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Diyabetik Rat Modelinde Kafeik Asit ve Kafeik Asit Fenetil Esterin Goz

Dokularindaki Koruyucu Etkilerinin Arastirilmasi

Ogrencinin Adi ve Soyadi: Alparslan SAHIN
Damismani: Prof. Dr. Mukadder BAYLAN

Anabilim Dali: Fizyoloji

1.1. OZET

Amag: Bu ¢alismada kafeik asit fenetil esterin (CAPE) streptozotosin (STZ) ile olusturulan
diyabetik rat modelinde retinal apoptozis ve oksidatif stres parametreleri iizerine olan

etkisinin arastirilmas1 amac¢lanmastir.

Gerec¢ ve Yontem: Bu calismada 3 grup olusturuldu; Kontrol, STZ ve STZ+CAPE. STZ
ve STZ+CAPE grubundaki ratlara diyabet olusturmak i¢in tek doz 35mg/kg dozunda STZ
intraperitoneal olarak enjekte edildi. STZ+CAPE grubunda 10 pmol/kg CAPE 4 hafta

boyunca her giin intraperitoneal olarak injekte edildi.

Kontrol ve STZ grubunda sadece intraperitoneal olarak serum fizyolojik verildi. Ratlar 4.
hafta sonunda anestezi altinda sakrifiye edildi. Retinal dokulardaki total anti-oxidant status
(TAS), total oxidant status (TOS), paroxanase (PON) seviyeleri Ol¢iildii. Histopatolojik
degerlendirmeler i¢in diger g6z kullanildi ve Caspase-3, matriks metalloproteinaz -2

(MMP-2) ve MMP-9 degerlendirildi.

Bulgular: CAPE tedavisi ile kan glukoz seviyesinde 6zellikle 21. giinde olmak tizere
anlamli olarak disiiklik saptanmistir. Ancak bu hipoglisemik etki 28. giinde
gozlenmemistir. Calisma sonucunda elde edilen oksidatif stres parametreleri (TOS ve OSI)
STZ grubunda STZ+CAPE ve kontrol gruplarina gore anlamli olarak daha yiiksek saptandi.
CAPE tedavisi total oksidan durumunun artmasini engelleyici etki gostermistir. Fakat PON
seviyeleri STZ+CAPE ve STZ gruplarinda karsilastirilabilir bulunmustur. Serum ve retina
MMP seviyelerinde de farklilik saptanmamuistir. Tiim gruplarda retinal caspase-3 boyamasi

ile benzer sonugclar elde edilmistir.



Sonuc¢: Bu calismada CAPE tedavisi ile STZ ile indiiklenmis diyabetik rat modelinde
retinal dokuda oksidatif stresin azaltilabilecegi gosterilmistir. Fakat muhtemelen kisa

diyabetik siire nedeni ile retinal apoptozis gosterilememistir.

Anahtar sozciikler: Kafeik asit fenetil ester, streptozotosin, diabetes mellitus, diyabetik

retinopati, caspase-3, oksidatif stres, antioksidan kapasite.



Investigation of The Protective Effects of Cafeic Acid and Cafeic Acid Phenethyl

Ester in Ocular Tissues in a Diabetic Rat Model

Student’s Surname and Name: SAHIN Alparslan
Adpviser of Thesis: Prof. Dr. Mukadder BAYLAN

Department: Physiology

1.2. ABSTRACT

Aim: We aimed to investigate the effect of caffeic acid phenethyl ester (CAPE) on retinal

apoptosis and oxidant stress parameters in streptozotocin (STZ) induced diabetic rat model.

Material and Methods: This study included 3 groups, control, STZ, and STZ+CAPE. Rats
of STZ, and STZ+CAPE groups were injected with STZ (35mg/kg, i.p.) for induction of
DM. In the STZ+CAPE group, 10 pumol/kg of CAPE were intraperitoneally injected for 4
weeks. Control and STZ groups were given only intraperitoneal serum physiologic. Rats
were anaesthetized and sacrificed on the 4th week of the experiment. Total anti-oxidant
status (TAS), total oxidant status (TOS), Paroxanase (PON) levels were measured on the
dissected retinal tissues. Fellow eyes were used for histopathologic evaluation with

caspase-3 and matrix metalloproteinase (MMP-2) ve MMP-9 evaluation.

Results: Blood glucose levels were significantly decreased at 21st day of the experiment

with CAPE treatment. However this hypoglisemic effect was not observed at 28th day.

The oxidative stress parameters including TOS, and OSI were significantly higher in STZ
group compared to STZ+CAPE and control groups. CAPE treatment prevented the
elevation of TOS. However PON levels were comparable between STZ+CAPE and STZ
groups. The MMP levels of both serum and retina were not different between groups.

Retinal caspase-3 staining were also similar.

Conclusion: This study demonstrated that the CAPE treatment may decrease the oxidative

stress in the retinal tissue in STZ induced DM rat model. However the apoptosis was not

3



observed in the retina. The retinal apoptosis can not be shown probably due to shorter

period of diabetes.

Key words: Caffeic acid phenethyl ester, streptozotocin, diabetes mellitus, diabetic

retinopathy, caspase-3, oxidative stress, antioxidant capacity.



2. GIRIS ve AMAC

Diabetes mellitus (DM) insiilin hormonu saliniminda yetersizlik veya insiilinin
hedef organlarda etkisinin diisiik olmasina bagl ortaya ¢ikan kronik hiperglisemi ile
seyreden metabolik bir hastaliktir (1). Son yillarda sedanter yasam tarzinin yayginlagmasi
ve beslenme aliskanliklarindaki olumsuz degisiklikler nedeniyle goriilme sikliginda artis
yasanmaktadir (2,3). Diyabetik hastalarda kronik hiperglisemi temel olarak vaskiiler
yapilarda bozukluklara yol acabildiginden bu durum géz, beyin, kalp, bobrekler ve
ekstremite uglar1 basta olmak iizere vaskiiler beslenme problemlerine bagl
komplikasyonlara yol agmaktadir (4—6). Bu komplikasyonlar arasinda oldukg¢a sik goriilen
diyabetik retinopati (DR) DM’li hastalarda gorme keskinligini en sik azaltan faktorler

arasinda ilk sirada yer almaktadir (7).

DM insiiline bagimli ve bagimsiz olmasma gore klinikte genellikle iki formda
gozlenmektedir. Insiiline bagiml tipte erken donemde hastalar hipoglisemik atak ile
presente olabilirken, insiiline bagimsiz tipte ise ketoasidoz ile seyreden koma ile hastalar

basvurabilmektedir (8).

Diyabetik hastalarda kronik hiperglisemiye bagli olarak kardiyopati, ndropati,
nefropati goriilmesi oldukca siktir (4—6). Kardiyolojik agidan en 6nemli komplikasyonlar
sessiz myokard infartiisii olarak da tanimlanan asemptomatik baslangich kalp krizidir.
Mikrovaskiiler diizeyde dolagimin bozulmasina bagl olarak eldiven-gorap tarzinda el ve
ayaklarda periferik noropati olduk¢a sik karsilagilan bir durumdur (9). Yine kronik
hiperglisemiye bagli olarak hasta ayaklarini hissetmediginden ayaklarinda iilserler
olusmakta ve bu durum diyabetik ayak olarak adlandirilmaktadir (9). Bobreklerde de
glomeriiler filtrasyon hizinda azalmaya yol agan ve protein kagaginin eslik ettigi nefropati,
kronik diyabetiklerde goriilebilen ve hayati tehdit eden bir diyabet komplikasyonudur (10).
Yine diyabette 6zellikle serebrovasiiler, koroner ve periferik arterler olmak tizere vaskiiler

tikanikliklar gozlenebilmektedir (11).

Diyabetik hastalarda karsilagilan énemli komplikasyonlardan biri de DR’dir (12).
Calisma cagindaki insanlarda en 6nemli korliikk nedenleri arasinda DR yer almaktadir (13).
DR’nin patogenezi tam olarak anlasilamasa da hiperglisemiye bagl retinal mikrovaskiiler
yapmin ve akabinde retinanin hasar1 temel patofizyolojik mekanizmay1 olusturmaktadir
(14). Diyabetin siiresi ile orantili olarak da retinopati prevalansinda artis goriilmektedir.

Diyabet stiresi 20 yil1 agtiginda hemen daima herhangi bir evrede DR gozlenmektedir (15).
5



Her iki g6z genellikle simetrik tutulsa da eslik eden vaskiiler tikanikliklara bagli asimetrik
tutulum da goriilebilmektedir. Klinik olarak DR nonproliferatif ve proliferatif olmak iizere
ikiye ayrilmaktadir (16). Nonproliferatif DR kendi i¢inde arka plan ve pre-proliferatif
olarak iki kisimda degerlendirilmektedir. Proliferatif DR’de retina yiizeyinde yeni
damarlanmalar olugmakta ve belli bir siire sonra bu damarlanmalar gérme kaybina sebep

olan g6z i¢i kanama ve traksiyonel retina dekolmanina yol agmaktadir (16).

DM’ye bagh olusan komplikasyonlar1 engellemek ve hastalarin yasam kalitesini
arttirmak maksadi ile cesitli ilaglar kullanilmaktadir (17,18). Bu ilaglar arasinda
antioksidan 6zellikteki cesitli maddelerin kan glukoz seviyesini diisiirerek ve antioksidan
ozelligi dolayisi ile hiicre hasarini engelleyerek koruyucu etki yaptiklari 6ne siiriilmiistiir
(19-23). Bu maddelerden kafeik asit fenetil ester (CAPE) son yillarda antioksidan 6zelligi
nedeniyle cesitli disiplinlerde calisilan bir molekiildir (24-41). CAPE bal arist
kovanlarindaki propolisin i¢inde dnemli miktarda bulunmaktadir (42). CAPE’nin ayrica
noroproteksiyon 6zelliginin oldugu gosterilmistir (33,43). Bunun yaninda, CAPE’nin
serebellar dokuda antiapoptotik aktiviteye sahip olmasi nedeniyle muhtemelen retinadaki
diyabete bagli apoptotik degisikliklerde olumlu etkileri olabilecegi akla gelmektedir
(34,44). CAPE’nin antioksidan 6zelligi ile dokularda, 6zellikle de retinada olusan hasarin

azaltilmasi ve geciktirilmesinde etkili olabilecegini diistinmekteyiz.

Bu ¢alismamizda, ratlarda streptozotosin (STZ) ile olusturulan diyabet modelinde
CAPE’nin retinal dokular {izerine olas1 koruyucu etkilerini degerlendirmeyi ve CAPE

tedavisinin retina lizerindeki apoptotik aktivite {izerine etkisini incelemeyi hedefledik.



3. GENEL BIiLGILER
3.1. Diyabet Tanim

Diyabetes Mellitus (DM), kronik hiperglisemi ile seyreden ve mikrovaskiiler ve
makrovaskiiler komplikasyonlar ile karakterize bir hormonal hastalik grubunu
tanimlamaktadir (1). Tan1 i¢in gerekli kriterler tanimlanmis olup herhangi birinin tek basina

bulunmasi bile DM tanist1 i¢in yeterlidir (1).

a) Herhangi bir anda 6lgiilen plazma glukoz seviyesinin 200 mg/dl iizerinde olmasi.

b) 8 saat agligi takiben alinan plazma 6rneginde glukoz degerinin 126 mg/dl iizerinde
olmasi.

c¢) Oral glukoz tolerans testinde (75 gr glukoz) ilk 2 saat i¢inde glukoz degerinin 200

mg/dl iizerinde saptanmasi.

3.2. Diabetes Mellitus Epidemiyolojisi

Global olarak 2013 yilinda diinyada yaklasik 381 milyon DM’li kisinin yasadigi
(45) ancak bu sayinin 2016 yili itibari ile 422 milyon olarak bildirildigi g6z 6niine alinirsa
DM prevalansinin hizlica arttigi dikkatleri ¢ekmektedir (World Health Organization,
Global Report on Diabetes. Geneva, 2016. Erisim tarihi 30 Agustos 2016). 2010 yilindaki
bir ¢alismaya gore 2025 yi1lnda DM’li hasta sayisinin 300 milyonu bulacagi tahmininin bile
2016 yilinda cok iistiine ¢ikilmasi bu durumun diinya capindaki ciddiyetini de gézler 6niine
sermektedir (3). Ozellikle gelismis ve gelismekte olan iilkeler olmak iizere sedanter hayat
tarzinin yayginlastigi ve diyet ile asir1 kalori aliminin oldugu iilkelerde DM prevalansindaki
artis daha belirgin sekilde karsimiza ¢ikmaktadir (3). 2000 yilindaki DM hasta sayisinin
2030 yilinda 2 katina ¢ikacagi tahmini bildirilmistir (46). Yine bu ¢aligmaya gore diyabet
prevalansi iizerine en 6nemli demografik degisikligin 65 yas tizeri popiilasyonun oransal
olarak artiginin gergeklesecek olmasidir. Tiim diyabet olgularinin %90’ Tip 2 DM’li
olgular olusturmaktadir. Bunda yasam stirelerinin uzamasinin yaninda obezite ve beslenme
aliskanliklarindaki olumsuz degisim ile beraber toplumun yas ortalamasinin yiikselmesinin
rolii oldukca 6nem arzetmektedir (3). Diyabet komplikasyonlarin yaninda énemli bir
mortalite sebebi olarak karsimiza gikmaktadir. Diinya Saglik Orgiitiiniin verilerine gore
yilda yaklasik 1,5 milyon kisi diyabet nedeniyle 6lmektedir. Bununla beraber ayrica 2,2

milyon kisi de yiiksek kan glukozu ve iligkili komplikasyonlar (koroner arter hastaligi,



bobrek yetmezligi, inme) ile alakali artmis risk nedeniyle Slmektedir (World Health
Organization, Global Report on Diabetes. Geneva, 2016. Erisim tarihi 30 Agustos 2016).

Tirkiye’de 2010 yilinda gergeklestirilen TURDEP —II c¢aligmasina gore diyabet
stkligt ~ oram1  1998’¢  gore %90  artarak = %I13,7 olarak = saptanmistir
(http://endokrin.org.tr/files/file/ TURDEP II 2011.pdf. Erisim tarihi 14 Temmuz 2016).

Yine bu ¢alismaya gore tilkemizde yillik DM artig oraninin %3,9 olacagi tahmin edilmektedir.
3.3. Diyabetin Simiflandirilmasi

DM her ne kadar kronik hiperglisemi ile giden metabolik bir klinik tabloyu tarif
etse de DM’nin pek ¢ok alt tipi bulunmaktadir.

