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1. GIRIS ve AMAC

Retina pigment epiteli (RPE) tek sira kiiboidal hiicrelerden olusmustur ve
duyusal retina ile Bruch membrani arasinda yerlesmistir. Tek sira halindeki yaklasik
5 milyon pigment hiicresi bazal laminasina siki bir sekilde tutunmustur. Bu
laminadan kaynaklanan mikrofibriller, Bruch membranimnin lamina elastikasi igine
uzanir. Zengin damar agindan olugsmus koryokapillaris ile fotoreseptorler arasinda
yerlesik olan RPE gorme sisteminin biitlinliigliniin korunmasinda bir¢ok goreve
sahiptir. Fonksiyonlarinin hepsi heniiz tam agiga kavusmus degildir. Pigment
epitelinin baslica gorevleri arasinda fotoreseptorlerin  dokiilmiis olan dis
segmentlerinin fagosite edilmesi, retinol metabolizmasi, ekstraselliiler matriksin
diizenli olarak olusturulup yerinde kalmasi, iyon ve metabolit naklinin diizenlenmesi

vardir (1,2).

Infant gdziinde 4.2-6.1 milyon arasinda RPE hiicresi bulunmaktadir. Yasin
ilerlemesiyle goziin yiizey alani da genisler ama buna ragmen hiicre sayisinda 6nemli

artis olmaz. Erigkin goziinde normalde RPE i¢inde mitotik aktivite bulunmamaktadir.

Hiicre sekli fundusun her bolgelerinde ayni degildir ve birbirinden farklilik
gosterebilir. Hiicre biiytikligi 10 um ile 60 pm arasinda degisir. RPE hiicreleri
periferik retinada daha kisa, genis ve iki g¢ekirdekli iken makulada daha uzun ve
incedir. Makula bolgesinde 12-18 um genisliginde ve yaklasitk 10-14 pm
yiiksekligindedirler. Ora serrata yakininda pigment epitel hiicrelerinin genisligi 60

mikrona yaklasir ve daha kisa hale gelirler.

Makula bolgesi daha fazla ve daha genis melanozomlar igerir. Tek sira
halindeki RPE hiicreleri optik sinir kenarinda baslar ve ora serrataya kadar uzanur,
siliyer cismin pigment epiteli olarak devam eder. RPE hiicrelerinin yogunlugu fovea
merkezinde daha fazladir ve periferik retinaya dogru giderek azalir. RPE hiicrelerinin
apeksi fotoreseptorlerin dis segmentleri ile yiiz yiizedir. Ancak RPE tabani alttaki
Bruch membranina siki bir sekilde yapisiklik gosterir. RPE bazal membran1 Bruch

membraninin en i¢ tabakasina karsilik gelir (1-3).

RPE hiicrelerinde yaglanma ile 6zel degisimler ortaya c¢ikar. Yas artarken

apoptotik RPE hiicrelerinin oram1 da artar ve bu apoptotik hiicreler esas olarak



makula bolgesinde bulunurlar. Periferdeki RPE hiicreleri makuladaki 6len RPE
hiicrelerini telafi edebilir. Ayrica yaslanma ile beraber RPE hiicreleri sekil ve
biiyiiklik olarak daha diizensizlesirler. Metabolizma artig1 veya sindirilemeyen
materyaller intraseliiler olarak artig gdsterirler ve bu maddeler Bruch membraninda

toplanirlar. Hiicre sitoplazmasinda ise lipofussin miktari artar (1-7).

Lipofussin miktarinin asir1 artisinin  yasa bagli makula dejenerasyonu
(YBMD) ile iliskili oldugu diistiniilmektedir. RPE hiicresinde biriken lipofussin
zamanla hiicre metabolizmasinin bozulmasina yol agar. Lipofussin icerigi tam olarak
tanimlanmamis olmakla birlikte fototoksik bir florofor olan A2E icerdigi
bilinmektedir. A2E, RPE hiicrelerinde dejenerasyona yol agma potansiyeline sahiptir
(1-5).

Yaslanma ile birlikte RPE hiicrelerinde hasarlar meydana gelmekte ve saglam
kalan hiicrelerin boyutu artmaktadir. Hiicrelerin apoptozis ile olimii g¢evredeki
hiicrelerin yayilmasi ile onarilmaya c¢alisilmaktadir. Yaslanma ile birlikte RPE
hiicrelerinin gorevlerini yerine getirebilme yetenegi de azalmaktadir. Tiim bu

degisiklikler YBMD’ nin patogenezinde yer almaktadir (7-11).

Yasa bagli makula dejenerasyonu, yasli bireylerde goriilen, korliige kadar
gidebilen agir ve geri doniissiiz gérme kaybinin en sik nedenlerinden biridir. YBMD
yasam kalitesini yiiksek oranda etkileyen ve goriilme siklig1 hizla artan bir hastalik

olarak karsimiza ¢ikmaktadir (12).

YBMD gelismesi ve ilerlemesinin risk faktorleri arasinda ileri yas, Kafkas
ki, genetik polimorfizm, yiiksek viicut kitle indeksi, fazla alkol tiiketimi ve sigara
oykiisi.  bulunmaktadir (13). Giiniimiizde YBMD patogenezi tam olarak
bilinmemekle birlikte, oksidadif stresin patogenezde 6nemli rolii oldugu bildirilmistir
(14). YBMD patogenezinde farkli klinik bulgular bulunmasina ragmen RPE hiicre

dejenerasyonu hastaligin erken evrelerinde siklikla gozlenmektedir (15).

Sigara tiiketimi viicuttaki oksidatif hasar olusumunu artirmakta ve
antioksidan savunma mekanizmasinin da yasla birlikte daha da zayiflamasi ile siddeti
artan inflamasyona neden olabilmektedir. S6z konusu durum YBMD’ nin

patofizyolojisinde mihenk tas1 olarak degerlendirilen bir durum seklinde karsimiza



¢ikmaktadir (16). Sigaranin YBMD yaygmhigr ve sikhigi ile iligkili baslica risk
faktorlerinden biri oldugu bildirilmistir (17,18).

Hidrokuinon (HQ) sadece sigarada degil ayni zamanda islenmis gidalarda,
plastik kaplarda, atmosferde yani dogada yaygin bir sekilde bulunur (19,20). HQ
sigarada yliksek konsantrasyonda bulunur. Ayni zamanda benzene-14-diol veya
quinol olarak bilinen aromatik organik fenol bilesenidir ve okside olarak
parabenzoquinona (C6H602) doniisebilir, siklikla p-kuinon veya kisaca kuinon
olarak bilinir (21).

Astaksantin  (AST) kabuklu deniz canlilarinda yiiksek oranda bulunan
provitamin olmayan ksantofil karotenoid olarak bilinen antioksidan &zellige sahip bir
molekiildiir (22). Son zamanlarda, YBMD hastalarinda kullanilan besin takviyelerine
antioksidan etkisi i¢in AST eklenmistir (23). Ancak, AST’ nin RPE hiicrelerinde

sigaranin olusturdugu oksidatif strese kars1 koruyucu etkinligi bilinmemektedir.

Bu c¢alismada, oksidatif stres parametrelerinden malondialdehit (MDA)
diizeyleri ile antioksidan molekiillerden glutatyon (GSH) ve glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) diizeyleri ve hiicre igerisindeki Ca* salinim miktar1 ve apoptotik yolagin
tetikleyicilerinden kaspaz ailesine ait proteinlerin tayini yapilarak, ARPE-19
hiicrelerini sigara igerisinde yiiksek oranda bulunan hidrokuinona maruz birakip,

astaksantinin koruyucu etkileri arastirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Retina

2.1.1. Retina Anatomisi

Retina, optik sinir yakininda 0,56 mm, ora serratada 0,1 mm, ekvatorda 0,2
mm kalinlig1 olan ince bir dokudur. Retinanin i¢ ylizeyi vitreus ile temastayken dis
ylizeyi potansiyel bir bosluk ile retina pigment epitelinden ayrilmistir. Biitlin retina
tabakalar1 arkadaki sinir lifi tabakasi haricinde optik sinir baginda sonlanir. Periferde
sensoryel retina ora serrataya uzanir ve pars plana nonpigmente Siliyer epiteli ile
devam eder. Sadece optik disk ve ora serratada retina pigment epiteline siki
yapisiklik mevcuttur (24). Retina pigment epiteliyle sensoryel retina arasinda
anatomik bag yoktur, birbirlerine yalnizca yaslanmis Vvaziyettedirler. Retina
dekolmani, santral ser6z koryoretinopati gibi hastaliklarda sensoryel retina pigment

epitelinden ayrilir (25).
Retina oftalmoskopik olarak 3 bolgeye ayrilir:
a. Makula (santral retina, arka kutup)
b. Ekvator
c. Ora serrata (26).
a. Makula

Makula lutea veya sar1 nokta olarak adlandirilan boélge retinanin arka
kisminda ksantofil pigmentinin toplandig1 kisimdir. Ozellikle lutein ve zeaksantinden
olusan karotenoidler burada toplanmistir, bu yiizden santral makula sar1 renktedir
(27). Makulanin ¢ap1 yaklasik 5,5 mm’ dir, sinir olarak temporal vaskiiler arkuadlar
kabul edilmektedir (24).

