yarar/zarar ilişkisinin doğru bir şekilde değerlendirilmesi 

gerektiğini düşünmekteyiz. Sonuç olarak, in vitro diyabetik retinopati modelinde AR ve PKC 

sinyal yolağı birbiri ile yakından ilişkilidir. Hiperglisemi ve oksidatif stres durumlarında AR 

ve PKC sinyal yolağı arasındaki bu ilişki hücresel birçok yolağın kontrolünde önemli roller 

oynamaktadır. 

Anahtar Sözcükler: Aldoz Redüktaz, 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 İn 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, IkB-α, Total c-Jun, Fosfo 

c-Jun, SAPK/JNK 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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