Diinya Saglik Orgiitiiniin DM ile ilgili siniflandirmasi asagidaki gibidir.

A-Primer DM

1- Insiiline bagli DM (Tip 1 DM) )

2- Insiiline bagl olmayan DM (Tip 2 DM))
B- Ikincil DM
C- Gebelige baglhh DM
D- Bozulmus glukoz toleransi
E- Smiflandirilamayan tipler

Amerika Diyabet Cemiyetinin yaptiZ1 ve etyolojinin temel alindigi siniflanma

asagidaki gibidir (47).

D) Tip 1 DM (Insiiline bagimli)
Bu smiflama da kendi icinde immiinolojik ve idyopatik olarak 2 kisimda

degerlendirilmektedir.

IT) Tip 2 DM (Insiiline bagimli olmayan)

Temel sorunu insiiline kars1 olusan hiicresel diizeyde diren¢ veya insiilin sekresyonundaki
kismu yetersizlik olusturmaktadir.

II)  Gebeligin indiikledigi DM

IV)  Diger spesifik DM tipleri



Bu alt siniflamada pankreas beta hiicrelerinin genetik defektleri, insiilin etkinligindeki
genetik defektler, ekzokrin pankreas hastaliklari, endokrinopatiler, ilag ve kimyasallara
bagl olusan diyabet, enfeksiyonlar, immiin DM’nin nadir formlar1 ve DM ile iliskili

olabilen diger genetik sendromlar yer almaktadir.

3.3.1. Tip 1 diabetes mellitus

Tip 1 DM, tiim DM olgularinin %5-10’unu kapsamaktadir (48). Bu tip DM’de
insiilin iiretiminde yetersizlik s6z konusudur. Insiilin eksikligine bagl olarak serum glukoz
seviyesinde yiikselme saptanir. Tip 1 DM ¢ocukluk ¢aginda daha sik gozlenir. Hastalar
genellikle istah artisi, politiri, polidipsi ve kilo kayb1 semptomlar1 gésterirler. Buna ilave
olarak gdérme bulanikligi, yorgunluk, yara iyilesmesinde gecikme gibi semptomlar
bulunabilir. Insiilin etksinin olmamas1 ve yag asitlerinin metabolize edilmesi nedeni ile
ketoasidoz tablosu gelisebilir. Semptomlar genellikle kisa donem iginde belirginlesir.
Temel mekanizmanin tahribat yapan etkene gore degismekle birlikte pankreastaki beta
hiicrelerine kars1 T hiicreli otoimmiin hasara bagl olustugu gosterilmistir (49). Tip 1 DM
hastalarin biiylik kisminda otoimmiinite s6z konus iken %10 kadarinda immiin olmayan
beta hiicre hasar1 bildirilmistir (49). Otoimmiin sebeplere bagli olan Tip 1 DM’de kanda

otoantikorlar saptanir iken diger tipte saptanmamaistir.
3.3.2. Tip 2 diabetes mellitus

En sik gbzlenen DM alt tipi olan Tip 2 DM obezite ve yetersiz egzersiz ile iliskilidir.
Ayrica genetik yatkinlik da sézkonusudur. Tip 2 DM kismen egzersiz ve kilo azaltilmasi
ile engellenebilir. Genellikle orta yas ve tizerinde ilk semptomlar ortaya ¢ikar. Polidipsi ve
poliiiri ilk semptomlar1 olustururken bazi olgularda semptom vermeyebilir. Bazi tip 2
DM’li hastalar hiperozmolar hiperglisemik non ketotik koma ile presente olabilir.
Amerika’da gergeklestirilen bir ¢alismada ortalama 40 yasinda DM tanis1 alan olgularin
hayat beklenti siirelerinde erkeklerde 7 yil kadinlarda 8 yil azalma olacagi sonucuna
vartlmistir (50). Tip 2 DM i¢in bazi risk faktorleri bulunmaktadir. Bunlar aile ykiisii,
yliksek viicut kitle indeksinin olmasi, 1rk (51), hipertansiyon(52), sedanter yasam tarzi ve
fiziksel aktivite eksikligi (53), diyette asir1 seker(54), doymus ve trans yag asitlerinin

bulunmasi(2), sigara kullanimidir (55).

Insiilin salgilanmasinda yetersizlik olsa da asil patofizyolojik durum insiilin

direncidir (56). Kas, yag ve karaciger dokularindaki hiicrelerin normal insiilin seviyesine
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karsin yeterli yanit olusturarak glukozun hiicre icine alimindaki yetersizligi ifade
etmektedir (57). Buna hedef organdaki insiilin reseptorii azalmasi, postreseptor seviyede
hiicre i¢i insiilin etkinliginin azalmas1 yol acabilmektedir. Insiiline direng, insiilin
salgilanmasinda azalma ve bozulmus glukoz tolerans1 Tip 2 DM patogenezinde {i¢ ana

metabolik bozuklugu olusturmaktadir (58).

Insiilin fizyolojik olarak karacigerde glikoneogenez ve glikojenolizi inhibe ederek
glukoz iiretimini baskilarken, glikojen sentezini arttirmaktadir. Yine hiicre zarinda bulunan
glukoz transporterlarini arttirarak glukozun hiicre i¢ine alinmasini kolaylastirmaktadir (59).
Normalde insiiline cevap veren karaciger, iskelet kasi ve kalp kas1 gibi hedef dokularin
insiilinin etkisine kars1 duyarliliklarinda azalma olmasi insiilin direnci olarak
tanimlanmaktadir (60). Bu durumun 6zellikle hipertansiyon, yag metabolizmasi bozuklugu
ve obezite ile iliskili oldugu belirtilmistir (61,62). Tip 2 DM patogenezindeki bir diger
patoloji pankreastaki beta hiicrelerinin fonksiyonunun azalmasina bagli insiilin
sekresyonundaki yetersizliktir (63). Bozulmus glukoz toleransi oral glukoz tolerans testinin
ikinci saatinde plazma glukoz seviyesinin 126-200 mg/dl arasinda olmasi olarak
tanimlanmigstir (64). Oral glukoz tolerans: testinin, diyabet siiphesi olan gebelik, obezite,
myokard infarktiisii gibi vaskiiler tikanikliklar, ailede DM olanlarda yapilmasi

onerilmektedir (8).

3.3.3. Gestasyonel diyabet

Gestasyonel diabetes mellitus (GDM) gebelik sirasinda teshis edilen ve asikar
olmayan diyabet olarak tanimlanmaktadir (64). Bu durum, fetal makrozomi, 6lii dogum,
neonatal metabolik bozukluklar ve ilgili problemler de dahil olmak iizere olumsuz gebelik
komplikasyonlar1 ile iligkilidir (65). Hamilelik déneminde gestasyonel diyabetin ortaya
cikma olasiligt % 6’dir (66). GDM'li annelerin bebekleri diyabet ve obezite agisindan
yiiksek risk altindadir (67,68). Ayrica GDM'li kadinlarin gebeligi takip eden yillarda
diyabet gelisme olasilig1 daha yiiksektir (67). Bu nedenle GDM ig¢in riski yiiksek olan, 35
yas tizeri, 6nceki gebelikte GDM hikayesi olan, 4000 gram tlizeri dogum yapmis veya diisiik
yapmis olan, polihidoamniyozis olan, sik idrar yolu enfeksiyonu gegiren gebelerde

aragtirma yapilmalidir (66).
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34. Diyabetin Tanis1

Diyabet tanisi i¢in kan glukoz konsantrasyonu 6l¢limii ve oral glukoz tolerans testi
kullanilmaktadir. Amerikan Diyabet Birligi’'nin 2012’de yayimladigi kriterlerinden
herhangi biri saptanirsa DM teshisi konulmaktadir (64). Bunlar;

1. Agiz kurumasi, polidipsi, polifaji, poliiiri gibi DM’nin klinik semptom ve bulgulari

olanlarda plazma glukozunun 200 mg/dl iizerinde olmast

2. Farkli zamanlarda en az iki kez Olgtilen aglik kan plazma glukozu seviyesinin 126

mg/dl {izerinde olmasi.

3. Oral 75 gr’lik glukoz yiiklemesini takiben 2 saat sonraki kan plazma glukozu

seviyesinin 200 mg/dl ve tizeri olmasi.
4. HbAlc seviyesinin % 6,5 ve lizerinde olmasi
3.5. Diyabetes Mellitusta Tedavi Metodlar:

Diyabette tedavinin en Onemli basamagini hasta egitimi olusturmaktadir (69).
Diyabet hastalari, giinliik bakimlarindan sorumlu tutulmalidir. Bu, kan glukoz diizeylerini,
diyet yonetimini, fiziksel aktiviteyi siirdiirmeyi, kilo ve stres kontrol altinda tutmay1, oral
ilaclar1 ve gerektiginde enjeksiyon veya pompa yoluyla insiilin kullanimini izlemeyi

icermektedir.

Diyabetik hastalarin yonetiminin ana amaci, kan sekeri diizeylerini normalden
miimkiin oldugunca giivenli tutmaktir. Yeme aligkanliklarini degistirmek ve fiziksel

aktiviteyi arttirmak, genellikle kan sekeri diizeylerini azaltmaya yonelik ilk adimlardir.

Diyabet, kalp hastalig1 ve periferik arter hastalig1 riskini 6nemli 6l¢lide artirabileceginden
kan basincini ve kolesterol diizeylerini kontrol altina almaya yonelik dnlemler de diyabet

tedavisinin 6nemli bir par¢asini olusturmaktadir (70).

Diyabetik hastalarda kan glukoz takibinde anlik takibi gosteren plazma glukoz
sevyesinden ziyade 3 aylik ortalama kan glukoz seviyesi hakkinda bilgi veren HbAlc
kullanilmaktadir (71). Diyabet hastalarinda ideal olarak HbAlc seviyesi %7 nin altinda
olmalidir (64).

Medikal tedavi olarak tip 1 diyabette parenteral insiilin verilirken, tip 2 diyabette
tedavi hedefi insiilin direncinin azaltilmasi, insiilin sekresyonunun arttirilmasi ve intestinal

glukoz emiliminin azaltilmasini hedefleyen ilaclar ile saglanmaya ¢alisilmaktadir (69,72).
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Bu tedavilerin yetersiz kaldig1 durumlarda tip 2 diyabette insiilin tedavisi uygulanmaktadir

(69).
3.6. Diyabetik Retinopati

DR o6nemli bir korliikk nedeni olup uygun tedavi ve yonetim ile gérme kaybi
onlenebilmektedir (73). Diinya genelinde toplam 2,4 milyon DR’ye bagh korlik oldugu
tahmin edilmektedir (74). Bunun yaninda DR, diyabet hastalarinda yasam kalitesinde
azalmaya yol agmaktadir (75). DR varlig1 artmis kardiyovaskiiler hastalik riski ve mortalite

iligkili bulunmustur (76).
3.6.1 Diyabetik retinopati tanim

DM’nin en 6nemli komplikasyonlarinin baginda DR gelmektedir (77). DR, kronik
hiperglisemiye bagli olusan retinada kapillerlerin, veniillerin ve arteriyollerin etkilendigi

mikroanjiopati ve ndropati ile seyreden klinik durumu tanimlamaktadir (1).
3.6.2. Diyabetik retinopati epidemiyolojisi

DR, Amerika Birlesik Devletleri’nde korliigiin en 6nde gelen sebepleri arasinda yer
almaktadir (7). Diinya genelinde yaklasik 285 milyon kisinin diyabetten etkilendigini ve
bu kisilerin {i¢te birinden fazlasinda DR belirtileri oldugu bildirilmistir (78). Bu rakamlarin,
diyabet prevalansinin artmasi, niifusun yaslanmasi ve diyabetlilerin yagam beklentilerinin
artmasi nedeniyle daha da artmasi beklenmektedir. Diinya Saglik Orgiitii'niin verilerine
gore, diinya genelinde DM'li insan sayisinin 2030 yilina kadar 360 milyona yiikselecegi
tahmin edilmektedir (46).

1980'den 2008'e kadar diinya ¢apinda yiiriitiilen 35 calismay1 iceren bir meta-analiz
caligmasinda, diyabetli hastalarda herhangi bir DR ve proliferatif diyabetik retinopatinin
(PDR) global prevalansinin sirasiyla % 35,4 ve% 7,5 olacagi tahmin edilmistir (78). Yine
bu calismada herhangi bir DR ve PDR prevalansi, tip 1 diyabetlilerle karsilastirildiginda,
tip 2 diyabetlilerle gore daha yiiksek saptanmustir (78). (herhangi bir DR i¢in % 25,2'ye
karsilik % 77,3, PDR i¢in % 32,4'e kars1 % 3,0). DR gelisiminde diyabetin siiresi en 6nemli
risk faktoriidiir (79). Tip 1 DM’li hastalarda 5 yildan erken DR gelismesi pek ihtimal dahilinde
degildir (80). Bununla birlikte hastalik siiresi 20 yil iizerinde ise %90’1n {izerindeki hastada
herhangi bir evre DR gozlenmektedir ve bu olgularin yaklasik %10’unda proliferatif DR tespit
edilmektedir (79).
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3.6.3. Diyabetik retinopati sitmflamasi

DR i¢in Diyabetik Retinopati Erken Tedavi Calisma Grubu’nun belirledigi
smiflandirma kullanilmaktadir (16). DR, klinik bulgulara gore non-proliferatif DR ve

proliferatif DR olmak tizere iki sinifa ayrilmaktadir.
3.6.3.1. Non-proliferatif diyabetik retinopati (NPDR)

Klinik bulgularin siddetine gore hafif, orta, agir ve siddetli olmak {izere dort gruba
ayrilmaktadir (16).

Hafif NPDR: DR’nin baglangi¢ donemidir. Arka kutupta retinal hemorajiler ve
mikroanevrizmalar gozlenir. PDR gelisme riski, bir y1l i¢cinde %5’tir. Bes yil i¢inde ise

%15 yiiksek riskli PDR gelisme riski mevcuttur (16).

Orta NPDR: Retinal hemoraji ve/veya mikroanevrizmalarin sayisi artmig, dort
retinal kadranin en az birinde yaygin olarak bulunmaktadir. Yumusak eksuda, vendz
boncuklanmalar ve intraretinal mikrovaskiiler anomaliler (IRMA) goriilebilir. Bir yil i¢inde

PDR riski %12-27, 5 yil i¢inde yiiksek riskli PDR gelisme riski % 33 olarak tespit edilmistir
(16).