Topografik olarak 4 kisima ayrilir.

Fovea: Optik sinir bas1 merkezinden 4 mm temporal ve 0,8 mm asagida
yaklagik 1,5 mm c¢apli alandir. Foveada 22 derecelik bir konkavite (clivus)

mevcuttur, bu durum 2. ve 3. néronlarin yana itilmesine baglhdir.



Foveada ortalama retina kalinhigi 0,25 mm’ dir ve arka kutuptaki retina
kalinliginin yaklasik yarisidir. Foveada ganglion hiicre, sinir lifi ve i¢ pleksiform
tabakalar yoktur. Fovea kenarinda i¢ niikleer tabaka iki sira hiicre seklinde azalir.
Santral foveadaki 0,57 mm ¢apindaki bolgede yalnizca koniler bulunmaktadir. Bazal
membran kalinlig1 konkavitenin kenarina dogru artmaya baglar ve fovea kenarinda

da en yiiksege ulasir.

Foveola: Sadece konilerin bulundugu 350 p capinda ve 150 p kalinhiginda
fovea cukurlugudur. I¢ niikleer tabaka seviyesindeki kapillerlerin olusturdugu bir

halka ile gevrelenen 250-600 p genisligindeki foveolar avaskiiler zon olusur.

Umbo adi verilen 150-200 p c¢apindaki foveolanin merkezinde en Kkeskin
gorme saglanir. Bu bolgede koni dansitesi yiiksektir, milimetre karede 385000 koni

mevcuttur.

Foveolada 1. ve 2. noronlar kenara itildiginden dis pleksiform tabakadaki
lifler i¢ niikleer tabakay1 olusturan hiicrelerin uzantilari ile sinaps yapmadan once i
limitan membrana paralel seyrederler. Yani bu bolgede dis pleksiform tabakaya ait

hiicresel uzantilarin horizontal seyri ile Henle tabakas1 olusur.

Parafovea: Foveay1 cevreleyen 0,5 mm genisligindeki bolgedir. I¢ retina
tabakasinda, ozellikle i¢ niikleer ve ganglion hiicre tabakasinda belirgin artis ile
karakterizedir. Bu mesafede 4-6 tabaka ganglion hiicreleri ve 7-11 tabaka bipolar
hiicreler ile retinanin normal yapisi gézlenmektedir. Sinir lifi tabakasi 6zellikle nazal

kenar papillomakuler demette relatif olarak kalindir. Koni-basil oran1 1:1” dir.

Perifovea: Makula bolgesinin parafoveayi ¢evreleyen 1,5 mm genisligindeki
periferik zonudur. Cok sayida ganglion hiicre tabakas1 ve 6 kat bipolar hiicre tabakasi
icerir. Fovea merkezinden 2,75 mm mesafeye uzanir ve diger periferik retinada
oldugu gibi ganglion hiicre tabakasi tek niikleuslu tabaka halindedir. Bu bolgede
koni-basil oran1 1:2’ dir (24).

b. Ekvator

Basillerin ¢ogunlukta oldugu makula ile ora serrata arasinda kalan bolgedir
(28). Ekvator ora serratanin 6-8 mm posteriorunda, makulanin 18-20 mm

anteriorundadir (24).



c. Ora Serrata

Retina ile siliyer cisim arasindaki sinira disli gériiniimii nedeniyle ora serrata
denir (29). Bu disli progesler iist nazalde en fazladir ve alt nazal, iist temporal ve alt

temporal kadranlara dogru gittikge azalir.

Ora serrata temporalde nazal kadrana gére daha arkadadir ve nazalde 0,7-0,8
mm, temporalde ise 2,1 mm genisligindedir. Nazalde limbusun 6 mm arkasinda,

temporalde de 7 mm arkasindadir.

Limbusun 7,7 mm gerisinde insersiyonu olan ist rektus haricindeki rektus
kaslar1 insersiyon yerleri ora serrata yakiindadir. Ora serratanin optik sinire olan

ortalama uzaklig1 nazalde 27 mm, temporalde 32,5 mm, iist ve altta 31 mm’ dir (24).

Ora serratada fotoreseptorler yok olmuslardir (28).

2.1.2. Retina Kan Dolasim

Retinanin i¢ kismi oftalmik arterin ilk dali olan santral retinal arter ve dallar
ile beslenirken, dis pleksiform tabakaya kadar uzanan dis bolgesi koryokapillaris ile
koroidal dolagim tarafindan beslenir. Retina kapillerleri ¢oklu arteriyoler baglantilar
icerir ve sinir lifleri katindaki yiizeyel ag ve i¢ niikleer kattaki intraretinal ag olmak
tizere iki kat olustururlar. Kapillerlerde endotel hiicreleri diizenli bir dizilim gosterir
ve terminal baglarla birbirine baglanarak kan-retina bariyerini olustururlar. Bazal
membranlari ile endotel hiicrelerden ayrilan perisit adindaki intramural hiicrelerin de

kan-retina bariyerinin korunmasinda énemli rolleri vardir.

Retina arterlerinin dagilimini izleyen venler az miktarda bag doku ile
desteklenen bir endotel katindan olusurlar. Santral retinal ven arterin girdigi yerden

optik siniri terk eder.

Posterior siliyer arterlerden gelen siliyoretinal arterler optik sinir kenarindan

c¢ikarak makulaya dogru uzanir (27).



2.1.3. Retinanin Tabakalar

Retinada distaki koroidden igteki vitreye kadar on tabaka mevcuttur:
a. Retina pigment epiteli

b. Fotoreseptor tabakasi

c. D1s limitans zar1

d. Dis niikleer tabaka

e. D1s pleksiform tabaka

f. I¢ niikleer tabaka

g. I¢ pleksiform tabaka

h. Ganglion hiicreleri

1. Sinir lifleri tabakasi

j. I¢ limitans zar1

a. Retina Pigment Epiteli (RPE)

Retina pigment epiteli (RPE) duyusal retina ile Bruch membrani arasinda
yerlesmis olup tek sira kiiboidal hiicrelerden olusmustur. Tek sira halindeki yaklasik
5 milyon pigment hiicresi bazal laminaya sikica tutunmustur. Retina pigment epiteli
baslica dis kan-retina bariyerinden sorumlu olmakla birlikte birgok farkl
fonksiyonlara sahiptir. Pigment epitelinin yerine getirdigi gorevlerin bagsinda
fotoreseptorlerin  dokiilmiis olan dis segmentlerinin fagosite edilmesi, retinol
metabolizmasi, ekstraselliiler matriksin diizenli olarak olusturulup yerinde kalmasi,
iyon ve metabolit naklinin diizenlenmesi gelmektedir (1,2). Eriskin go6ziinde
normalde RPE i¢inde mitotik aktivite bulunmamaktadir. RPE hiicrelerinin yogunlugu
fovea merkezinden perifer retinaya dogru giderek azalir (2). Yaslanma ile RPE
hiicrelerinde 6zel degisimler goriiliir. Yas artisiyla apoptotik RPE hiicrelerinin orani
artar ve bu apoptotik hiicreler baslica makula bolgesi i¢indedir. Hiicre iginde
metabolizma artig1 veya sindirilemeyen materyal artar ve bu maddeler Bruch

membraninda toplanir. Hiicre sitoplazmasinda ise lipofussin miktar artar (1-5,7).