Agir NPDR: Mikroanevrizmalar, retinal hemorajiler, venéz bulgular, yumusak
eksudalar ve IRMA klinik muayenede belirgindir. tiim retinal kadranlarda hemorajiler ve
mikroanevrizmalar varken, vendz kalibrasyon degisiklikleri en az iki kadranda, IRMA ise
en az bir kadranda mevcuttur. Bir yil i¢inde gelisebilecek PDR riski %52, 5 yil iginde,
yiiksek riskli PDR riski ise % 60’tir (16).

Siddetli NPDR: Yaygin yumusak eksudalar, arteriolerde tikanikliklar, belirgin
venodz degisiklikler ve IRMA goriiliir. Bu evredeki hastalarda takip eden yil icinde PDR
gelisme riski %75 olarak belirtilmistir (16).

3.6.3.2. Proliferatif diyabetik retinopati (PDR)

Proliferatif diyabetik retinopati (PDR), optik diskin neovaskiilarizasyonu, retinanin
neovaskiilarizasyonu,  irisin  neovaskiilarizasyonu = ve  iridokorneal = ag¢inin
neovaskiilarizasyonu, vitreus i¢i kanama ve/veya traksiyonel retina dekolmani ile
karakterizedir (16). Ozellikle retinadaki neovaskiilarizasyonlar fibréz doku ile gevrilidir.
Bu nedenle traksiyonlar gozlenebilmektedir. PDR tanisi i¢in retinada ve/veya optik disk
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iizerinde neovaskiilarizasyon olmasi sarttir (81). Diyabetik hastalarin %5-10 kadarinda
PDR bulunmaktadir. Bu oran DM siiresi 30 yili astiginda %60 seviyesine ulasmaktadir
(16). PDR klinik olarak erken PDR ve yiiksek riskli PDR olarak iki kisimda
incelenmektedir. Erken PDR’de minimal fibrotik dokunun eslik ettigi retinal
neovaskiilarizasyonlar bulunurken, yiiksek riskli PDR’de neovaskiilarizasyonlarin vitreusa
dogru ilerledigi ve beraberindeki fibrotik dokunun belirgin oldugu bir tablo hakim olup, bu
tabloya vitreus i¢i kanamalar eslik edebilmektedir (82).

3.6.4. Diyabetik retinopatinin 6nlenmesi

Diyabetik hastalarin ¢ogunda yeterince uzun yasarlarsa retinopati gelismektedir
(15). Tip 1 diyabetli hastalarin % 50'sinde ve tip 2 diyabetli hastalarin % 30'unda, yagami1
boyunca gérmeyi tehdit eden retinopati gelisebilir ve gérme kaybi riskini azaltmak i¢in
miidahale gerekebilmektedir (83). Ilac tedavisi ile retinopati riskinin daha da azaltilmas:
arzu edilen bir hedeftir ve bu etki i¢in birka¢ sinif molekiil denenmistir. Aldoz rediiktaz
inhibitorleri, protein kinaz-C inhibitdrleri, anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitorleri,
kalsiyum dobesilat ve ruboksistaurin gibi pek ¢ok molekiil diyabetik retinopati gelisimine

etkisi degerlendirilmis ancak faydasi tam olarak gdsterilememistir (84—87).

DR gelisimini geciktirmek ve siddetini azaltmak i¢in kan glukoz seviyesi ve kan
basinci kontrolii oldukea etkilidir (88). Diyabetik hastalardaki glikolize hemoglobin orani
ile retinopati progresyonu ile arasinda iliski saptamistir (89). Baska bir ¢aligmada yogun
glisemik kontol uygulanan diyabetik hastalarda, DR baslama ihtimalinde belirgin azalma
oldugu, DR progresyonunda %54, retinal laser ihtiyacinda ise %56 azalma oldugu
bildirilmistir (90). Sistemik arteryel basincin regiile edilmesinin tip 2 DR’de gorme kaybini
onleyecegi bildirilmistir (89). Sistolik kan basincinin ortalama degerindeki her 10 mmHg
azalmanin, DM’ye bagli mikrovaskiiler komplikasyonlarin goriilmesini %13 oraninda

azalttig1 bildirilmistir (12).

Diyabetik hastalarda fiziksel egzersiz diyabete bagli komplikasyonlar1 azaltmada
olumlu etki edebilir (91, 92). Ancak 6zellikle ileri evre DR olan olgularda goz i¢i kanama
riskini arttirdigindan asir1 efor gerektiren hareketlerden kaginmak gerekir (92). Anemi de
DR gelisimini olumsuz etkileyen bir diger faktordiir. Hemoglobin diizeyi diisiik olan DM
hastalarinda DR progresyonu riskinin, hemoglobin diizeyi normal olanlara gore 5 kat fazla

oldugu bildirilmistir (93).
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3.6.5. Diyabetik retinopatinin tedavisi

DR’nin geligmesi veya ilerlemesinin 6nlenmesi, gérmenin korunmasi i¢in en etkili
yaklasimdir. Ancak her diyabetik hastada bu hedefe ulasilamamaktadir. DR gelisen
hastalarin mevcut bulgularina gore uygun sekilde tedavi edilmesi ile goérme kaybi
azaltilabilmektedir (94). Sistemik risk faktorlerinin elimine edilemedigi durumlarda DR
tedavisi aslinda komplikasyonlarin yonetimini ifade etmekte ve patofizyolojiye yonelik bir

¢Oziim sunamamaktadir (94).

Diyabetik Retinopati Caligma Grubu, yiiksek riskli PDR’li gozlerde zamaninda
planlanan pan-retinal fotokoagiilasyonunun ciddi gérme kaybi riskini %50'nin iizerinde
azalttigim1 bildirmislerdir (95). Lazer fotokoagiilasyon, iskemik retinanin mid-perifer
bolgelerini tahrip ederek patolojik retinal neovaskiilarizasyonun gerilemesine yol agar.
Ancak, genis retinal fotokoagiilasyon alanlar1 sebebiyle bu tedavi periferik gérme azalmasi

ve gece goriisiiniin bozulmasina neden olmaktadir (96).

Pan retinal fotokoagulasyon disinda laser tedavisi makula 6demi tedavisinde de
kullanilmaktadir. Pan retinal fotokoagulasyondan daha diisiik enerji parametreleri ile
makula bolgesine yapilan uygulama son yillarda anti-vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
(anti-VEGF) tedavilerin kullanima girmesi ile ikinci planda kalmistir. Bunun yaninda
mikropuls laser tedavisi makula Odeminde kullanilmaktadir. Bu tedavide laser,
fotoreseptorlere ve retina pigment epiteline kalici zarar vermeden diisiik enerji ile,
milisaniyelik lazer patlamalar1 saglar (97). Standart fotokoagiilasyondan farkli olarak, ayni

alanlara uygulanan tedavi tekrarlanabilir.

Makula 6deminde anti-VEGF enjeksiyonlar, 6demin ¢oziilmesi ve gérme artisinda
oldukgca etkilidirler (98). Klinik uygulamalarda ranibizumab, aflibercept, conbercept gibi
molekiiller kullanilmaktadir (99). Ancak bu tedavilerin en O6nemli dezavantaji belirli
araliklarla tekrar edilme gerekliligi ve g6z ici enjeksiyonlara bagl olarak retina dekolmani,

katarakt ve gz i¢i kanama gibi potansiyel komplikasyon riski tagimalaridir (98).

Go6z i¢i kanama ile komplike olan DR’de pars plana vitrektomi (PPV)
uygulanmaktadir (100). PPV ayrica proliferatift DR’de gozlenen traksiyonel retina
dekolmaninin tedavisinde siklikla uygulanan bir cerrahi islemdir (101). Giincel bir

metaanaliz ¢aligmasinda, PPV ile diyabetik makiila 6demi olan belirli gézlerde yapisal ve
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islevsel iyilesme saglandigi, ancak goérme artiginin lazer veya gézlemden daha iyi olmadigi

bildirilmistir (102).
3.7. Deneysel Diyabet Modelinin Olusturulmasi

Ozellikle kronik hastaliklarda patogenezin anlasilmasi, hastalik heniiz ortaya
cikmamis iken hastaliktan korunma ve tedavi segeneklerinin incelenmesi i¢in deneysel
hayvan modelleri kullanimi olduk¢a yaygindir. Ilag ve kimyasallarin insanlarda
kullanilmadan 6nce deney hayvanlarinda test edilmesi oldukga kisa siirede faydali bilgiler
verebilmektedir. Zira deney hayvanlar1 insan yasami ile kiyaslandiginda yasam
sikliislerinin kisa olmasi nedeniyle ila¢ etkilesim sonuc¢larinin daha erken alinabilmesine
imkan tanimaktadir. Hayvanlarda diyabet modeli olusturmak maksadi ile ¢esitli kimyasal
maddeler kullanilmisgtir. Bunlardan en 6nemlileri arasinda STZ, alloksan, siproheptadin ve

2,4 dinitrophenol diazoksit yer almaktadir (103,104).

Alloxan ve STZ diyabet arastirmalarinda simdiye kadar kullanilan en etkili
diyabetojenik kimyasallar arasinda yer almaktadir (103,104). Her iki kimyasal madde,
pankreas beta hiicrelerinde glukoz tasiyici-2 vasitasiyla biriken sitotoksik glukoz analoglari

olarak kullanilir (105).

STZ, nitroziire analogu olarak etki eder ve STZ'min toksisitesi metil-nitroziire
parcasinin DNA alkilasyon aktivitesine baghdir (105). STZ'den metil grubunun DNA
molekiiliine aktarilmasi, tanimlanmisg bir olaylar zinciri boyunca hasara neden olur ve DNA
fragmantasyonuna yol acar (105). STZ pankreas beta hiicrelerine toksik etki gosterebilmesi
icin en uygun ortam pH degeri 4-4,5 arast olmalidir (106). Bu sebeple STZ

cozdiiriilmesinde sitrat gibi asidik tamponlar kullanilmalidir.

STZ ile indiiklenen DM iki tiptir: yetiskin tipi ve neonatal tip. Yetigkin tipi STZ ile
indiiklenen diyabet durumunda, 140 ila 300 g agirliginda ve bir gece boyunca a¢ birakilan
siganlar, 0.1 M sitrat tamponu (pH 4.5) i¢inde ¢oziilmiis tek bir intraperitoneal STZ
enjeksiyonuna (45-70 mg / kg) maruz birakilmaktadir (107). Ayni yastaki kontrol
siganlarinda sadece sitrat tamponu enjeksiyonu yapilmaktadir. Yenidogmus siganlarda
intravendz veya intraperitoneal enjeksiyonla 100mg/kg STZ verilmesi ile de insiiline

bagimli olmayan diyabet modeli olusturulmaktadir (108).
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3.8. CAPE ve CAPE iceren Maddeler

[k kez, CAPE’yi Grunberger ve ark. tammlamstir (109). CAPE dogal fenolik bir
kimyasal bilesik olup kafeik asit ve fenetil alkol esteridir. CAPE, pek cok ¢esit bitkide
bulunur (110). Ayn1 zamanda bal aris1 kovanlarindaki propolisin 6nemli bir bilesenidir.
Propolis yiizyillar boyu, halk hekimliginde M.O. 300 yillarindan beri anti-inflamatuar ilag
olarak kullanilagelmistir (111).

CAPE icin hayvan modellerinde c¢esitli in vitro etkileri ve farmakolojisi
bildirilmistir ancak bunlarin klinik 6nemleri bilinmemektedir. CAPE’nin in vitro olarak
antimikotik, antikanserojenik, anti-inflamatuar ve immiin modiilatér 6zelliklere sahip
oldugu bilinmektedir (24). Mevcut ¢aligmalar CAPE’nin, enfeksiyonlar, oksidatif stres,
inflamasyon, kanser, diyabet, nérodejenerasyon ve anksiyete gibi ¢esitli patolojilere karsi

etkili bir molekiil oldugunu bildirmektedir (112-116).

Bir bagka ¢alismada CAPE'nin akut bagisiklik ve inflamatuvar cevaplari baskiladigi
ve inflamasyonu azaltmak i¢in terapdtik kullanimlar igin imit verici oldugu bildirilmigtir
(25). CAPE’nin transforme olmus hiicrelere karsi segici olarak toksik olmasina ragmen
normal hiicreler {lizerinde toksik etkileri yoktur (109). CAPE, propolisin en ¢ok ¢alisilan
bileseni olup, insan nétrofillerinde ve sadece 10 mM konsantrasyonda xanthine/ xanthine
oxidase sistemlerinde reaktif oksijen tlirlerinin (ROS) iiretimini inhibe edebilmektedir

(117).

3.8.1. CAPE’nin biyosentezi ve kimyasal yapisi

CAPE'nin kimyasal ad1 2-feniletil (2E) -3- (3,4-dihidroksifenil) akrilattir. Ayrica
feniletil kafeinat veya fenetil kafeinat olarak da adlandirilir ve molekiil formiilii
Ci7H1604'tlir (114). CAPE'nin kimyasal yapist Sekil 1'de gosterilmektedir. Bu polifenolik
ester ayrica kafeik asitin fenetil alkollerle reaksiyona sokulmasi ile de sentezlenebilir
(112,115). CAPE, pek ¢ok biyolojik aktivitede 6nemli roliinden sorumlu olan katekol
halkasinda hidroksil gruplari olan bir polifenoldiir (116).
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Sekil 1. CAPE'nin kimyasal yapisi1 (114).

3.8.2. CAPE’nin sistemler iizerine etkileri

CAPE’nin Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus
ve Haemophilus influenzae’ya karsi antimikrobiyal aktivitesini gosteren bircok ¢aligma
bulunmaktadir (118,119). Bu sebeple, CAPE'nin diyetle alinmasinin bogaz agrisi, soguk
alginlig1 ve enfektif yara iyilesmesi tedavisi i¢in yararl oldugu belirtilmistir. CAPE'nin bu
antibakteriyel aktivitesi, bakterilerin dis zarin1 yok eden ROS sentezlenmesine baglanmistir
(120). Ayrica CAPE'nin domatese bulagan mantarlarda meyveye zarar vermeden fungisid
etkinlige sahip olduguna dair umut verici kanitlar mevcuttur (121). Bunun yaninda
CAPE’nin, HIV-1 integrazin onemli bir dnleyicisi oldugu one siiriilmiistiir (122). Bu
nedenle CAPE’nin potansiyel bir anti-HIV tedavisi olduguna inanilmaktadir. Bagka bir
calismada, Fesen ve ark. entegrasyon adimmin CAPE tarafindan HIV-1 integrazin ilk
boliinme basamaginda etkili bir sekilde inhibe edildigini bildirmistir (123). Buna ek olarak,
CAPE ve esterleri hepatit C viriisiiniin ¢ogalmasina karsi1 etkili bulunmustur, bu da umut

verici bir anti-HCV bilesigini gostermektedir (124).

CAPE'nin anti-inflamatuar etkinligi literatiirde ¢ok sayida ¢alismada gosterilmistir
(26,125-127). CAPE anti-enflamatuar etkinligini, hiicre zar1 lizerindeki arasidonik asit
salinimi ile siklooksijenaz-1 (COX-1) ve siklooksijenaz-2 (COX-2) aktivitesini inhibe
ederek, COX-2 ekspresyonundan sorumlu genin aktivasyonunu baskilayarak
gostermektedir (25,128,129). Karajenan ile indiiklenen inflamasyonda, CAPE hem eksuda
hacmini olugsmasimi hem de l0kositlerin yer degistirmesini baskilamaktadir (130,131).
CAPE'in, insan histiyositik ve koroner arter endotel hiicrelerinde ROS {ireten ajanlar

tarafindan indiikklenen NF-«B aktivasyonunun baskilanmasinda da etkili oldugu
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gosterilmistir (24). Bunun yaninda, CAPE'nin immiinsiipresif 6zellikleri T hiicrelerinde
degerlendirilmistir (132). Baglangic ve ge¢ basamaklardaki T hiicre reseptor aracilt T-
hiicresi aktivasyonunun CAPE aracili inhibisyonunun gerceklestirildigi ortaya
cikarilmistir. Ayrica uyarilmis T hiicrelerinde hem IL-2 gen transkripsiyonunun hem de IL-

2 sentezinin CAPE ile inhibe edildigi de bildirilmistir (27).

Sitotoksisite ¢aligmalarinda CAPE ile ilgili kapsamli bir literatiir bulunmaktadir.
CAPE varliginda, insan pankreatik ve kolon kanseri hiicrelerinin apoptozise ugradigi

bildirilmistir (28,29).

CAPE'nin anti-proliferasyon aktivitesini ayrintili olarak ortaya koyan bir¢ok kanit
bulunmaktadir (24,30). Normal hiicre proliferasyonu ig¢in yeterli niikleer faktor NF-xB
aktivitesi seviyesi gerekmektedir. Bazi kanserlerde NF-kB'nin aktivasyonunun arttigi
gozlenmistir. Bu NF-kB aktivasyon artisin1 engellenmesinde, CAPE'nin etkili oldugu

kanitlanmistir (24,133).

Bununla birlikte CAPE'nin, normal hiicrelere karsi sitotoksisiteye neden olmayan
antitimor  Ozellikleri olusturdugu bildirilmistir (134,135). Su ve ark. CAPE'nin

sitotoksisitesinin apoptotik etki ile dogrudan iliskili oldugunu 6ne siirmiislerdir (136).

CAPE'nin anti-tiimor aktivitesi, anjiogenezis, timor invazyonu ve metastaz lizerine
etkileri arastirilmistir. Liao ve ark., kolon adenokarsinoma hiicrelerinde (CT26) hiicre

canliliginda CAPE tedavisi ile doz bagimli azalma bildirmislerdir (137).

Buna ek olarak, Song ve ark. anjiyogenez ve kronik inflamasyonun birbirine bagli olmasi
nedeniyle CAPE'min antianjiyojenik 06zelliginin de antiinflamatuvar etkiden sorumlu

oldugunu 6ne stirmiiglerdir (138).

Serbest radikal olusumu ve oksidatif hasara bagli olarak, kanser tedavisinde
kullanilan bir¢ok ilag, bir¢ok organin fizyolojik dengesini tahrip etmektedir. CAPE
tedavisinin, kemoterapdtik ajanlarin hiicresel ve organlardaki olumsuz etkilerini azaltici
etkiye sahip oldugu bildirilmistir (31,139,140). Iyonize radyasyon ile birlikte CAPE ile

tedavi edilen kolon adenokarsinom hiicrelerin artmis 6liimii bildirilmistir (32).

Calismalar CAPE'nin ndéroprotektif etkinlige de sahip oldugunu gostermistir
(33,43). CAPE’nin serebellar graniil hiicrelerdeki apoptoziyi engelleyerek iskemi /

reperfiizyona bagli serebral ve spinal kord hasarini azalttig bildirilmistir (34,44).
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Hiicre metabolizmasi sonucunda hidrojen peroksit (H202), siiperoksit anyonu,
hidroksil iyonu ve reaktif azot tiirleri, 6zellikle nitrik oksit gibi ROS olusmaktadir (141).
Enzimatik siiregler genellikle bu ROS'u detoksifiye etmektedir (142). Ote yandan, oksidatif
strese neden olan durumlarda da asir1 ROS olusur. Asirt ROS, DNA gibi
makromolekiillerle tepkimeye girebilir ve hiicreler i¢in bazi zararli yanitlara neden olabilir
(142). CAPE'nin antioksidan roliinii degerlendirmek igin genis ¢apli arastirmalar
yapilmistir (42,119). Kanitlar, CAPE'nin ROS'u siipiiriip hiicre membranin1 lipit
peroksidasyona kars1 koruyabilen kuvvetli bir antioksidan oldugunu ortaya koymaktadir

(35,143).

Bu etkilerinin yaninda CAPE’nin immiino-modiilator, antihepatotoksik,
antiosteojenik, antiaterosiklerotik etkisi ve kemik iyilesmesi {iizerine olumlu etkileri

literatiirde bildirilmistir (36,109,144—146).
3.8.3. CAPE’nin okiiler calismalarda kullanim

Katarakt, arka kapsiil opasifikasyonu, ¢esitli korneal hastaliklar, retina ve optik sinir
hastaliklarinda CAPE’nin etkileri ¢alisilmistir. CAPE’nin fakoemiilsifikasyon sonrasi lens
arka kapsiil opasifikasyonunu belirgin oranda azalttig1 belirtilmistir (37). Frenkel ve ark.
CAPE tedavisi ile katarakt gelisiminin azaltilabilecegini 6ne siirmiislerdir (134). CAPE,
alerjik konjonktivit modelinde c¢aligilmis ve %1 CAPE konsantrasyonunun klinik olarak
%0,1 deksametazon ve olopatadine esdeger oldugu bildirilmistir (147). CAPE'nin korneal
neovaskiilarizasyon tizerindeki inhibe edici etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, CAPE'nin
korneal neovaskiilarizasyonun azaltilmasi agisindan indometasinden daha etkili oldugu ve
deksametazon ile esdeger etkili oldugu gosterilmistir (38). Bunun yaninda CAPE'in
retinadan tiiretilmis 661W hiicrelerini, bazi antioksidan genlerin ve proteinlerin
ekspresyonunda degisiklikler esliginde, in vitro H2O2 kaynakli hiicre oliimiine karsi
korudugu bildirilmistir (39). Diyabetik olgularda, retinal vaskiiler endotel, kan damari
duvari, koryokapillaris endoteli, koroidal neovaskiiler endotel ve gd¢ eden insan retina
pigment epiteli (RPE) hiicrelerinde artmis VEGF immiinreaktivitesi gozlenmektedir (148).
Bian ve ark. tarafindan RPE hiicreleri iizerinde yapilan caligmada indiiklenen VEGF
ekspresyonunun, bir NF-kB inhibitorii olan CAPE ve bir ROS inhibitorii olan N-
asetilsistein tarafindan tamamen kaldirildigi belirtilmistir (149). Sahin ve ark,
antitiiberkiiloz ilaglarin optik sinir {izerine etkilerini arastirmiglar ve oksidatif stres
parametreleri ile retina ganglion hiicre kaybinin CAPE tedavisi ile iyilestigini
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bildirmislerdir (150). Metanol zehirlenmeleri optik sinirde hasara yol agarak geri
dontistimsiiz korlik yapmaktadir. CAPE metanol zehirlenmesi modelinde denenmis ve
etanol ile benzer sekilde retina ganglion hiicre kaybini engellemis oldugu gosterilmistir
(40). Bu ¢alismada in silico olarak CAPE’nin alkol dehidrojenaz enziminin aktif bolgesine
yakinligr gosterilmis ve akut metanol zehirlenmesinde antidot olarak kullanilabilecek bir

molekiil oldugu 6ne siiriilmistiir (40).

Retina dekolmani cerrahisinde en onemli komplikasyonlardan birisi proliferatif
vitreoretinopatidir. CAPE tedavisinin kismen de olsa proliferatif vitreoretinopati gelisimini
engelledigi gosterilmistir (151). CAPE, diyabette retinadaki oksidatif stres arastirilmasinda
da calistlmistir. Durmus ve ark. CAPE tedavisi ile retinadaki oksidatif stres

parametrelerinde iyilesme oldugunu bildirmislerdir (152).

Retinal iskemi reperfiizyon modelinde CAPE tedavisi ile retinal hasarin ve oksidatif
stresin azaldig1 gosterilmistir (153). Lipopolisakkarit enjeksiyonu ile indiiklenen iiveit
modelinde CAPE tedavisi ile tiveit siddeti ve inflamatuar yanit1 belirgin bir sekilde azalttig1
bildirilmistir (126). Endoftalmi modelinde subtenon enjekte edilen CAPE’nin

deksametazona yakin etkinlikte oldugunu gostermislerdir.

Yukaridaki ¢aligmalarda da gosterildigi gibi, okiiler hastaliklarin tedavisinde CAPE
etkili bir ajan olabilir (41). CAPE’nin intrakamaral ve intravitreal uygulamalari ile zararli
bir etkisi bildirilmemistir (37). Bu nedenle CAPE ile ilgili 6zellikle inflamasyonun ve
oksidatif stresin yer aldigi okiiler hastaliklarda iimit vaad eden bir molekiil oldugu

belirtilmektedir. Ancak bu 6zelligi klinik ¢alismalar ile dogrulanmalidir.
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4. GEREC ve YONTEM
4.1. Kimyasallar

Diyabetik rat modeli olusturmak i¢in hayvanlara 35mg/kg dozunda STZ
intraperitoneal olarak enjekte edildi. CAPE grubunda CAPE (Sigma, St. Louis, MO), 10
umol/kg dozunda uygulandi. CAPE uygulanmayan gruplarda es miktarda serum fizyolojik

stv1 intraperitoneal olarak verildi.
4.2. Deney Hayvanlari

Calisma 6ncesi, Dicle Universitesi Prof. Dr. Sabahattin Payzin Saglik Bilimleri
Arastirma ve Uygulama Merkezi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu’nundan 14.01.2015
tarihli 2015/03 nolu etik kurul onay1 alindi. Ratlar Dicle Universitesi Prof. Dr. Sabahattin
Payzin Saglik Bilimleri Arastirma ve Uygulama Merkezi’nden temin edildi. Bu ¢alismada
30 adet erkek Sprague Dawley rat kullanildi. Sicanlar 4 aylik olup agirliklar1 ortalama
250450 gr olarak olgiildii.

4.3. Diyabetik Rat Modelinin Olusturulmasi

Deneysel diyabet olusturmak i¢in pH=4,5 olan sitrat tamponu i¢indeki STZ tek doz
35 mg/kg seklinde intraperitoneal olarak enjekte edildi. 48 saat sonra kan glukoz diizeyinin
250 mg/dl iizeri olan siganlar diyabetik olarak kabul edildi. STZ uygulanmasindan sonra
su ve yem alimi serbest birakildi. Ancak hipoglisemiyi 6nlemek amaci ile beslenme suyuna

%10 olacak sekilde glukoz eklenmistir.
4.4. Deney Tasarimi

Ratlar randomize edilerek asagidaki sekilde gruplara dagitildi.
(1) non-diyabetik kontrol grubu (kontrol, n = 8);
(2) diyabetik kontrol grubu (STZ, n = 11); ve
(3) diyabetik rat CAPE alan grup (STZ+CAPE, n=11).

Intraperitoneal ketamin enjeksiyonu sonrasi, DM olusturulacak gruplarda (Grup 2
ve Grup 3) 35mg/kg intraperitoneal streptozotosin verildi. Kontrol grubunda (Grup 1) ise
ayn1 miktarda serum fizyolojik enjekte edildi. Kirksekiz saat sonra kan glukoz seviyesi
bakilarak 250mg/dl iistii olanlar diyabetik kabul edildi. Diyabet olusumu saptanan ratlardan
STZ+CAPE grubunda (Grup 3) olanlara, CAPE 10 pmol/kg/giin dozunda 4 hafta boyunca
her giin intraperitoneal olarak verildi. CAPE verilmeyen kontrol grubu (Grup 1) ve
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diyabetik kontrol grubunda (STZ, Grup 2) ise es miktarda serum fizyolojik her giin

intraperitoneal olarak enjekte edildi.

Dort hafta sonunda deneyin sonlandirilacagi giinde 50mg/kg ketamin anestezisi
yapildi. Sakrifikasyondan 6nce kardiyak ponksiyon ile kan 6rnekleri alindi. Ardindan ratlar
sakrifiye edildi ve bir gozleri histopatolojik degerlendirme igin eniiklee edildi. Diger
gdzleri biyokimyasal degerlendirme icin eniiklee edilerek retina diseke edildi ve ependorf

tiiplerine konularak -80 C’de biyokimyasal islemlere kadar saklandi.
4.5. Kan Glukoz Diizeylerinin Ol¢iimii

Hayvanlarin kan glukoz diizeyleri deney Oncesi, streptozotosin verilmesini takip
eden 48. saatte, 1. hafta, 21. giinde ve 28. giinde 6lgiildii. Olgiimler igin ratlarin kuyrugu
alkol ile temizlendi. Akabinde igne ucu ile kuyruk veninden alinan kan 6rnekleri glukoz
oksidaz yontemi ile calisan glukometre cihazi (Clever chek glucose meter, Bioland,

Germany) ile 6l¢iildii.