Lipofussin pigment epitelinin ikinci en belirgin pigmenti olup dogumdan
sonra yaklasik 16. ayda goriilmeye baglar ve fagositoz artiklar1 ve hiicre
metabolizmasindan geriye kalan artiklardan olusur. Lipofussin graniillerinin sayis1
yaslanma ile artar. Lipofussin miktarinin asir1 artisginin YBMD ile iliskili oldugu
diisiiniilmektedir. RPE hiicresinde lipofussin birikimi en nihayetinde hiicre
metabolizmasinin bozulmasina yol agar. Yaslanma ile birlikte RPE hiicrelerinde
kayiplar ortaya ¢ikmakta ve geriye kalan hiicrelerin boyutu artmaktadir. Hiicrelerin
apoptozis ile dlimii ¢evredeki hiicrelerin Slen hiicrelerin yerine yayilmasi ile tamir
edilmektedir. Yaslanma ile birlikte RPE hiicrelerinin proliferasyon kabiliyeti de
azalmaktadir. Tiim bu degisiklikler YBMD patogenezinde yer almaktadir (1-7,9-11).

Yasa bagli makula dejenerasyonu, yasli populasyonu etkileyen diinya
genelinde temel sosyoekonomik saglik sorunlarindan biridir.  Koroidal
neovaskularizasyonun (KNV) varligmma gore ikiye ayrilir. Neovaskular YBMD;
KNV’ ye sekonder makula 6demi ve/veya hemoraji mevcuttur. Nonneovaskular
YBMD; retina pigment epitelinde depigmentasyon degisiklikleri, druzen ve/veya
cografik atrofi mevcuttur. Atrofik tip daha siktir, ancak neovaskular tip daha ciddi
gorme kaybina yol acar. Ilerlemis yas, Kafkas 1rki, gen polimorfizmi, yiiksek viicut-
kitle endeksi, fazla alkol tiikketimi ve sigara Oykiisii gibi risk faktorleri YBMD
gelismesine ve ilerlemesine yol acar. En 6nemli risk faktorii ileri yas iken ikincisi
sigaradir. Oksidatif stres yasa bagli RPE hiicre dejenerasyonu, disfonksiyonu ve

kaybinda 6nemlidir (30).

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) sigaradaki en Onemli toksik
bilesimlerden biridir (31). Benzopiren (BP) kiiltiire RPE’ de toksik etki olusturan bir
PAH tipidir. Mitokondriyal DNA hasarina ve lizozomal aktivite artisina, reaktif
epoksit olusumuna (32) ve insan RPE hiicrelerinde kaspaz-aracili hiicre apoptozuna
sebep olur. RPE’ deki hiicresel biyolojik progeslerin degismesi sigara igenlerde

druzen olusmasina katki yapar (16).

Retina pigment epiteli (RPE) Bruch membrani ile sensoriyel retina arasinda
yerlesmistir. Yaklasik 5 milyon pigment hiicresi bazal laminaya sikica tutunmustur.
Tek sira kiiboidal hiicrelerden olusmustur. Fotoreseptorler ve zengin damar agindan

olusmus koryokapillaris arasinda konumlanmustir (33).



Gorme sisteminin devamlilig1 ve biitlinliigliniin korunmasinda bir¢cok énemli
goreve sahiptir, bunlarin baginda fotoreseptorlerin dokiilmiis olan dis segmentlerinin
fagosite edilmesi, retinol metabolizmasi, ekstraselliiler matriksin diizenli olarak
olusturulup yerinde kalmasi, iyon ve metabolit naklinin diizenlenmesi gelmektedir.
Normal bir eriskin géziinde RPE i¢inde mitotik aktivite mevcut degildir. Hiicre
blyiikligi 10 pm ile 60 pm arasinda degisir. RPE hiicreleri fovea merkezinde en
yogundur ve perifere dogru gidildikge hiicre yogunlugu azalir. RPE tabani alttaki
Bruch membranina siki yapisiklik gosteritken apeksi  fotoreseptorlerin  dis
segmentleri ile yiiz yilizedir. RPE bazal membrani Bruch membranmin en ig

tabakasina karsilik gelir (34).

Retina ve RPE potansiyel bir aralik olan subretinal bosluk ile ayrilmislardir.
Apikal hiicre membram1 3-7 um uzunlugunda ¢ok sayida mikrovillis ile
karakterizedir. Villiislar fotoreseptorlerin dis segmentleri ile parmaksi baglantilar
olusturur. Retina ve RPE arasinda siki kavsak baglantilar1 olmadigi icin bu
yapilanma retina ve RPE arasindaki anatomik olmayan yapisikligin siirdiiriilmesinde
onemli etkendir. Retina-RPE temasinin devamimi saglayan diger etken ise
ekstraselliiler matriks ve RPE hiicrelerinin apikal yiizeyinden salinan ndral hiicre
adezyon molekiiliidiir (N-CAM). Ekstraselliiler matriks i¢inde laminin ve fibronektin
gibi adezyon molekiillerinin bulunmamasi ve anatomik baglantinin olmamasi nedeni
ile patolojik durumlarda sensdriyel retina pigment epitelinden kolayca ayrilabilir.
RPE hiicreleri apikal membraninda yerlesik olan Na*/K*/ATPaz pompa sistemi RPE
tarafindan koroide olan aktif sodyum akiminda kritik rol alir (35). RPE hiicrelerinin
lateral yiizleri zonula okludens ve zonula adherens kavsaklari ile birbirine siki bir
sekilde yapisiktir. Bu kavsaklar makromolekiillerin koryokapillaris ile yer
degistirdigi alan olan subretinal aralig1 gegislere kapatir ve Verhoeff membrani adini
alir (36,37). Bu baglant1 sayesinde yiiksek transepitelial direng ve kan retina bariyeri
olusur. Bu baglanti molekiillerinin bazist koroidden dis retina katlarima besin
tasinmas1 ve aksi yonde su, iyon ve atiklarin atilmasindan sorumludur. Bazolateral
hiicre membranlarinda da bulunan Gap kavsaklar1 hiicreler arasi iyon ve metabolit
degisiminde gorev yapar (38-40). Retinanin RPE ile olan yapisikligi aktif ve pasif
olan gii¢ler tarafindan saglanir ve devam ettirilir. Vitreus jelinin endotamponat

saglamasi, transretinal siv1 gradienti, fotoreseptorler arasi madde ve koroidin osmotik
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basinci pasif giicleri olusturur. RPE apeksinde yerlesik Na*/K*/ATPaz pompasi ve
sekonder olarak HCO; transport sistemi ile subretinal bosluktan su ve elektrolitleri
aktif olarak disar1 pompalayarak retinanin yatisikligini devam ettirir.  RPE

hiicrelerinin apikal yilizeyinden salinan N-CAM da retinal yatisikligin saglanmasina
katkida bulunur (40).

b. Fotoreseptor Tabakasi

Birinci ndéron olan 130 milyon basil ve 7 milyon koni hiicresinin dis
segmentleri tarafindan olusturulmustur. Dis segment, fotoreseptorlerin RPE ile dig
limitans zar1 arasindaki kismudir. Koni ve basil hiicrelerinin dis segmentleri

mukopolisakkarid bir ortiiyle kaplidir ve pigment epiteli ile temas halindedir (28).
C. Dis Limitans Zar

Koni ve basillerin dis ve i¢ segmentlerinin arasindan geger. Gergek bir zar
degildir. Fotoreseptorlerin i¢ segmentleriyle Miiller hiicrelerinin dis uzantilarinin

aralarindaki bagdan olusmustur (28).
d. Dis Niikleer Tabaka
Fotoreseptorlerin ¢ekirdek ve sitoplazmalarimin bulundugu bolgedir.
e. Dis Pleksiform Tabaka

Birinci noéron fotoreseptorler ile bipolar hiicrelerin arasindaki sinapslarin
bulundugu bolgedir. Normal retinada kalinligt 2 p olmasma karsilik, fovea
¢ukurlugunun kenarinda clivus’ ta 50 p” u bulur. Foveada konilerin oniinii serbest

birakmak igin kenarlara ¢ekilerek Henle katini olustururlar.
f. i¢c Niikleer Tabaka

Ikinci néron bipolar hiicreleri, baglanti hiicreleri, amakrin ve horizontal

hiicreler ile destek hiicreleri Miiller hiicrelerinin ¢ekirdeklerinin bulundugu bolgedir.
g. i¢ Pleksiform Tabaka

Foveolada bulunmayan i¢ pleksiform kat1 ikinci néron bipolarlar ile {iglincii

noron ganglionlar ve amakrin hiicreleri arasindaki sinapslarin bulundugu bélgedir.
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h. Ganglion Hiicreleri

Ugiincii ndron olan ganglion hiicreleri katidir. Foveolada bulunmaz.
Merkezdekiler kiigiiktiirler ve dendritleri konilerle sinaps yapan bir bipolar hiicreyle
sinaps yaparlar. Periferdekiler daha biiyliktiirler ve birka¢ bipolar hiicreyle sinaps

yaparlar.
i. Sinir Lifleri Tabakasi

Korpus genikulatum lateralede sonlanan 1,2 milyon dolayindaki ganglion
hiicresi aksonlari, sinir lifleri katin1 olusturur. Ayrica retina arter ve venleri,

astrositler, mikroglial hiicreler ile oligodendrositler de vardir.
j. I¢ Limitans Zar1

Retinanin en i¢ katidir, retinayi vitreden ayirir (28).