4.6. Biyokimyasal Parametrelerin Olciimii

Diseke edilen retina dokular1 -80°C de deney giiniine kadar saklandi. Biyokimyasal
Olciimlerin yapilacagi zaman olusturulan doku homojenatlar1 30 dakika 14000 devirde
santrifiij edilerek hazirlandi. Total antioksidan kapasite (TAS) Erel tarafindan tanimlanan
kolorimetrik yontem ile dl¢iildii. TAS 6l¢iim sonuglari nmol Trolox equivalent/mg protein
olarak kaydedildi (154). Total oksidan kapasite (TOS) yine Erel tarafindan tanimlanan
kolorimetrik yontem ile 6lgiildii ve sonuglart nmol H202 equivalent/mg protein olarak
kaydedildi (155). TOS degeri TAS degerine bdliinerek oksidatif stres indeksi (OSI)
hesaplandi. Paraoxonase-1 (PON-1) spektrofotometrik olarak modifye Eckerson
yontemi ile ol¢tildi (156).

4.7. Rat MMP-2 ve MMP-9 ELISA

Rat serumlar1 her kuyucuga 100 pl olmak iizere 10 mM bikarbonat tamponu pH 9,6
icerisinde 20 defa seyreltilerek 96 kuyucuklu ELISA plakalarimin (Nunc-Immuno™
MicroWell™ 96 well solid plates, Katalog #M9410 Sigma) i¢erisine koyuldu ve plakalarin
serum igerigi ile kaplanmasi 4 °C’de 16 saatte yapildi. Her kuyucuk 3 defa 450 pl PBS ile
yikandiktan sonra, her kuyucuk 200 pl %35 FCS, PBS ile bloklandi (37 °C’de 1 saat). Her
kuyucuk 3 defa 450 pl PBS ile yikandiktan sonra, 100 pl %1 FCS, PBS igerisinde, 1 pg/ml
anti-MMP-2 fare monoklonal antikoru (Katalog # IM33, CALBIOCHEM) veya anti-
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MMP-9 fare monoklonal antikoru (Katalog # IM37, CALBIOCHEM) kuyucuklara eklendi
ve 37 °C’de 1 saat bekletildi. Her kuyucuk 3 defa 450 ul PBS ile yikandiktan sonra, 100
ul %1 FCS, PBS igerisinde 0,5 pg/ml HRP ile konjiige ke¢i anti-fare F(ab”)2 fragmanlar
(Katalog # F-21453, Novex) (kuyucuklara eklendi ve 37 °C’de 1 saat bekletildi. Her
kuyucuk 5 defa 450 pl PBS ile yikandiktan sonra, 100 pl renk gelistirme tamponu (1 mg/ml
o-Phenylenediamine, 1 upl/ml 30% H202 50 mM citrate-phosphate tamponu pH 5,0
icerisinde) kuyucuklara eklendi ve oda sicakliginda renk gelistirildikten (yaklasik 15
dakika) sonra 50 pl 6N H2SOs4 eklenerek reaksiyon durduruldu ve 492 nm dalga boyunda
optik densite (O.D.) dl¢iimleri yapildi (Zenith, BioChrom Antos 200rt). Her 6rnek dublike
olarak plakalara uygulandi. Konsantrasyon hesaplanirken blank (kor) O.D. degeri biitiin

diger O.D. degerlerinden ¢ikartilmistir.

4.8. Histopatolojik Degerlendirmeler

Patolojik inceleme igin, glob biitlinliigli bozulmadan eniiklee edilen gozler formol
cozeltisi i¢inde 2 giin bekletildikten sonra gozler parafin blok igerisine gomiildii. Parafin
bloktan mikrotomla 5 mikrometre kalinliginda kesitler elde edildi. Ksilol ve dereceli alkol
ile deparafinize ve dehidre edildikten sonra elde edilen kesitler hematoksilen ve eozin,
caspase-3 ile boyandi. Biitiin histopatolojik kesitler 151k mikroskobu ile incelendi ve dijital

kamera ile fotograflari ¢ekilerek kaydedildi.

4.9. Rat MMP-2 ve MMP-9 immiinofloresan Boyama ve Gériintiileme

G0z parafin bloklar1 4 pm kalinliginda mikrotom ile kesildi. 54 °C sicakliktaki su
icerisinde kesilen doku pozitif yiiklii mikroskop lami1 (Katalog # 22-037-246, Thermo Sci
Erie) tizerine doku yerlestirildi. Dokular kuruduktan sonra, 60 °C sicaklikta 20 dakika,
xylene i¢inde 5’er dakika 3 defa, %96 etanol i¢inde 5’er dakika 2 defa, %70 etanol i¢inde
5 dakika 1 defa ve deiyonize su igerisinde 5 dakika bekletilerek dokulardan parafin
uzaklastirilip hidrate edilmistir.

Antijen retrieval icin 10 mM Tris EDTA, pH 9,5 icerisinde mikrodalgada 5 dakika
kaynatilmis ve sogumasi i¢in oda sicakliginda 20 dakika bekletilmistir. Sonrasinda, PBS
icerisinde 5 dakika tutulduktan sonra sonraki basamaga gecilmistir. Bundan sonraki
basmaklar Shandon Coverplate (Katalog # 72110013, Thermo Scientific) ile kapatilmis
lamlar iizerinde gerceklestirilmistir. Once 500 pl PBS ile doku 5 dakika yikanmustir. 500
ul %10 FCS ve %1 Glycine iceren PBS ile non-spesifik antikor baglanmasina engel olmak
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icin 37 °C sicaklikta 1 saat bloklanmistir. 2 defa 500 pul %1 FCS PBS ile doku 5 dakika

yikanmuistir.

500 pl 5SmM CuSO4, 50 mM amonyum asetat, pH 5,0 dokuya 10 dakika
uygulanarak otofloresan bloklamas: yapilmustir. 2 defa 500 pl %1 FCS PBS ile doku 5
dakika yikanmigtir. 100 pl PBS igerisinde 0,5 pM POPO-3 iodide (Katalog # P3584,
invitrogen, life technologies) oda sicakliginda 20 dakika dokulara uygulanmis ve

sonrasinda 2 defa 500 ul %1 FCS PBS ile doku 5 dakika yikanmistir.

Alexa Fluor 350 Zenon Labeling Kit (Katalog # Z25000, Molecular Probes, life
thecnologies) ile isaretlenmis 5 pg/ml anti-MMP-2 fare monoklonal antikoru ve Alexa
Fluor 488 Zenon Labeling Kit (Katalog # Z25000, Molecular Probes, life technologies) ile
isaretlenmis 5 pg/ml anti-MMP-9 fare monoklonal antikoru 100 pl %1 FCS PBS icerisinde
37 °C sicaklikta 1 saat dokulara uygulanmis ve sonrasinda 2 defa 500 pl PBS ile doku 5
dakika yikanmistir. 500 pl %4 paraformaldehit iceren PBS ile dokular 15 dakika fikse
edilmis ve sonrasinda 2 defa 500 ul PBS ile doku 5 dakika yikanmugtir.

Shandon Coverplate ve lam birbirinden ayrilip dokular lam iizerinde kurutulduktan
sonra doku iizerine %?2 N-Propyl Gallate, %90 Gliserin, PBS damlatilarak lamel
kapatilmigtir.

Goriintiileme i¢in Popo-3 iodide i¢in Cy3 HYQ, anti-MMP-2-Alexa Fluor 350 i¢in
DAPI ve anti-MMP-9- Alexa Fluor 488 i¢in FITC floresan filtreleri kullanilarak, DS-
QiIMC (Nikon) monokrom kamera ile NIS Elements Advaced Research version 4.10

(Nikon) yazilimiyla goériintii alinmstir.
4.10. Rat Aktif Caspase-3 Immiinohistokimyasi

G0z parafin bloklar1 4 pm kalinliginda mikrotom ile kesildi. 54 °C sicakliktaki su
icerisinde kesilen doku pozitif yiiklii mikroskop lami iizerine doku yerlestirildi. Dokular
kuruduktan sonra, 60 °C sicaklikta 20 dakika, xylene i¢inde 5’er dakika 3 defa, %96 etanol
icinde 5’er dakika 2 defa, %70 etanol i¢inde 5 dakika 1 defa ve deiyonize su igerisinde 5
dakika bekletilerek dokulardan parafin uzaklastirilip hidrate edilmistir.

Antijen retrieval icin 10 mM Tris EDTA, pH 9,5 igerisinde mikrodalgada 5 dakika
kaynatilmis ve sogumasi i¢in oda sicakliginda 20 dakika bekletilmistir. Sonrasinda, PBS

icerisinde 5 dakika tutulduktan sonra sonraki basamaga ge¢ilmistir.
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Bundan sonraki basmaklar Shandon Coverplate ile kapatilmis lamlar iizerinde
gerceklestirilmistir. Once 500 ul PBS ile doku 5 dakika yikanmustir. 500 ul %10 FCS igeren
PBS ile non-spesifik antikor baglanmasina engel olmak i¢in 37 °C sicaklikta 1 saat
bloklanmistir ve 2 defa 500 pl %1 FCS PBS ile doku 5 dakika yikanmistir. Endojen
peroksidazlar i¢in 500 pl %3 H202 %0,1 Sodyum Azid deiyonize su ile dokular 37 °C
sicaklikta 20 dakika muamele edilmistir ve 2 defa 500 pl %1 FCS PBS ile doku 5 dakika
yikanmustir. 5 pg/ml anti-rat aktif caspase-3 tavsan poliklonal antikoru (Katalog # AB3623,
MILLIPORE) 100 pl %1 FCS PBS igerisinde 37 °C sicaklikta 1 saat dokulara uygulanmis
ve sonrasinda 2 defa 500 ul %1 FCS PBS ile doku 5 dakika yikanmigtir. 2,5 pg/ml HRP ile
konjiige keci anti-tavsan IgG F(ab’): fragmanlar (Katalog # A10547, Molecular Probes,
life technologies) 100 pl %1 FCS PBS icerisinde 37 °C sicaklikta 1 saat dokulara
uygulanmis ve sonrasinda 2 defa 500 ul %1 FCS PBS ile doku 5 dakika yikanmistir. Renk
gelistirme igin, 200 pl substrat (0,5 mg/ml DAB, %0,3 H202 Deiyonize Su igerisinde)
eklenerek oda sicakliginda 15 dakika beklenmis ve 2 defa 500 ul PBS ile doku 5 dakika
yikanmistir. Kontrast i¢cin hematoxylin boyasi kullanilmistir. Isik mikroskobu ile dokular

degerlendirilmistir.
4.11. Istatistiksel analiz

Elde edilen veriler ortalama—standart sapma olarak ifade edildi. Histopatolojik
degerlendirmelerde elde edilecek kategorik wverileri karsilastirmak icin Ki-kare testi,
numerik verileri karsilastirmak icin ise Kruskal-Wallis testi kullanildi. Anlamli farkin
oldugu karsilastirmalarda Mann Whitney U testi kullanildi. p<0,05 olan degerler

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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S. BULGULAR
5.1. Kan Glukoz Seviyeleri

Kan glukoz diizeyleri 6lgiimii kontrol, STZ ve STZ+CAPE grubunda sirasiyla
deneyin 6ncesinde yapilan 6lgiimde 107,75+4,75 mg/dl, 107,90+4,30 mg/dl, 105,90+5,10
mg/dl olarak saptandi (Tablo 1).

STZ enjeksiyonu sonrast dlciilen glukoz degerleri sirasi ile 108,75+18,79 mg/dl,
527,50+108,50 mg/dl ve 455,56+114,10 mg/dl idi. Bu 6lgiimlerde STZ ve STZ+CAPE
gruplar1 arasinda istatistiksel farklilik saptanmadi. 21. giindeki kan glukoz 6lglimii STZ
grubuna gore STZ+CAPE grubunda istatistiksel olarak diisiik saptandi (kontrol, STZ ve
STZ+CAPE grubunda sirastyla 115,38+£10,00 mg/dl, 608,82+70,00 mg/dl ve
406,45+186,01 mg/dl. 21. giinde STZ grubu ile STZ+CAPE arasinda anlamlilik p=0,003
olarak tespit edildi (Mann Whitney U) (Tablo 1 ve Sekil 2) .

Kan glukoz seviyeleri 28. giinde kontol, STZ ve STZ+CAPE gruplarinda sirasiyla
107,38+6,54 mg/dl 555,20+118,75 mg/dl ve 606,00+£83,5 mg/dl olarak saptandi. Ancak 28.
gilinde STZ ile STZ+CAPE gruplar1 arasinda glukoz seviyelerinde farklilik tespit edilmedi
(p=0,26) (Sekil 2). Kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki dlgiimlerde 7., 21, ve 28.

giinlerde istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi (Tiim karsilagtirmalar i¢in p<0,001).

Tablo 1. Gruplarda 6lgiilen glukoz degerlerinin (mg/dl) karsilastirilmasi (ort+ss)

Deney Oncesi 7. Giin 21. Giin 28. Giin
Kontrol 107,75+4,75 108,75+18,79 115,38+10,00 107,38+6,54
STZ 107,90+4,30 527,50+£108,50  608,82+70,00  555,20+118,75

STZ+CAPE 105,90+£5,10  455,56+114,10 406,45+186,01 606,00+83,5

p degeri* 0,254 0,003 <0,001 0,002

*Kruskall Wallis testi
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5.2. Retinal TAS, TOS ve PON Seviyeleri

Gruplarin TAS seviyeleri kontrol grubunda 1,65+0,77 nmol Trolox Eq/mg protein,
STZ 1,64+0,15 nmol Trolox Eq/mg protein ve STZ+CAPE grubunda 1,60+0,16 nmol
Trolox Eq/mg protein olarak 6l¢iildii, ancak gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmadi

(p=0,71 Kruskal Wallis testi) (Tablo 2).

Fakat TOS degeri STZ+CAPE grubunda (30,9349,97 nmol H202 Eq/mg protein)
kontrol (42,7849,90 nmol H202 Eq/mg protein) ve STZ grubuna (61,53+24,7 nmol H202
Eq/mg protein) gore anlamli olarak diisiik saptand1 (p=0,01 Kruskall Wallis). Kontrol ile
STZ grubu arasinda istatistiksel farklilik saptanmadi (p=0,073 Mann Whitney U). Kontrol
ile STZ+CAPE grubu arasinda anlamli farklilik saptanmazken (p=0,070 Mann Whitney
U), STZ ile STZ+CAPE grubu arasinda yapilan karsilastirmalarda anlamli farklilik
saptand1 ( p=0,007 Mann Whitney U).

Bunun yaninda PON seviyeleri Kontrol, STZ ve STZ+CAPE gruplarinda sirasiyla
183,6+18,4 U/L, 124,5+53,1 U/L ve 122,1+53,1 U/L) (p=0,002 Kruskall Wallis testi). PON
seviyeleri, STZ ve STZ+CAPE gruplarinda benzer saptandi (p=0,941 Mann Whitney U).
Ancak kontrol grubuna gore her ikisi de anlamli olarak diisiik saptandi (sirasiyla p=0,006

ve p<0,0001 Mann Whitney U) (Tablo 2).

Retina dokusundaki oksidatif stresi degerlendirmede OSI degerleri, STZ grubunda,
kontrol ve STZ+CAPE gruplarina gére anlamli olarak daha yiiksek saptandi (p=0,011
Kruskall Wallis). OSI degeri STZ grubunda 37,90+14,32 iken, kontrol grubunda
26,35+6,24 STZ+CAPE grubunda ise 20,01+5,87 olarak tespit edildi. Kontrol grubu ile
STZ grubu ve STZ+CAPE arasinda farklilik saptanmazken (sirasiyla p=0,101 ve p=0,055
Mann Whitney U), STZ ile STZ+CAPE grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptandi (p=0,007 Mann Whitney U).
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Sekil 2. Gruplara gore kan glukoz 6l¢iimlerinin karsilastirilmasi. 21. giinde STZ grubunda
STZ+CAPE grubuna gore anlamli fark saptandi (p=0,003).

Tablo 2. Gruplara gore retinal oksidatif stres parametrelerinin karsilastirilmast

(ortalamazstandart sapma)

Kontrol STZ STZ+CAPE  p degeri*
TAS (nmol Trolox 1,65+0,77 1,64+0,15 1,60+0,16 0,71
Eq/mg protein)
TOS (nmol H202 42,784990  61,53+24,7  30,93+£9,97 0,01
Eq/mg protein)
OSI 26,35+6,24 37,90+14,32  20,01+5,87 0,011
PON (U/L) 183,6+18,4  124,5+53,1 122,1+£53,1 0,002

*Kruskall Wallis testi; TAS: Total anti-oxidant status; TOS: total oxidant status; PON: Paroxanase; OSI:
Oksidatif Stres indeksi=TOS/TAS
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5.3. Serum ve Retina MMP-2 ve MMP-9 Seviyeleri

Serum ve retina MMP-2 ve MMP-9 diizeyleri Tablo 3’de Ozetlenmistir.
Calismamizda gruplardaki serum MMP-2 ve MMP-9 seviyeleri arasinda anlamli farklilik
saptanmadi (sirasiyla p=0,53 ve p=0,91). Benzer sekilde retina MMP-2 ve MMP-9
seviyeleri de karsilastirilabilir idi (sirasiyla p=0,54 ve p=0,63) . Gruplara ait retinal MMP-

2 ve MMP-9’un immiinofléresan yontemle belirtildigi drnekler Resim 1’de gdsterilmistir.

5.4. Retina Caspase-3 immiinohistokimyasi

Tiim gruplarda yapilan immiinohistokimyasal boyama ile retinada apoptotik durum
Caspase-3 boyasi ile degerlendirilmis ve sonug olarak tiim gruplarda benzer bulgular
saptanmistir (p=0,79). Gruplarin Caspase-3 boyama sonuglar1 Tablo 3'de, demonstratif

boyama Ornekleri ise Resim 2’de gdsterilmistir.

Tablo 3. Gruplardaki serum ve retina MMP-2 ve MMP-9 seviyeleri ile retinal Caspase-3

boyama sonuglarinin karsilastirilmasi.

Kontrol STZ STZ+CAPE  p degeri*
Serum MMP-2 2,28+0,37 2,47+0,26 2,46+0,34 0,53
Serum MMP-9 2,48+0,35 2,58+0,19 2,57+0,33 0,91
Retina MMP-2 5,424+2,82 4,22+2.27 2,55+1,23 0,54
Retina MMP-9 17,85+3,07 17,11+7,75 15,22+6,03 0,63
Retina Caspase-3 4,0+1,82 4,88+4,13 3,55+2,74 0,79

*Kruskall Wallis testi; MMP: Matriks metalloproteinaz

MMP-2 ve MMP-9 400 biiyiitmede en az 5 alanda pozitif boyanmis hiicreler sayilip ortalamasi alinmustir.
Caspase-3 400 biiyiitmede en az 5 alanda pozitif boyanmus hiicreler sayilip ortalamasi almmistir.
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Resim 1. Diyabetik gozde MMP-2 ve MMP-9’un immiinofléresan yontemle gosterilmesi. Hiicre

niikleuslart POPO-3 iodid ile kirmiziya boyanmustir. Ag¢ik uglu ok basi ile mavi renkle boyanmis MMP-2
pozitif hiicreler gosterilmektedir. Kapali ok basi ile yesil renkle boyanmis MMP-9 pozitif hiicreler
gosterilmektedir. Kontrol (A), STZ+ CAPE (B) ve STZ (C) gruplarmi temsilen gdstermektedir. 400

biiylitmede fotograflanmustir.
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Resim 2. Diyabetik gozde aktif caspase-3’iin immiinohistokimyasal ydntemle gosterilmesi. Hiicre

niikleuslar: hematoxilen ile mavi boyanmistir. Kapali ok bast ile kirmizi renkle boyanmig caspase-3 pozitif
hiicreler gosterilmektedir. Kontrol (A), STZ+ CAPE (B) ve STZ (C) gruplarini temsilen gostermektedir. 400

biiylitmede fotograflanmustir.
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6. TARTISMA

Calismamizda STZ ile indiiklenmis diyabetik rat modelinde CAPE'nin koruyucu
etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Ayrica diyabete bagli olarak hiperglisemiden en
fazla etkilenen dokulardan olan retinal hiicre hasar1 ve apoptozis arastirilmistir. Ilave olarak
oksidatif stres parametreleri ile oksidan antioksidan sistem dengesindeki degisikliklerin

incelenmesi tasarlanmustir.

DR son yillarda DM'li hasta sayisindaki artigla birlikte sikliginda artma goriilen ve
uygun sekilde tedavi edilmediginde kalici gérme kaybi ve korliikle sonuglanabilen bir
klinik durumdur. Retinopati gelisiminde temel etken uzun siire yiiksek diizeyde seyreden
kan glukozudur (157). Hipergliseminin kontroliinde yasanan sorunlar nedeniyle hastalarin
onemli bir kisminda komplikasyonlar ortaya c¢ikmaktadir. Retinopati, nefropati,
kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklar DM hastalarinda 6nemli bir halk sagligi
sorunu olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Zira italya’da gerceklestirilen bir ¢alismada DM
hastalarinin yillik bakim maliyeti 1909 Avro oldugu ve DM’ye eslik eden hastaliklar
varliginda harcama miktarinin arttigi belirtilmistir (158). Ulkemizde yakin zamanda
yapilan bir ¢alismada DM’den 7 milyona yakin hastanin etkilendigi ve saglik giderlerinin
yaklagik 5,1 milyar Avro oldugu belirtilmistir (159). Ayrica DM komplikasyonlarinin
yoOnetiminin maliyetinin, hastaligin ilaglar ile kontroliine harcanan miktardan ¢ok daha

fazla oldugu bildirilmistir.

Diyabetik hastalarin yonetiminde en etkili yontem hasta egitimidir. Fiziksel
egzersiz ile onemli oranda hastada kan glukoz diizeyleri kontrol altina alinabilmektedir.
Komplikasyon riskini artiran durumlar, risk faktorleri, kan glukoz seviyesinin kontrolii,
sistemik arter basinci, kan lipid diizeylerinin kontrol altina alinmasinin 6nemi hastalara

anlatilmalidir.

Diyabete bagli komplikasyonlarin olusmasinin 6nlenmesine yonelik stratejiler,
hastanin saghigin iyilestirirken uzun vadede tibbi maliyetleri de diistirebilmektedir. Bu
nedenle hem diyabetin kontrol altina alinabilmesi hem de diyabete bagli komplikasyonlarin

onlenmesi ve geciktirilmesine yonelik tedaviler denenmistir.

Diyabete bagli komplikasyonlarda hiperglisemi ile oksidatif stres arasindaki iliski
daha once gosterilmistir (160). Hiperglisemide, hiicrelere dogrudan zarar veren, yiiksek

miktarda siliperoksit iiretilmektedir. Bunun yaninda polyol yolagi, artmis ileri
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glikozillenmis son iirlinlerin tiretimi, protein kinaz C izoformlarmin ve hekzosamin
yolaginin aktivasyonu da hiicresel hasara yol agmaktadir (161). Olusan serbest radikaller
bir¢cok baska yolu aktive ederek vaskiiler endotel hasar1 indiiklemektedir (162). Oksidatif
stresin diyabetin vaskiiler komplikasyonlarin gelisimindeki rolii hem tip 1 DM’de hem de

tip 2 DM'de prospektif ¢calismalarla desteklenmistir (163,164).

Diyabet komplikasyonlarini 6nlemek i¢in DM tanis1 konar konmaz hiperglisemi
derhal ve yogun bir sekilde tedavi edilmelidir. Ancak ¢ogu DM hastasinda metabolik
regiilasyonu saglamak pek miimkiin olamamaktadir. Bu nedenle destek tedavileri ile kan
glukoz seviyesi kontrol altina alinmaya ¢alisilmistir. Hiicre i¢i serbest radikal olusumunun
engellenmesi, oksidatif stres ve ilgili diyabetik vaskiiler komplikasyonlar1 6nlemek i¢in
yardime1 bir terapotik strateji saglayabilir. Antioksidanlar serbest radikallerin olusumunu
inhibe ederek, serbest radikalleri temizleyerek veya antioksidan savunma enzim

kapasitesini artirarak etki ederler.

Tip 2 DM'de antioksidanlarla yapilan destek tedavisi endotel disfonksiyonunu
potansiyel olarak iyilestirebildigi 6ne siiriilmiistiir (165). Bununla birlikte, makrovaskiiler
/ mikrovaskiiler komplikasyonlar varliginda, antioksidanlarla yapilan tedavinin, kan
basinct ve lipid diizeylerinin kontrolii ve optimum glukoz seviyesinin siirdiiriilmesi ile ile
birlikte yararli oldugu gosterilmistir (166). Genel olarak, ekzojen antioksidanlar,
diyabetiklerde ve prediyabetiklerde siklikla gozlenen daha diisiik plazma antioksidan
seviyelerini telafi edebilir. Bu amacla c¢ok c¢esitli antioksidan maddeler diyabette
calisilmistir. Bunlar arasinda C ve E vitaminleri, resveratrol, ellagic asid, naringenin,
timokinon, kafein ve likopen gibi ¢ok sayida antioksidan molekiil yer almaktadir (167—

172).

Bu molekiiller igcinde en ¢ok c¢alisilanlardan birisi CAPE’dir. CAPE'min
hipergliseminin kontrol edilmesinde ve glukozun hiicre i¢inde modiile edilmesinde 6nemli
bir potansiyel sergiledigi gosterilmistir (173). CAPE'nin antienflamatuvar etkisini
aciklayabilen transkripsiyon niikleer faktor-KB'ye (NF-kB) spesifik bir inhibitér oldugu
gosterilmistir (138). Cesitli deneysel norotoksisite modellerinde, CAPE’nin hipokampus
ve serebellumu toksik etkilerden korudugu bildirilmistir (33,43). Yine CAPE’nin serebellar
graniil hiicrelerdeki apoptoziyi engelleyerek iskemi / reperfiizyona bagli serebral ve spinal

kord hasarin1 engelledigi bildirilmistir (34,44). Retina dokusunun sinir sisteminin bir

33



uzantist olmasi nedeniyle CAPE’ nin retina lizerine muhtemelen faydali etkileri olabilecegi

akla gelmektedir.

Calismamiz sonucunda diyabet modeli olusturulan STZ ve STZ+CAPE gruplarinda
kan glukoz seviyeleri agisindan farkliliklar saptanmistir. Deneyin 7. ve 21. giinlerinde kan
glukoz diizeyi STZ+CAPE grubunda STZ grubuna goére daha diisiik saptanmis olup, bu
farklilik 21. giinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Deneyin sonlandirilacagi giin
Olciilen glukoz diizeyleri ise karsilastirilabilir saptanmustir. Burada goriildiigii tizere, diger
antioksidan Ozellikleri olan maddelerde oldugu gibi CAPE'nin akut donemde anti
hiperglisemik bir etkisi oldugu goriilebilmektedir. Lee ve ark, CAPE nin bu etkisini, glukoz
uptake artigina yol agarak yaptigini bildirmiglerdir (174).

CAPE’nin karaciger glikolitik ve glikoneogenik yolaklardaki rolii, karbonhidrat
metabolizmasi ve glukoz homeostazi, diyabetik sigan modelinde arastirilmistir (175). Bu
calismada CAPE uygulamasi ile hepatik glukokinaz ve piruvat kinazin mRNA
ekspresyonunu Onemli Olclide arttirdigt ve fosfoenolpiruvat karboksikinaz seviyesini
digiirdiigli  gosterilmistir.  Ayrica CAPE  tedavisinden sonra, kan insiilin
konsantrasyonlarinda bir artis, aglik glukoz, alanin aminotransferaz, kolesterol ve
trigliserid diizeylerinde diisiis gézlenmistir. Nie ve ark, CAPE’nin, farelerde ve HepG2
hiicrelerinde JNK ve NF-kB sinyal yolaginin modiilasyonu yoluyla insiilin direncini
iyilestirdigini bildirmislerdir (176). Abduljawad ve ark. CAPE ile tedavi edilen diyabetik
farelerde hem kan glukoz seviyesinin diistiigiinii hem de dolasimdaki insiilin seviyesinin
yiikseldigini tespit etmislerdir (177). Caligmamizda CAPE’nin olasi antihiperglisemik
etkinliginin 28 giline dogru azaldig1 goriilmektedir. Bunun nedeninin dolasimdaki insiilin

seviyesinin azalmasina bagli olabilecegi akla gelmektedir.