2.1.4. Kan-Retina Bariyeri ve Transepitelial Transport

RPE hiicreleri dis kan retina bariyerini olusturur, fenestre koryokapillaris ve
dis retina katlar1 arasindaki s1vi ve molekiil alisverisini kontrol eder. Bu durum RPE
hiicreleri arasindaki siki  kavsak-baglanti kompleksleri ve RPE membran
proteinlerinin polarize dagilimi sayesinde olur. Kavsak baglantilar1 zonula adherens,
gap kavsaklar1 ve zonula okludensten olusur. Hiicreler arasi sivi diflizyonunu siki
baglantilar tarafindan engellendigi i¢in molekiilerin yer degisimi bizzat RPE
hiicrelerinin i¢inden gerceklesir. RPE hiicrelerinin apeksindeki mikrovilliislar ve
tabanindaki plazma membran katlantilar1 hiicrenin yiizey alanini olduk¢a genisletir

ve besin ve katabolitlerin degisimi gorevinde 6nemli rol oynar (41,42).

Retinanin yatisik kalmasinda RPE hiicrelerinin subretinal bosluktan siviyi
cektiklerinde gelisen emme mekanizmasi rol oynamaktadir. Su ve elektrolitlerin
subretinal araliktan disariya aktif olarak pompalanmasi Na*/K*/ATPaz pompas1 ve
HCO; transport sistemi ile gerceklestirilir. Akuaporin insan RPE hiicresinde
bulunmakta ve tek sira RPE i¢inden suyun transportunu kolaylagtirmaktadir (41,43-
45). RPE apikal yiliziinde yerlesik olan Na*/K*/ATPaz sodyum ve potasyum

iyonlarinin plazma membranindan gegisini kontrol eder ve fotoreseptorler arasi
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madde de bu iyonlarin dengede kalmasi ve membran potansiyellerin olusmasini

saglar (46-48).

Giines 1511 subretinal bosluktaki K* konsantrasyonunu azaltir. Bu durum
Na*/K*/ATPaz aktivitesini degistirir ve sonucunda da RPE hiicrelerinin transport

fonksiyonu etkilenmis olur (41).

2.1.5. Gorsel Dongii ve Vitamin A Metabolizmasi

Fotoreseptér dis segmentlerinin disk membranlarinda 15182 duyarh
pigmentlerin fotolizi ile gérme baslar ve rejenerasyonu ile devam ettirilir. Dongii
stireci fotoreseptdrler ve RPE arasinda retinoidlerin yer degistirmesine baglidir. Isiga
duyarli gérme pigmentlerinin tiimiiniin igeriginde A vitamini yer almaktadir. Ug adet
sitozolik retinoid-baglayici protein bulunur. Bunlar all-trans-retinol igin hiicresel
retinol-baglayici protein (CRBP), 11-cis-retinal i¢in hiicresel retinaldehit-baglayict
protein (CRALBP) ve all-transretinol i¢in yiiksek afinitesi olan RPE65 proteinidir
(retina pigment epitel duyarli protein 65kDa) (9,49).

Kandan retinoliin alinmasi ve fotoreseptorler ile RPE arasinda retinoliin
degisimi i¢in transport mekanizmalar1 kullanilir. Plazma membran reseptoriine
baglanan retinol esterifiye olur ve buradan CRBP’ ye transfer olur. CRBP ve
CRALBP pigment epiteli icinde retinoidlerin tasinmasinda goérev alirlar. RPE
icindeki CRBP hiicre igine alinan retinolii inter-fotoreseptor matriks igine birakir.
Retinol inter-fotoreseptoér matriksi icinden fotoreseptdrlere ulasir. Inter-fotoreseptor
retinoid baglayici protein (IRBP), 11-cis-retinaldehidin RPE iginden fotoreseptorlere

transferi ve all-trans-retinoliin retinadan RPE igine transferinde araci olarak c¢alisir

(9).

2.1.6. Fotoreseptor Dis Segmentlerinin Fagositozu

RPE hiicrelerinin fagositozunda yabanci maddelerin fagositozunda etkili olan
yavag ve nonspesifik yontem ve dokiilmiis olan dis segmentlerin hizli ve reseptor
aracili alinmasinda etkili olan ydntemler mevcuttur. Bu sayede diurnal olarak

dokiilen fotoreseptorlerin dis segmentleri distal wuglar1 yenilenebilmektedir.
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Internalizasyon basamag ile hiicre icine alinan segmentlere sindirici enzimler igeren
lizozomlar yapisarak fagolizozomlar olusur ve fagolizozom iginde hapsedilmis olan
dis segmentleri hidrolize edilerek kiiciik molekiillere doniistiiriiliir. Ortaya ¢ikan bu
kiigiik molekiiller hiicre i¢ine dagilarak tekrar kullanilirlar. Sindirilemeyen materyal
ise hiicre icinde birikip birleserek lipofussin graniillerini olusturur. Bir grup
antioksidan enzimler bu degradasyon siireci esnasinda meydana gelen reaktif oksijen

ara Uriinlerinin etkilerinden RPE hiicresini korur (50-54).

2.1.7. Fotooksidasyona Kars1 Koruma

Retina viicudun nispeten en ¢ok oksijen tiiketen ve neticesinde yiiksek oranda
reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumuna yol acan bir dokudur. Yiiksek oksidatif
stresin dengelenmesinde RPE hiicreleri kritik 6neme sahiptir. RPE’ de bulunan
melanin ve lipofussin gibi pigmentler farkli dalga boylarina ve 6zel dalga boyuna
bagl risklere karsi Ozellesmislerdir. RPE hiicreleri enzimatik antioksidan olarak
yiiksek oranda siiperoksit dismutaz ve katalaz, non-enzimatik antioksidan olarak da
liitein, zeaksantin veya askorbat gibi karotenoidleri igerir. Antioksidan savunma

sistemine glutatyon ve melaninin de ciddi katkist mevcuttur (55).

RPE hiicreleri sagladigi pasif bariyer yaninda transforming-growthfactor-beta
(TGF-B) gibi bagisiklik baskilayici sitokinleri de aktif olarak sekrete eder.
Enflamatuar bir cevap varliginda, RPE enflamatuar mediatorlerin faaliyetini
engelleyebilir. RPE hiicreleri aktif olarak tumor necrosis factor alfa (TNF-a)
reseptorleri sekrete eder ve lokal olarak TNF-a etkisini inhibe edebilir. Go6ziin
immiin ayricalikli bir alan olarak kalmasinda hangi mekanizmalarin rol oynadig: tam

olarak bilinmese de RPE hiicrelerinin 6nemli bir rol iistlendigi agiktir (9,41).

2.1.8. Biiyiime Faktorleri ve Sitokinler

RPE hiicreleri TGF-B2, fibroblast-growth factor (bFGF, aFGF), FGF-5,
hepatocyte-growth factor (HGF) ve platelet-derived growth factor A (PDGF-A) gibi
faktorleri ve bu faktorlere karsilik gelen reseptorleri sekrete edebilir. Fibroblastik
biiyiime faktorleri tipik olarak RPE hiicre proliferasyon ve migrasyonuna yardimci

olur. Saglikli gozde RPE tarafindan sekrete edilen pigment epiteli kaynakli faktor
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(PEDF), retina ve koryokapillarisin yapisal biitiinliigiiniin devamina yardim eder.
RPE tarafindan sentezlenen ve diisiik konsantrasyonda sekrete edilen diger bir
vazoaktif faktor olan VEGF endotelyal hiicre apoptozisini 6nler ve koryokapillarisin
saglam endotele sahip olmasi i¢in gereklidir. Apolipoprotein A-1 (ApoAl) tiim retina
katlarinda bulunmakla beraber ana kaynaginin RPE oldugu diisiiniilmektedir. ApoA1l

retinay1 oksidatif stresten korur ve lipotoksisiteyi engeller veya duraklatir (56-59).