Calismamiz neticesinde retinada oksidatif stres parametrelerinin diyabetik ratlarda
olumsuz etkilendigini saptadik ve bu durum Onceki literatlir bilgisi ile de uyumlu idi
(152,157,178,179). Calismamizda CAPE tedavisi ile TAS degerlerinde bir farklilik
saptanmaz iken TOS seviyelerinin ve OSI degerlerinin diisiik olmas1 oksidan stresin CAPE
tedavisi ile azaltilabilecegini gostermistir. Calismamiza benzer sekilde Durmus ve ark.
diyabetik sican retinalarinda, CAPE tedavisi ile lipid peroksidasyonunun ve nitrik oksit
asir1 iiretiminin inhibe oldugunu, superoksit dismutaz enzim aktivitelerinin diizenlendigini
bildirmislerdir (152). Dokulardaki antioksidan enzimler dokular1 oksidatif stresten
korumaktadir. CAPE gibi antioksidan enzim seviyelerini arttiran maddeler ile reaktif
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oksijen ve nitojen tiirlerinin zararl etkileri engellenebilir. Diyabette kronik hiperglisemiye
bagli olarak dokulardaki artan oksidatif stresi engellemede antioksidan ozellikleri olan

molekiillerin kullaniminin faydali olacagini diisiinmekteyiz.

Matriks metalloproteinazlar inflamasyon, oksidatif stres ve doku hasari ile
karakterize edilen hastalik durumlarmin 6nemli belirteclerindendir (180,181). Klinik ve
deneysel ¢alismalar, diyabet hastalarinda MMP-2 ve MMP-9’un artmig ekspresyonunu
gostermistir (182,183). MMP-9 inflamatuvar hiicrelerin ve makrofajlarin belirteci iken,
MMP-2 aktif fibroblastlarin bir belirtecidir ve inflamasyonun ge¢ fazinda gozlenir (184).
Diyabette diisiik seviyede de olsa dokularda inflamasyon gozlenebilmektedir (185). Ancak
calismamizda MMP-2 ve MMP-9 seviyelerini tiim gruplarda karsilagtirilabilir saptadik.
Buna sebep olarak diyabet siiresinin sonuclara etki edecek kadar uzun olmamasi akla
gelmektedir. Ayrica calismamizdaki diyabet modelinde inflamatuar hiicrelerin ¢ok fazla
etkin olmamasi1 da bunun bir sebebi olabilir. Bunun yaninda 6zellikle diyabetik ketoasidoz
durumunda serumdaki MMP-2 diizeylerinin azaldigr da bildirilmistir (186). Diyabette
fibroblastik aktivite, daha =ziyade diyabetin ileri evrelerinde gozlendiginden,
calismamizdaki MMP-2 ve MMP-9 seviyelerinin yiiksek saptanmamasi buna bagli olabilir.
Giincel bir diger calismada, Ali ve ark. ise, diyabetik rat modelinde siyatik sinirde MMP-2

ekspresyonunun azaldigini bildirmislerdir (187).

Retinal apoptosisi caspase-3 immiinohistokimyasal yontem ile gdstermeye calistik.
Ancak yine sonug olarak her {i¢ grupta da birbirine benzer sonuclar bulduk. Buna sebep
olarak gruplardaki sayinin az olmasi yaninda diyabet siiresinin kisa olmasinin da etkili

olabilecegini diisiinmekteyiz.

Ayrica eriskin ratlarda her 11,6 giin insan dmriiniin 1 yilina denk geldigi de dikkate
almirsa ¢alisma modelimizde bu siire yaklasik olarak insan hayatinin 3 yilina denk
gelmektedir (188). Klinik gozlemlerimize ve literatiirdeki calismalar ve klinik
gozlemlerimizde diyabetin erken evrelerinde retinopati olugmayan hastalar oldugunu
gostermektedir. Diyabet tanisi sonrasi ilk yilda DR’nin goriilme sikligi % 18,2 olarak
bildirilmistir (189). Retinopati gelisen olgularin da onemli bir kisminda DM tanisi
semptomlarin baglamas1 ile fark edildiginden tam1 Oncesi siirenin ne kadar olacagi
bilinmemektedir. Fakat tip 1 DM olan hastalarda ilk gz muayenesinin 5. yilda yapilmasi
onerilmektedir. Buradan yola c¢ikarak c¢aligmamizda diyabet modelindeki siirenin,
retinopati olusumu i¢in yeterli seviyeye ulasmadigi sonucunu diisiindiirmektedir.
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7. SONUC

Sonug olarak CAPE tedavisi ile STZ ile indiiklenmis diyabetik rat modelinde ilk
haftalarda anti hiperglisemik etkinlik gosterebilmektedir. Ancak zamanla bu etki
azalmaktadir. Bunun yaninda oksidatif stresi diisiirerek retinal dokulara olusabilecek hasar1
azaltabilir. Calismamizda apoptotik aktivite ve MMP-2 ve MMP-9 seviyelerinde farkliligin
olmamas1 diyabet siiresinin olusturdugumuz deneyde kisa olmasina baglanabilir. Bu
nedenle diyabetik hayvan modellerinde bu konunun agikliga kavusturulmasi i¢in daha uzun

diyabet siirelerinin oldugu ¢alismalara ihtiyag¢ oldugu kanaatindeyiz.
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Abstract

Purpose: This study intended to examine the effect of caffeic acid phenethyl ester (CAPE) on
isoniazid (INH) and/or ethambutol (ETM}-induced retina and optic nerve toxcity in a rat model.
Methods: This study included eight groups, each containing 10 rats. The groups were Control,
INH, ETM, CAPE, INH+CAPE, ETM+CAPE, INH+ETM and INH+ETM-+CAPE. Rats were given orally
S0mg/kg/d of INH and 50 mg/kg/d of ETM in tap water for 30d. 10 umol/kg of CAPE were
intraperitoneally injected for 30d. The first dose of CAPE was given 24 h before the INH and
ETM treatment and continued untlil sacrifice. Control group was given only tap water for 30d.
Rats were anaesthetized and sacrificed on the 30th day of experiment. Superoxide dismutase
(SOD) activities, malondialdehyde (MDA), total anti-oxidant status (TAS), total oxidant status
(TOS) were measured on the dissected and excised retina and optic nerve samples. Fellow eyes
were used for histopathologic evaluation and the retinal ganglion cell (RGC) count. In addition,
CAPE, INH and ETM interaction with SOD isoforms were calculated in silico.

Results: The SOD activity and TAS levels were found significantly higher in CAPE-treated groups
compared to INH and/or ETM-treated groups (p<0.0001). But the MDA, and TOS levels were
significantly lower in CAPE-treated groups (p<0.0001). The mean RGC count is significantly
deceased in INH, ETM and INH+ETM groups compared with INH-+CAPE, ETM+CAPE and
INH +ETM-+CAPE groups, respectively (p values 0.001, 0.042, and 0.001 respectively). Besides, in
silico calculations showed that binding affinity of CAPE to SOD isotypes was higher than that of
INH and ETM.

Condusion: This study demonstrates that CAPE treatment may decrease the oxidative stress in
the retina and optic nerve of INH- and ETM-treated rats and may prevent RGC loss. As an
underlying mechanism, CAPE and SOD interaction seems cudal for alleviation of ocular
oxidative stress and RGCs toxidty.
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Introduction

One-third of the world’s population has latently infected with
Mycobacterium mberculosis, according to the World
Health Organization. Approximately 10% of these infected
individuals will develop active tuberculosis at some point
in their lifetime’. The treatment of tuberculosis is taking at
least 6~12 months with the combination of antibiotics
such as isoniazid (INH), ethambutol (ETM), rifampin,
pyrazinamide and streptomycin. Among these antibiotics
INH and ETM are widely used anti-tuberculosis agents.
However, INH-associated neurotoxicity is an important
clinical issue’. Also, INH treatment may cause Optic
neuropathy’. Recent investigations have proposed that

INH-induced cytototoxicity®, Ethambutol is one of the other
drug of choice that commonly associated with toxic optic
neuropathy”. Drug resistant strains of tuberculosis are often
necessitating the use of ETM, and one half of tuberculosis
patients take ETM. What is more, after successful anti-
tuberculosis agent therapy and despite of clinical improve-
ment dramatically, there is ongoing high-level oxidative stress
in patients with pulmonary tuberculosis, which is indicating
anti-tuberculosis agents themselves contribute the mainte-
nance of oxidative stress®.

Superoxide dismutase (SOD) is the major anti-oxidant
enzyme-reducing superoxide. SOD catalyzes the dismutation
of superoxide into oxygen and H,O,. Besides that, there are
oxidative stiess is one of the mechanisms resvonsible for € isoforms of SOD: SODI, SOD2 and SOD3, which are

Y iapc s 5 located in cytoplasm, mitochondria and vascular extracellular
space, respectively’.

Address for correspondence: Dr Alp Sahin, Department of
Ophthalmology, Dicle University, School of Medicine, Diyarbakr,
Turkey. E-mail: dralparslansahin @gmail.com

Recently, caffeic acid phenethyl ester (CAPE), the active
component isolated from the propolis of honeybee hives, has
come to the attention of the researchers. It has anti-oxidant,
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anti-inflammatory, antiviral and immunomodulatory proper-
ties*”. In our previous works, it is shown that CAPE-
protected hippocampus and erythrocytes of rats from INH
induced oxidative injury®'’.

In this case, we think that INH and ETM owe their toxic
effect in retina and optic nerve partially to oxidative stress
they induce. The aim of this study is to investigate the
protective role of CAPE on retina and optic nerve tissues
subjected to oxidative stress induced by INH andfor ETM in a
rat model. Furthermore, an in silico solution is offered to
understand the mechanism underlined protective effect of
CAPE based on CAPE-SOD interaction.

Materials and methods

We hereby declare that the experiments reported here comply
with the current laws and regulations of the Turkish Republic
on the care and handling of experimental animals. The study
was performed with the approval of the Experimental Animal
Ethics Committee of Dicle University, Diyarbakir (Approval
number 2010-22).

Animals and treatment

A total of 80 adult male Sprague-Dawley rats were divided
into eight experimental groups, with 10 animals in each group
as follows: Control (Group I), CAPE (Group II), INH (Group
11, ETM (Group 1V), INH-+CAPE weated (Group V),
ETM-+CAPE treated (Group VI), INH + ETM treated
(Group VII) and INH+ETM-+CAPE treated (Group VIII).

INH and ETM were obtained from Diyarbakir
Tuberculosis Dispensary, and dissolved in tap water. INH-
treated groups were given orally with a dose of 50 mg/kg/d of
INH with the tap water for 30d. ETM-treated groups were
given orally with ETM 50 mg/kg daily and with the tap water
for 30 d. CAPE was obtained from Sigma (St Louis, MO), and
intraperitoneally injected for 30d with a dose of 10 umol/kg
per day in CAPE-treated groups. The first dose of CAPE was
given 24 h before the INH and ETM treatment and continued
mtilmsacﬁﬁce. Control group was given only tap water for
3047

Equal amounts of vehicles instead of all drugs were given
to the rats of control and study groups. After all rats were
received the abovementioned treatments, they were fed ad
libitum until the midnight. On the experiment day, rats were
anaesthetized with intraperitoneal injection of ketamine
(50 mg/kg), decapitated and tissue samples were obtained.

Biochemical measurements

The dissected and excised retina, and optic nerve samples
were weighed, immediately stored at —50°C. Assays were
performed on the supernatant of the homogenate that is
prepared at 14000rpm for 30min at +4°C''. The protein
concentration of the tissue samples were measured by
the method of Lowry et al.?. SOD activity was measured
according to the method described by Fridovich". MDA level
was measured according to the procedure given by Ohkawa
et al.'®. The total anti-oxidant status (TAS) of supernatant
fractions was evaluated by using a novel automated and
colorimetric measurement method developed by Erel'®, The
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TAS results were expressed as nmol Trolox equivalent/mg
protein. The total oxidant staus (TOS) of supernatant
fractions was evaluated by using a novel automated and
colorimetric measurement method developed by Erel'®, The
assay is calibrated with hydrogen peroxide, and the results are
expressed in terms of nmol H;0; equivalent/mg protein.

Histological procedure

Fellow eyes were enucleated for histopathological evaluation.
The enucleated eyes were fixated in 10% formalin solution.
Dissected eyes were sliced into two pieces horizontally
passing through the optic nerve. Then, they were dehydrated
and embedded in wax. Paraffin blocks were sliced in 4-5 um
thickness and the sections were stained with hematoxylin—
eosin (HE). All specimens were examined under light
microscopy by a pathologist blinded to the study groups.
The number of ganglion cells were counted for each eye at
»400 magnification and densities obtained in the eight
separate areas were pooled to calculate a mean retinal
ganglion cell (RGC) density per retina.

Preparation of the protein and the ligand structure for
docking

Protein Data Bank (PDB) entry of SOD isoforms are
downloaded from www.rcsb.org with PDB ID codes 2C9V,
ILUV and 2JLP for SODI, SOD2 and SOD3, respectively. If
there is more than one SOD chain in PDB file, just chain A is
kept and the other chains are removed. Then, H,O molecules
and the ligands, if there are, are deleted. On the other hand,
Cu*? and Zn™? jons in active sites of both SODI and SOD3,
and Mn*? in active site of SOD2 were kept untouched.
Finally, polar hydrogen atoms are added and Gasteiger
charges are calculated: consequently, outcome files are
saved with PDBQT extention via AutoDockTools (ADT)
MGLTools 1.5.4. The SDF files of the ligands are down-
loaded from NCBI PubChem Compound with the compound
ID pumber 14052, 3767 and 5281787 for ETM, INH and
CAPE, respectively. SDF files are converted into PDB files
with free version of Discovery Studio 3.1 (Accelrys, Inc., San
Diego, CA). Then, hydrogen atoms are added to the ligands
and saved as PDBQT files. Docking of the SOD molecules
with indicated ligands was performed with Autodock Vina
1.1.2 (The Scripps Research Institute). The nine best positions
of the ligands are taken into consideration to evaluate their
affinity. Indicated images are created with Python Molecular
Viewer (PMV) MGLTools 1.54 (The Scripps Research
Institute).

Statistical analyses

Statistical analysis was carried out by using Statistical
Package for the Social Sciences version 11.5 (SPSS 11.5 for
Windows, Chicago, IL). The results are expressed as mean
+ standard deviation. Mann—Whitney U test was used for
group comparisons. The one-way analysis of variance
(ANOVA) and post hoc multiple comparison tests (LSD)
were performed on the data of the variables to examine the
difference among groups. A p value of <0.05 was considered
as statistically significant.
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Table 1. The effect of CAPE on SOD activity, MDA level, TAS and TOS in the optic nerve tissue.

Group SOD MDA TAS (mmol TOS (mmol H,0»
(Ufmg protein) (nmol/g protein) Trolox Eq/g protein) EqJ/g protein)

Control () 1.204 4+ 0.028 0.673£0.018 0.078 £0.005 1.061 4+ 0.083
CAPE (1I) 1.309+£0.130 0.589 + 0.042 0073 £0.011 1.163+0.105
INH (11T) 0.681 +0.056 1.214+0.051 0.040 £ 0.004 31884+ 0.247
ETM (IV) 0.665 +0.043 1.011+0.044 0.033 £0.002 3.281£0.207
INH + CAPE (V) 1101 +£0.104 0.686+0.629 0.076 +£0.008 1.628 4+ 0.132
ETM+CAPE (VI) 1.161 £0.118 0.680£0.070 0.065 £0.007 1.602 £ 0.149
INH+ET™ (VIl) 0.607 £+ 0.048 L0564 0.057 0.036 +0.007 341440273
INH+ETM + CAPE (VIIT) 1.078+0.117 0.778£0.038 0.067 £0.012 174440218
p Values
-1 0247 0211 0.630 0.501
-1 0.001 0.001 0.002 0.001
-V 0.000 0,000 0.000 0.000
1-vi 0.001 0.001 0.002 0.001

-V 0.007 0.001 0.003 0.001
IV-Vi 0.003 0.003 0.000 0.001
VII-VIIl 0.007 0.002 0.093 0.005
p<0.0001 Kruskall-Wallis; n= 10 in cach group.
Table 2. The effect of CAPE on SOD activity, MDA level, TAS and TOS in the retinal tissue.
Group SOD MDA TAS (mmol TOS (mmaol

(U/mg protein) (nmol/g protein) Trolox Eq.J/g protein) H0: Eq./g protein)

Control (1) 5.221+0.103 0.746 £ 0.029 0.352+0.029 17.401 £ 1.698
CAPE (1I) 5.787+ 0527 0.673+0.043 0340+ 0.085 13325+ 1122
INH (111) 2349+ 0.105 1.396 4 0.058 0.161 £0.017 35425+ 2748
ETM (IV) 23264 0.161 L1714£0.056 0.131 £0.009 36.085 + 2.545
INH+CAPE (V) 4.714+ 0469 0.793+0.081 0.306 +£0.036 18.069 + 1.670
ETM+CAPE (VI) 4.946 4 0.503 0.782 £ 0.080 0.263+ 0,028 17.803 + 1.656
INH-+ETM (VII) 2276+ 0181 1.214 £ 0.066 0.097 £ 0.015 37.938+ 3.041
INH-+ETM+CAPE (VIII) 3.720:4 0.406 0.899:£0.041 0.271:+ 0,051 19388 £ 2425
p Values
- 0.329 0385 0.386 0.083
- 0.002 0.002 0.002 0.003
-V 0.001 0.001 0.001 0.002
v 0.002 0.002 0.002 0.002
m-v 0.001 0.001 0.005 0.002
V-Vl 0.001 0.004 0.001 0.001
vii-vin 0.007 0.003 0.007 0.005

p<0.0001 Kruskall-Wallis; n=10 in each group.

Results

CAPE-preserved rat retina and optic nerve from
oxidative stress

SOD activities and TAS is decreased significantly in retina
and optic nerves of INH, ETM, and INH+ETM treated
groups (Tables 1 and 2), while MDA level and TOS is
increased. However, SOD activities and TAS is elevated to
normal values in retina and optic nerves of INH+CAPE,
ETM-+ CAPE and INH+ETM+CAPE-treated groups, while
MDA level and TOS is decreased. In other words, SOD
activity is impaired in the presence of INH, ETM and
INH4+ETM in retina and optic nerve. Nevertheless, SOD
activity is preserved with co-treatment of CAPE with INH
and/or ETM. In parallel to the sustained SOD activity, TAS is
increased and MDA level and TOS decreased in CAPE given
groups. These findings may indicate a direct destructive effect
of INH, ETM on SOD activity and protective influence of
CAPE on SOD activity.

CAPE prevented the RGC loss

Parallel to the biochemical results, the RGC number is
significantly decreased in INH, ETM, and INH+ETM groups.
In Figure 1, RGC number decrease is marked with nucleus (in
blue color) loss. However, in CAPE-treated groups the RGC
number is almost as high as control group (Table 3). This
result may suggest that CAPE-protected RGC from the INH
and/or ETM toxicity.

CAPE may inhibit binding of INH and ETM to SOD
molecule

Maintenance of SOD activity in retina and optic nerve tissues
of rat, when CAPE is combined with INH and/or ETM,
suggest that CAPE, INH and ETM may have direct effect on
S0D molecule by binding. To show this, in silico, binding
energies of ligands, ETM, INH and CAPE, and receptors,
SODI1, SOD2 and SOD3, are calculated with Autodock Vina
1.1.2 software (The Scripps Research Institute). The best
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INH+ETM+CAPE

ETM+CAPE

Figure 1. CAPE wreamment prevents RGC loss (HE, x400). Note the regularity of ganglion cells in the control and CAPE groups. There is apparent

ganglion cell loss in INH, ETM and ETM+INH groups.

Table 3. The mean RGC counts in the study groups.

Groups Control CAPE INH ET™ INH+CAPE ET +CAPE INH+ETM  INH+ ETM + CAPE
(n () (I avy ) V1) v (VI
GCC 3895+275 3521+1.82 2837+086 2983+161 33.03+043 33.60 £0.87 23.04 £051 3257+ 095

GCC: Ganglion cell count (mean -+ SD), Cell count was performed under x 400 magnification,
p Vahes: 1-11=0445; 1-111 =0.02; IV = 0012; VIl = 0.002; M-V = 0.001; IV-VI =0.042; VII-VIII =0.001.

Table 4. Affinity of INH, ETM and CAPE for the best position of
CAPE.

ET™ INH CAPE
SOD1 ~-42 —4.8 -52
SOD2 -32 -4.1 6.0
S0D3 -39 —4.5 —6.2

AG of ligands and SOD isoforms interactions are presented in kcal/mol.

position of CAPE on each SOD isoform succeeds the lowest
binding energy (AG) score, means highest binding capacity or
lowest Kd in comparison to INH and ETM (Table 4). In other
words, the concentration of CAPE to saturate SOD isoforms is
approximately 1/10th concentration of ETM and INH. All the
ligands show affinity to active sites of the SOD molecules
(Figure 2). These findings may suggest that in the presence of
CAPE, INH and ETM cannot bind to the active site of SOD
isoforms. Besides that, binding of CAPE may not affect the
activity of SOD isoforms whereas INH and ETM may inhibit.

Discussion

In the current study, it is shown that INH and ETM induce
oxidative stress in retina and optic nerve. According to our
knowledge, this is the first paper shows that ETM induce
oxidative stress. Besides that, it is presented here for the first

time that CAPE protects retina and optic nerve from oxidative
stress developed by INH and ETM. Furthermore, it is a novel
finding that CAPE also prevented INH and/or ETM-induced
RGC loss. Moreover, at least in silico it is shown here for the
first time that CAPE, INH and ETM have an affinity to the
active sites of SOD isoforms, which may suggest a role for
anti-oxidant effect of CAPE and oxidant effect of INH
and ETM.

High MDA amount, increased TOS and decreased TAS
display in INH and ETM-treated rats’ retina and optic nerve
reflect strong oxidant nature of these anti-tuberculosis agents.
In parallel to our reports, several other papers show oxidant
capacity of INH*'", However, there is no any other report for
ETM oxidant power in literature, at least in our searches. The
oxidative stress generated by INH and ETM may be a main
cause of or a contributor to damage given to optic nerve or
retina. Not only these anti-tuberculosis agent but also
Mycobacterium tuberculosis itself develops a strong oxidative
stress environment in patients®. Nonetheless, Mycobacterium
tuberculosis has a mechanism to Errow:l itself from harmful
effect of reactive oxygen species %, This fact suggests that
anti-bacterial effect of INH and ETM on Mycobacterium
tuberculosis may not depend on their oxidant power. CAPE is
a very powerful anti-oxidant reagent that is used in many
other experiments'*?”. Consequently, the combination of
CAPE with INH and ETM will not decrease the therapeutic
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Figure 2. ETM, INH and CAPE can bind
active sides of SOD isoforms SOD1 (A),
S0D2 (B) and SOD3 (C). Surfaces of SOD
isoforms are presented in gray color. ETM,
INH and CAPE are presented in green, red

and turquoise respectively.

effect of these agents but will alleviate the adverse effect
caused by oxidative stress induction.

It has been demonstrated that SOD is a valuable component
of anti-oxidant defence system in retinal cells, providing
protection against loss of function from oxidative stress™'.
According to our in silico calculations, it is suggested here that
INH and ETM may reveal their oxidant potential by binding
the active site of SOD isoforms. That is why, INH and ETM
inhibit the conversion of superoxide to hydrogen peroxide by
blocking SOD isoforms. On the other hand, CAPE may bind
active sites of SOD isoforms stronger than INH and ETM.
However, interestingly CAPE may not inhibit the function of
SOD isoforms in a way we could not clarify the underlying
mechanism at the moment. Due to weakness and limitations,
in silico experiment in comparison with in vitre and in vivo
experiments, further studies with recombinant SOD isoforms
are required to make clear this issue.

In addition to biochemical results, we first confirmed that
CAPE co-treatment significantly reduced ganglion cell loss in
INH, ETM and INH+ETM-treated groups. In the literature,
there is no paper mentioned that INH and ETM have a
devastating effect on RGCs. However, our findings obviously
present their RGCs toxicity. We think that this devastating
effect is the result of oxidant capacity of these drugs. And
anti-oxidant effect of CAPE prevented the RGC loss. Yuki
et al. reported that SOD1-deficient mice showed an increased
level of oxidative stress in their RGCs™. It has been
demonstrated that oxidative stress can induce apoptosis of
RGCs™. Treatment with several anti-oxidant agents have
been shown to prevent the oxidative stress-induced apoptosis
in RGCs™,

Cutan Ocul Toxicol, 2013; 323 28-233

In the current study, INH and ETM treatment individually
cause significant increase in the oxidative stress. Interestingly,
INH and ETM have no additive oxidant effect. So, we can say
that, combined treatment of INH and ETM did not potentiate
the oxidative stress in comparison to single agent use. But
combined use of INH and ETM caused significant RGC loss.

In conclusion, we found that CAPE is able to prevent RGC
loss with its strong anti-oxidant activity. CAPE might be a
promising agent to protect optic nerve, retina and possibly
other organs from INH and ETM-induced oxidative damage
in tuberculosis patient. The protective effect of CAPE seems
to be due to its anti-oxidant capacity. We thought that CAPE
has a role on the regulation of anti-oxidant enzyme activity,
particularly SOD isoforms. Further studies are needed to
define the effect of CAPE on M. mberculosis infected animal
models.
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L AL L B A ned |

«0

24 %2 %2

BENZEFLK ENDEXS!  INTESNET YAYRLAR OdGrenc: CosvLEN

FATNANLAJY

AR L RATRARL AR

www_kocatepetipdergisi.aku edu tr
iwmel Fayreds

%1

0

Submitted to The Scientific & Technological

Research Coundil of Turkey (TUBITAK)
COgrarci Ocew

%1

H

Submitted to Trakya University
Ogrmret Odue

*Poster Ozetleri / Poster Abstracts”, Turkish

Journal of Biochemistry, 2015
vaye

a

acikerisim dicle edu tr
memel Kayrmd:

acikerisim deu edu tr
iemel Fayrsd

en.m.wikipedia.org

el Kayroed:

www.ankaraderm.org

64



Torkive cosmueriveri
DICLE UNIVERSITESI
SAGLIK BleiveErl ExsTiTisD

TEZSAVUNARILIRLIK VE ORDINSALLIK
NEY AN FORMIE

L OGrRENCE slLGlLeR]
A ve Sovade Alparshan SANIN Numsarasez 12455002
K itien — Ovetim Yih: 20182019 vart: [ GOz O manae
Amabilim Dale: Frevalogi Programi: DOKTORA
Lisansiisti EQitime Baglama Taribiz 2709 2001

Tez Konusu: Deyabesih rt modebinde kafek asit ve kafek nsil fenetd estenin gz dokulanndaks koruyucu
ctislerinin aragtinlmas

1L INTIHAL RAPORU BILGILERI

Rapor Yerd: ] TEZ SAVUNMA SINAVI ONCESI TEZ SAVUNMA SINAVI SONRAST
Sayfs Saywns 68
Benrertik Orani: % 6

| Roportams Taribi: 117122018

Yuhanda baghfahosuse posterilen toz qaligmamin kopak sayfhs, ging, ana BSlamler, mrugma ve sonsg

| kissmlanindan olugan toplam €5 sayfalik kismma iligkin, 11/12/2018 tarihinde sabsim/tez danigmanim tarafindan
TURNITIN adli sstihal tepit programindan agadida belinilen Shrelemeler uygulinacak alisess olan intihal mporuna
gore, tezimin benzerlik oram % 6 “dir.

Uygpslanas fileclemeler:
[2) Kabwad Oy, Beyan, Topekr, Iindekiler, Kisabima ve Simgeler, Sekil, Resim ve Tablolar sayfalart harig,
Kaymahga (Dibliyografya) harig
[2 Alszailar hang
[ Ter Damgmans cnayryla kelime ve %" lik fltresi uygulsman (% 1)

Dicle Universitesi Saphik Balimlers Enstitisd Lissssistil Programlarda Tez Caliyman Intihal Rapora U ygulasma
Esaslan’'m inceledim ve by Uspulasa Bsaslan'nds belintilen azomi benzertk cessbinm pore tez galimanun
berhangs bir intdbal igermealigus, absinin sespit allmes darummmda dogabilecel. her tirli hubuki sorewhibuge kabul
| et ve vermesy oldufam bilgikenn dodna ohdudunu beyan alerim
L Yukanda bilgilert verilen sesd bilimsel, gekilsel ve atik hurallar gergovesinde incelodim. Tesin | isansilsid
Ofrcten Yimetmeligs ve Dicke Unmversisesi Saglil Blimlers Enstitisd Tez Yonm Kilaveru kuulhma | uygun
aldugunu onaylanm. Jan kargisinda savunabiliz oldupenu bilgilenmae arz edersm

iz

Moot Dv Mukadder BAYLAN
hamsman

65