2.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, molekiil agirligi diisiik, kisa omiirlii ve negatif yiikli
elektron sayisinin, pozitif yiiklii proton sayisi ile esit olmadigi molekiillerdir (60,61).
Oldukea kararsiz olan bu molekiiller, ¢evrelerindeki molekiillerle cabucak reaksiyona
girme ve bu son yoriinge elektronlarini paylagsma egilimindedirler (62,63). Her tip
kimyasal ve biyokimyasal tepkime her zaman atomlarin dis orbitallerindeki
elektronlar sayesinde gerceklesir. Dis orbitallerde paylasilmamis elektron bulunmasi
serbest radikallerin reaktivitesini olaganiistli arttirdigindan dolay1 serbest radikaller
kimyasal aktifligi yiiksek molekiillerdir (64-67). O, yapist geregi radikal olmaya gok
uygun oldugu i¢in serbest radikal denince aslinda serbest oksijen radikalleri, daha
genel bir anlatimla reaktif oksijen tiirleri (ROT) ifade edilmektedir. Organizmada
normal sartlar altinda ROT ve serbest radikaller devamli olusmaktadir. Serbest
radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii ya da nétral olabilirler ve biyolojik sistemlerde
en sik elektron transferi ile olusurlar (68). Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest

radikaller, oksijenden olusan radikallerdir (69).

Serbest radikaller fizyolojik olarak endojen kaynakli indirgenme-
yiikseltgenme (redoks) tepkimelerinde; mitokondriyal, endoplazmik ve niikleer
elektron iletim sistemlerinde (Sitokrom P-450), peroksizomlarda, monosit ve
notrofillerin fagositozu gibi metabolik olaylar sirasinda fazlaca iiretilir. Ayrica bu
molekiiller hiicre igerisinde ultraviyole 1sinlari, x 1smlart gibi radyant enerjinin
emilimi, hava kirliligi, sigara dumani, ila¢ kullanimi (parasetamol, nitrofurantoin
gibi), solventler gibi ¢evresel faktorlerin etkisiyle eksojen kaynakli olarak da

olusabilirler (67,70,71).
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Serbest radikaller viicutta 3 yolla meydana gelir:

1. Normal bir molekiilden bir elektronun kayb1 veya bir molekiiliin heterolitik
boliinmesi: Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiilden elektron kaybi sirasinda dig
orbitalinde paylasilmamis elektron kaliyorsa radikal formu olusur. Askorbik asit,
glutatyon (GSH) ve tokoferoller gibi hiicresel antioksidanlar radikal tiirlere tek

elektron verip radikalleri indirgerken, kendilerinin radikal formu olusur (67,72).

2. Normal bir molekiile bir elektronun eklenmesi yoluyla: Radikal &zelligi
tasimayan bir molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde paylasilmamis
elektron olusuyorsa bu tiir indirgenme radikal olusumuna sebep olabilir. O2” in tek
elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan siiperoksitin (O, ) olusumuna neden
olur (73).

3. Kovalent baglarin homolitik kirilmasi: Yiiksek enerjili elektromanyetik
dalgalar ve yiiksek sicaklik kimyasal baglarin kirilmasina neden olur. Kirilma
sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar lizerinde kalir ise,
her iki atom fizerinde paylasilmamis elektron bulunur. Sonug¢ olarak, iki adet

reaktivite diizeyi yiiksek serbest radikal olusur (63).

Bu tepkimelerden herhangi biri olustugunda, radikal olmayan tiirler radikal
haline gelir (74). Serbest radikaller ile radikal olmayanlarin tepkimeleri sonucu,
tepkimeye giren molekiiller sira ile serbest radikallere doniisiir ve hasar zincirini
ilerleterek yayarlar (67,69,72). Organizmada olusan serbest radikallerin en 6nemlileri
ve biiyiik kism1 Oz kaynakli radikallerdir (75). Oz’ in toksik etkisi yoktur, ancak
aerobik hiicre metabolizmasi sirasinda serbest oksijen radikallerine doniisiir (76). O2’
in kismi indirgenmesinden, ROT arasinda yer alan -OH ve O2 - olugsmaktadir.

Ayrica Oz ve H202 molekiilleri radikal olmayan reaktif oksijen tiirevleridir (77).

2.3. Antioksidanlar

Immiin sistem hiicrelerinin (n&trofil, makrofaj gibi) savunma mekanizmasi
icin serbest radikal reaksiyonlar1 gereklidir, ancak radikallerin fazla {iretimi, doku
hasar1 ve hiicre 6liimii ile sonuglanmaktadir (73). ROT’ un yar1 6miirleri kisadir fakat

baslattiklar1 serbest radikal zincir reaksiyonlari ile doku hasarina sebep olmaktadirlar
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(78). Savunma mekanizmalar1 serbest radikallerin tetikledigi oksidatif hasara karsi
harekete gecer. Bunlar Onleyici mekanizmalar, onarim mekanizmalari, fiziksel

savunmalar ve antioksidan savunmalardir (67,73).

Antioksidan savunma; canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbonhidrat
ve DNA gibi oksitlenebilecek maddelerin oksidasyonunun Onlenmesi veya
geciktirilebilmesidir. Bu siiregte rol oynayan maddelere ‘antioksidanlar’ denir (79).
Enzimatik antioksidanlar siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) enzimleridir. SOD’ un yapisinda bakir (Cu), ¢inko (Zn) ve
manganez (Mn), GSH-Px’ de ise selenyum (Se) iyonu bulundugundan bu enzimler
metaloenzim olarak da adlandirilirlar (80-82). Hiicre igi ortamin aksine hiicre disi
ortamda gerceklesen enzimatik olmayan antioksidan savunmadan ise C ve E
vitaminleri, transferrin, seruloplazmin, albumin, bilirubin, B-karoten sorumludur.
SOD, GSH-Px ve KAT enzimlerinden ayr1 olarak C ve E vitaminleri de hiicre igi
antioksidan 6zellige sahiptir (83). Her ikisi de hiicre membranlarindaki lipid peroksit
(LPO) zincir reaksiyonlarini kiran antioksidanlardir. Hiicre i¢i ortamin aksine hiicre

dis1 sivilarda enzimatik antioksidan sistemin aktivitesi sinirhidir (73,79,84).

2.3.1. Enzimatik Antioksidanlar

Baslica antioksidan enzimler: SOD, KAT ve GSH-Px’ dir (85).

Siiperoksit Dismutaz (SOD): O, radikalinin H,O, ve O, molekiillerine
doniigiimiinii katalizlemektedir. SOD, hiicrelerdeki O,-  diizeylerini kontrol etmede
rol oynar. SOD, bir O, - radikalini yiikseltgerken, diger O, - radikalini H,O,’ e
indirger (86).

Oz'_ + Oz'_ + 2H+ SOD > Oz + HzOz

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px): Glutatyon yolunun ilk enzimidir,
hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumludur. Enzim aktivitesi, pentoz fosfat
yolunda tiretilen NAD(P)H’ a bagimlidir (78).

1. ROOH + 2GSH GSH-Px R ROH + GSSG + H20

N

2. 2GSH + H,0, GSH-Px 2H,0 + O,

»
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GSH-Px, ti¢ peptidli glutatyonu kendi oksidize formuna (GSSG) indirgerken;
sitozol ve mitokondrideki SOD tarafindan katalizlenen reaksiyon sonucu olusan
hidrojen peroksit (H,O,) radikalini, yiiksek spesifite gostererek ortadan kaldirabilme
Ozelligine sahiptir (66). Selenyum bagimli ve selenyumdan bagimsiz olmak tizere
farkli substratlar kullanan iki tip GSH-Px vardir. Selenyumdan bagimsiz formu
organik H,O, molekiillerini kullanip, yiiksek bir aktivite gosterebilir. Selenyuma

bagimli olan formu ise sitoplazmada bulunur ve kapasitesi daha diistiktiir (65).

Fagositik hiicrelerde major peroksit uzaklastiric1 olarak gérev yapan GSH-PX
diger antioksidanlarla birlikte, oksidatif patlama sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar gérmesini engeller. Eritrositlerde
de GSH-Px oksidatif strese karsi en etkili antioksidandir. Endoplazmik retikulumdan
salman H,0,” nin dekompozisyonunun primer sorumlusu olan GSH-Px
aktivitesindeki azalma, H,O,’ nin artmasina ve hiicrede siddetli bir hasara yol
acmaktadir (78). Ayrica GSH-Px, arasidonik asit metabolizmasinin iki temeli olan
lipooksijenaz ve siklooksijenaz yollarimin aktivasyonunu arttirarak, timor

olusumunda anahtar rol oynar.

Glutatyon (GSH): GSH, sistein igeren bir tripeptit yapisinda olup in vivo
sentezlenebilen ve ince bagirsaktan emilebilen endojen ve ekzojen bir antioksidandir.
Peroksidazlar igin substrat gorevi gorebilen GSH, antioksidan etkili C ve E
vitaminleri iizerinde de orta diizeyde koruyucu etkiye sahiptir (79). GSH, DNA
sentezi ve hasarli parcalarinin onarilmasinda etkindir; aminoasit transportu, peroksit
metabolizmasi,  iskelet-kas  biitlinliigii =~ ve  bircok enzim  aktivitesinin

diizenlenmesinden sorumludur ve eksikligi hiicre 6liimiine yol agar (87).

2.4. Hiicre I¢i Kalsiyum (Ca*?) Sinyali

Hiicre i¢i ikincil haberci olan kalsiyum fertilizasyondan baglayarak gen
transkripsiyonu, kas kasilmasi, hormon salinimi, Ogrenme, hafiza, hiicrelerin
farklilasmas1 ve gelismesi, nekroz ve apopitozla tanimlanabilecek hiicre 6liimii gibi
bircok olaydan sorumludur. Istirahat halindeki bir hiicrede [Ca*?]i konsantrasyonu

yaklagik olarak 100 nM civarindadir. Depolarizasyon, hormon aktivasyonu vb
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olaylar hiicredeki [Ca**]i artis mekanizmalarini tetikler ve [Ca*?]i konsantrasyonu 1—

3 uM seviyesine ylikselebilir.

Ca*?’ un sinyal tliretimine yonelik fonksiyonu sitozolik miktarinin artmas ile
dogru orantilidir (88-91). Bu artis nukleusdan sizma yolu ile olabilecegi gibi sadece
mitokondriden tek basina da olabilir (92). Hiicre igerisindeki kalsiyum
konsantrasyonu, es zamanli bircok ters yonlii (counteract) etkilesim neticesinde
artabilmekte veya azalabilmektedir. Ca** konsantrasyonu artis mekanizmalari hiicre
disindan hiicre igerisine yonelik, hiicre zarina yerlesik vaziyetteki iyon kanallari ile
ve endoplazmik retikulum (ER) ve sarkoplazmik retikulum (SR) yiizeyindeki iyon
kanallar1 vasitasi ile olmaktadir (93). Buna zit olarak Ca*? konsantrasyonu da hiicre
zarinda ve ER/SR’ deki istihdam edilen Ca**/ATPaz’ lar, yogunluk farkliligindan
kaynaklanan ve enerji harcanmasi ile neticelenen bir takim degis-tokus
mekanizmalar1 (Na*/Ca*?) tarafindan saglanir. [Ca*?]i seviyesinin diizenlenmesinde

mitokondri 6nemli rol oynar.

2.4.1. Hiicre Icerisine Ca*? Giris Kanallar

+2°

Hiicre igerisine Ca**’ un girisi biiyiik bir elektrokimyasal konsantrasyon

farkliligimin olmas1 durumunda gergeklesir. Hiicreler bu dis kaynagi farkli 6zellikteki

+2°

kanallar vasitastyla kullanirlar. Hiicreler Ca**’ un hiicre igerisine girmesine neden

olabilecek aktivasyon mekanizmalarina gore gruplandirilmig farkli tipte kanallardan

faydalanirlar. Bu kanallar;
Depolanmig Ca*? miktarina duyarli (Storeoperated Ca*? channels / SOCCs)
Reseptore duyarli Ca*? kanallari (Receptoroperated Ca*? channels / ROCCs)
Voltaja duyarli Ca*? kanallar1 (Voltageoperated Ca*? channels / VOCCs)

Mekanik olarak aktive olan Ca*? kanallar1 (Mechanicallyactivated Ca*?

channels) basliklari altinda siniflandirilabilirler (89).
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2.4.2. Hiicre Ici Depolardan Ca*? Salinimi

Herhangi bir zamanda intraselliiler kalsiyum miktar1 artis mekanizmalari
olarak bilinen ve sitoplazmaya Ca** girigini temin eden reaksiyonlar ile tamponlar,
pompalar ve degis-tokusgular ile Ca**’ un sitoplazmadan uzaklasmasina yardimci
olan olaylarin denge halinde olmas1 sonucu gergeklesir. Hiicre igerisinden kalsiyum
salimimi birgok c¢esitli haberci ile aktive olan kanallar vasitasi ile ve mitokondriyal
gecirgenligin arttif1 durumlarda gergeklesir. Hiicre icerisinde Ca*? salinimi genellikle
ER’ dan (ama bunun kas dokusundaki karsilig1 olan SR’ dan de olabilir) kendisi

araciligi ile ya da;
a) Ins (1,4,5) P3
b) siklik ADP riboz (CADPR)
c) nikotinikasidadenindiniikleotit fosfat (NAADP) ve

d) sfingozin-1-fosfat (SIP) gibi hiicre i¢i depolarin {izerine yerlestirilmis Ca*?

salinim kanallarini uyarmasi sonucu gergeklesir (94,95).

2.4.3. Ryanodin Reseptorii (RyRs) Aracili

Hiicre zarinda bulunan reseptore has bir¢ok hormon ve biiylime faktorii ile
fosfolipaz C(PLC)’ nin aktive olmasina neden olur. PLC’ de fosfatidilinositol 4,5-
bifosfat’ in hidrolizini katalize ederek hiicre i¢i haberci olan inositol 1,4,5-trifosfat
(InsP3) ve diagilgliserolun olusmasina neden olur. InsP3 sitoplazma igerisinde ¢ok
hareketli bir durumdadir ve ER/SR 1iizerindeki 6zel reseptor bolgelerine karsilastig
yerde baglanir. Bu baglanma olay1 InsP3Rs’ nin konformasyonunda degisiklige
neden olur. Bu da ER/SR igerisindeki yiiksek konsantrasyonda depolanmis Ca*?’ un

sitoplazma igerisine salinmasina neden olur (molekiiler agirlig1 ~1200 kDa) (96).

2.4.4. Sfingolipid Aracili

Sfingosilfosforilkolin (SPC) ve sfingosin-1-fosfat (S-1-P) gibi endoplazmik

retikulumdaki (SCaMPER) Ca*? salinim kanallarini aktive eden bir sfingolipid tiirevi



20

proteindir. Kalp kasi, pankreas ve karaciger gibi farkli dokularda bulunabilen,

Insp3Rs veya RyRs’ den daha diisiik molekiil agirligina sahiptirler (~20 kDa) (96).

2.5. Hiicre ici Ca*? Salimm Habercileri

2.5.1. Inositol-1,4,5-trifosfat

Hormon veya biiyiime faktorlerinden herhangi birisi hiicre yiizeyindeki
reseptoriine baglandiginda PIP2” den PLC vasitasi ile InsPs sentezlenir. PLC hem
diacilgliserol hem de InsPs diizeylerinde ylikselmelere neden olur ve bu yiikselmede
protein kinaz C’ nin aktive olmasina neden olur. InsP3 hiicre zarinda iiretilmesiyle
birlikte yayilabilme 06zelligi yliksek olan bir maddedir. Bu 06zelligi ile hiicre

sitoplazmasindan hizla gegebilir (93).

2.5.2. cADPR ve NAADP

Bu iki molekiil ayn1 enzimatik yolak tarafindan iiretilmelerine ragmen, farkl

mekanizmalarla hiicre i¢i Ca*? salinimina neden olmaktadirlar (97).

Siklik ADP riboz (cADPR) RyRs araciligi ile Ca*? salinnmma neden
olmaktadir. cADPR’nin bu etkisi NAD" tiirlerinin deniz kestanesi yumurtalar
tizerinde Ca*? salmim metabolizmasina etkisinin arastirilldigi  donemlerde
bulunmustur. cADPR B-NAD"’den ADP-ribozilsiklaz tarafindan sentezlenmektedir
(97). Memeli hiicreleri ADP ribozilsiklazin hem sentez hem de hidrolizinde gorev
alan CD-38 maddesini igerirler. CD-38 bilesigide de B-NAD"’dan cADPR
sentezlenmesini veya NADP’ den NAADP sentezlenmesini saglar. Ancak bu olay

ekstraselliiler olarak gerceklesmektedir.

2.6. Sigara Dumani

Benzen cevrede yaygin olarak bulunmaktadir. Regine, plastik, boya ve

deterjan tiretimi i¢in endistriyel olarak kullanilmaktadir. Hidrokuinon (HQ) benzenin
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primer oksidatif metabolitidir. Bundan dolayr HQ’ a maruziyet kolay ve yaygindir
(98).

Benzen ve HQ ayni zamanda sigara dumaninda fazla miktarda bulunmaktadir
ve HQ en fazla miktarda bulunan komponenttir (99). Dolayisiyla HQ sigara
igmeyenleri de etkileyebilir. Arbutin formunda diyetsel maruziyet, deri-beyazlatma
ajani (hipermelanosis, vitiligo, cafe-au-spotlari tedavisi igin) olarak dermal maruziyet

olabilir.

HQ in vitro DNA hasarina sebep olur. DNA ve proteine baglanabilme 6zelligi
vardir ve oksidatif stresi uyarir, apoptozisi tetikler (100-102). HQ karaciger ve belki
bagska organlarda benzenin sitokrom p450s aktivitesini kapsayan multi-step bir
proges sonucu olusur. HQ kemikiligine gecebilir ve burada otooksidasyona
ugrayabilir ve myeloperoksidaz (MPO) tarafindan daha yiiksek toksisiteye sahip
kuinon haline okside olabilir (103).

Hidrokuinon (HQ) temelde beyaz renkli bir toz halinde bulunan, erime
noktasi yaklasik olarak 173-174 °C olan kristal yapida bir molekiildiir. HQ yaygin bir
sekilde indirgeyici bir ajan olarak kullanilmaktadir. HQ’ un molekiiler yapisi Resim
1’ de gosterilmistir (104). Polimer ve antiozonan iiretiminde sanayide kullanilan HQ
tiitin mamiilleri dumaninda yiiksek oranda (~%30) bulunmaktadir. HQ deriye
kiyasla memeli trakeasi ve bagirsaklarindan hizlica emilme o&zelligine sahip bir
molekiildiir. Merkezi sinir sistemi (MSS) asir1 uyarilabilirlik, tremor, kasilma ve
koma sonucu 6liimiin oldugu yapilan deney hayvani ¢alismalarinda da tespit edilmis
olup istenmeyen yan etkiler arasinda gosterilmektedir. Bununla birlikte subkutan
olarak enjekte edilen HQ’ nun dogurganlik oranini énemli diizeyde azalttigi, erkek
ratlarda da kisirligr tetikledigi gozlemlenmistir. Yukarida belirtilen arastirmalarin
sayisinin literatiir taramalarinda ¢ok fazla oldugu belirlenmistir. HQ bu yan etkilerini
temelde redoks sistemi iizerinden gergeklestirmekte ve indirgenme reaksiyonlarinin
hizim1 artirarak normalde ¢ok da aktif olmayan molekiillerde bile tepkimeye girerek
elektron kaybetmelerine neden olmasi neticesinde kararsiz molekiil sayisint hizli bir
sekilde yiikseltmektedir (Resim 2) (104). Bu sayede serbest radikal sayis1 da orantili

olarak artmaktadir. O2” ve OH" en iyi bilinen serbest radikaller arasindadir.
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Resim 1. Hidrokuinonun molekiiler yapisi (1,4-benzenediol; C¢Ha(OH)2)
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Resim 2. HQ’nun redoks sistemi iizerindeki etkinligi ve indirgenme reaksiyonlari. Elektron
koparma ve serbest radikal tiretimi yolagi gostermektedir.

2.7. Astaksantin

Astaksantin (AST) siklikla deniz firlinlerinde (6zellikle somon baliginda)
bulunan pembe-turuncu renkli bir karotenoidtir. Temelde karotenoidlerin tiirevleri

olarak adlandirilmaktadir. Bu tilirevler karotenoidlerin oksijen kazandirilmis
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molekiilleri olarak da bilinmektedirler. Bitkilerde likopen sentezinde gorev aldiklari
bildirilmektedir (22). Deniz canlilarinda yeteri miktarda gelisebilme ve iireyebilme
icin gerekli oldugu kanisi One siirilmiistir. Deniz kabuklularina renk verme
Ozelliginin yanisira B-karoten ya da a-tokoferol gibi antioksidan 6zelligi ispatlanmis
molekiillerden bile iistiin kapasitede detoksifiye edici bir molekiil oldugunun
ispatlanmasi ile dikkat ¢eker olmustur (105). AST’ in molekiiler yapis1 Resim 3’ te
gosterilmistir (106).

AST ozellikle peroksil (ROO) ve alkoksil radikallerine (RO) kars1 in vitro ve
in vivo glgli bir antioksidandir (107). Son zamanlarda nanomolar
konsantrasyonlarda bile AST’ in membran potansiyelini siirdirmede, solunumda,
oksidatif sartlara maruz izole mitokondrinin redoks tepkimesinde onemli bir faktor
oldugu gosterilmistir (108). AST goz ve cildi UV 1smlara karst korur, immun
sistemi gii¢lendirir, Helicobakter pylori kaynakli gastrik iilsere karsi korur, kardiyo

protektif etki gosterir ve insan sagligina daha bir¢ok fayda saglar (109).

Antioksidan 6zelliginin yanisira gliglii bir antiinflamatuar ve antikanserojen
olarak da nitelendirilmektedir. Son zamanlarda, YBMD hastalarinda kullanilan besin
takviyelerine antioksidan etki i¢in AST eklenmistir (23). Ancak, AST’ in RPE
hiicrelerinde sigaranin olusturdugu oksidatif strese karsi koruyucu etkinligi

bilinmemektedir.

Resim 3. Astaksantinin molekiiler yapist

2.8. Oksidatif Stres

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) olan siiperoksit radikali, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikali gibi hemoglobin ve poliansatiire yag asitleri ile otooksidasyon ile
stirekli tretilir. Lipid peroksidasyonu hiicre zar1 hasarina ve dolayisiyla hiicre

oliimiine sebep olur. Hiicrelerde ¢esitli antioksidan mekanizmalart ROT’ nin zararh
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etkilerine sebep olur, ancak hipoksiyle antioksidan mekanizmalarin verimliliginin
kayb1 ve mitokondriyal elektron sisteminde serbest radikal olusumunda artis olur.
Glutatyon peroksidazin (GSH-Px) suyla katalizi hidrojen peroksitin azalmasiyla

sonucglanir. GSH-Px ayn1 zamanda organik hidroperoksidazi ortadan kaldirabilir.

2.9. Ca*? Sinyali ve Oksidatif Stresin Rolii

Hiicreler glutamat reseptorleri araciligi ile uyarildiklarinda Mg*? diizeyi
azalmasi ve hiicre i¢i Ca*™ miktar1 artis1 gozlenir. Hiicre ici Ca*? miktar1 artis1 da
NOS (Nitrikoksitsentaz) ve ROT iiretimini artirir. ROT ve NOS diretimi ile de
uyarilabilir aminoasit ve P substansi iiretimi artmasi ile asir1 duyarlilik ve agn
olusturur (110,111). Sitozolde Ca*? artis1, mitokondride depolarizasyona ve porlarin
acilmasina sebep olur. Mitokondride olusan bu patofizyolojik degisiklikler daha fazla
ROT ve katyon kanali agict maddelerin (6rnegin ADP-riboz) sentezlenmesine neden
olur. Bu maddeler ve ROT, voltaja duyarli Ca*? kapilar1 ve Transient Receptor
Potential Melastatin (TRPM2) kanallar1 gibi bir kisim katyon kanallarini agar,
sonrasinda sitozole kalsiyum akisi artar ve mitokondri daha fazla depolarize olur.
Mitokondrinin depolarizasyonu katyon kanallarimin daha da fazla acilmasina neden
olmakta ve bu geri bildirim mekanizmasi ile hiicre fonksiyonlarini kaybetmeye

baglamakta ve sonug olarak da apoptoza siiriikklenmektedir (83).
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3.MATERYAL ve METOD

Bu calisma Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik A.D.
arastirma laboratuarinda gergeklestirilmistir. Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik
Arastirma Kurumu tarafindan 1002- Hizli Destek Programi, 1145969 proje numarasi

ile desteklenmistir.

3.1. Materyal

ARPE-19 hiicreleri American Type Cell Culture (ATCC) firmasindan
DATEKS Teknik Sistemler, Ankara, Tiirkiye araciligi ile alindi. Biyofizik A.D.
hiicre kiltiirti laboratuarinda HAM’s F12 ve DMEM hiicre kiiltiirii mediumlar1 %50
oraninda esit oranda karistirilarak, hiicreler steril inkiibatorlerde {iretildiler.

Astaksantin firmasindan temin edildi.

3.2. Kullanilan Malzemeler ve Aletler

Sogutmali santrifiij: Kubota (Japonya)

Laminar Flow Kabini: Jouan B4l (Fransa)

Derin dondurucu: Ugur (Tirkiye)

Hassas terazi: Scaltec SPB 32 (isvicre)

Vorteks: Niive NM 100 (Tiirkiye)

Otomatik pipetler: Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)
Spektrofotometre: Shimadzu UV 1601 (Japonya)

pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)

© N o g b w0 DN E

Manyetik karistirici: Niive (Tiirkiye)
10. Floresan spektrofotometre: Cary Eclipse, Varian Firmasi (Avustralya)
11. CO2 inkubator: Heal Force, Smart Cell (Japonya)

3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

1. Tris, Merck (Almanya)
2. Sodium Chloride, Merck (Almanya)
3. Fetal Bovine Serum, Merck (Almanya)
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
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DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) Solusyonu
HAM’s F12 medium

EDTA, Merck (Almanya)

EGTA, Merck (Almanya)

Triton X-100, Sigma (Almanya)

Metanol, Merck (Almanya)

Hydrochloric Acid, Merck (Almanya)

Bakur Siilfat (CuSO4* 5H20), Merck (Almanya)
Folin-Ciocalteu’s Phenol, Merck (Almanya)

Potassium Tartarat, Merck (Almanya)

Sodium Carbonate (Na2COs), Merck (Almanya)
Fura—2-AM, Invitrogen (ABD)

DMSO (Dimethyl sulphoxide) Hybri-Max, Sigma (Almanya)
CHPO (Cumene hydroperoxide), Merck (Almanya)
5,5’-Dithiobis (2-nitro-benzoic acid) (DTNB), Sigma (Almanya)
Dulbecco’s Fosfat Buffer Saline, Biochrom (Almanya)
Sodyum hidroksit (NaOH), Riedel-de Hiaen (Almanya)
TCA (trichloroaceticacid), Merck (Almanya)

Sodyum Selenit, Sigma( Almanya)

Hidrojen Peroksit (H202), Sigma (Almanya)

Caspaz-3, Sigma (Almanya)

Caspaz-9, Bachem (Isvigre)

Dihydrorhodamine-123 (DHR-123),Sigma (Almanya)

3.3.1. Gruplar

Grup | (kontrol): Bu gruptaki hiicrelere herhangi bir ilave uygulama

yapilmayacaktir.

Grup Il (Hidrokuinon): Bu gruptaki hiicreler 24 saat boyunca 100 mikroM

hidrokuinon ile inkiibe edileceklerdir.

Grup Il (Astaksantin): Bu gruptaki hiicreler 24 saat boyunca 200 mikroM

astaksantin ile inkube edileceklerdir.
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Grup IV (Hidrokuinon + Astaksantin): Bu gruptaki hiicreler 6nce 24 saat
stire ile 100 mikroM dozda HQ ile sonrasinda 24 saat boyunca 200 mikroM

astaksantin ile inkiibe edileceklerdir.

3.3.2. Antioksidan Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

3.3.2.1. indirgenmis Glutatyon (GSH) ve Glutatyon Peroksidaz (GSH-
Px) Analizleri

GSH diizeyleri Sedlak ve Lindsay’ in (112) bildirdikleri yonteme gore
spektrofotometre cihazi ile belirlendi. GSH tayini i¢in gerekli soliisyonlar;
1- %10 trikloroasetik asit (TCA) soliisyonu

2- Tris tamponu (0,4M pH:8,9): 48,46 gram tris-hidroksimetil-aminometan’
n hidroklorik asit (HCI) ile pH: 8,9 olacak sekilde 1 litrede ¢oziilmesi ile hazirlanir.

Deneyin yapihisi: 0,1 ml hiicre homojenati 0,4 ml TCA soliisyonu ile
karistirildi. 20 sn karistiricida vortekslendi ve 3000 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi. 0,1
ml siipernatant temiz bir tiip i¢ine alindi. Uzerine 0,9 ml distile su, 2,0 ml Tris
tamponu ve 0,1 ml DTNB soliisyonu eklendi. Olusan sar1 renk distile suya kars1

spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda okundu.

GSH-Px enzim aktiviteleri Lawrence ve Burk (113) tarafindan bildirilen

yonteme gore spektrofotometrede belirlendi.
Kullanilan Solusyonlar:
1- Tris (I) HCI tampon solusyonu (50 mM) pH:7,6
2- GSH soliisyonu
3- CHPO (cumene-hidroperoksit) soliisyonu
4- %10 TCA soliisyonu
5- Tris (2) tampon 0,4 M pH: 8,9

6- DTNB soliisyonu
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Tablo 1. GSH-Px deneyinin analiz semas1 ve kullanilan kimyasallar

Kimyasallar Kontrol Ornek
Hiicre homojenati 0.5ml 0.5ml
Tris HCI tamponu 0.3 ml 0.3 ml
CHPO - 0.1ml
GSH 0.1ml 0.1ml
TCA 1.0 mi 1.0 ml
Tris tampon 2.0 ml 2.0 ml
DTNB 0.1ml ml

Deneyin Yapilisi: 0,5 ml (6rnek ve kontrole) hiicre homojenatina 0,3 ml
(6rnek ve kontrole) Tris HCI tamponu eklendikten sonra 6rnege 0.1 ml.CHPO ilave
edildi. Her tiipe 5 sn araliklarla 0,1 ml (6rnek ve kontrole) GSH konuldu. Oda
isisinda tam 10 dakika beklendi. Her tiip i¢in 5 sn araliklarla 1.0 ml (6rnek ve
kontrole) TCA konuldu. 2500 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi. Ustteki siipernatant temiz
bir tiipe alind1 ve tizerine 2.0 ml (6rnek ve kontrole) Tris tampon ile 0.1 ml (6rnek ve
kontrole) DTNB eklendi. Oda 1sisinda 5 dk beklendikten sonra saf suya karsi
spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda okundu.

3.3.3. Hiicre I¢ci Ca*2 Sahmiminin Olgiilmesi

Hiicre i¢i Ca*? salimm miktarmin 8l¢iimii icin arka kok gangliyon hiicreleri
37 °C’de 45 dakika boyunca 4puM Fura—2-AM floresan boyasi ile boyandi (114).
Boyanma isleminden sonra yikamaya tabi tutulan hiicreler manyetik olarak
karistirilan, seffaf kiivetlere hiicre yogunlugu 2x10° olacak sekilde Na'- HEPES
[(mM cinsinden) NaCl, 140; KCl, 4,7; CaClz, 1,2; MgClz, 1,1; glukoz, 10 ve HEPES,
10 (pH 7,4)] soliisyonu igerisinde floresan spektrofotometredeki (Varian Cary
Eclipse, Sydney, Avustralya) haznesine yerlestirildi. Fura—2-AM i¢in eksitasyon
dalga boylar1 340 nm ve 380 nm, emisyon dalga boyu 505 nm’ de floresan 1sik ile
uyarildi ve yaklasik yedi dakika boyunca kayit alindi. Hiicre igi serbest Ca*? iyon
diizeyi degisimleri bilgisayar ekraninda 340 nm/380 nm dalga boylarindaki
uyarimlart ile daha onceki yaymlarda (111) belirtildigi sekilde kaydedildi ve

Grynkiewicz ve ark.” nin metoduna gore hesaplandi (115).




29

3.3.4. Lipid Peroksidasyon Analizi

ARPE-19 hiicrelerinde lipid peroksidasyon diizeylerinin belirlenmesi, Placer
ve arkadaslarinin (116) bildirdikleri yonteme gore tiyobarbitiirik asit (TBARS)
reaksiyonu ile son derece hassas bir spektrofotometrede (Schimadzu, UV- 1800,

Japonya) yapildi.

Deneyin yapihisi: Tiim ARPE-19 hiicre gruplart 1/9 (2.25 ml) oraninda
TBARS soliisyonu ile sulandirildi. Kor olarak ise 0.25 ml fosfat tamponu ile 1/9
oraninda TBARS karisimi kullanildi. Ornekler ve kor, 20 dakika siiresince 100 °C’
lik su banyosunda tutuldu. Daha sonra ¢esme suyu altinda sogutuldu. 2500 devirde 5
dk santrifiij edildi. Ustteki pembe renkli sivi otomatik pipetle hassas bir sekilde
almarak 1 cm 151k gecisine sahip kiivette 532 nm dalga boyundaki
spektrofotometrede kore karst okundu. Standart olarak ise yine ayni oranlarda
hazirlanmis 1, 1, 3, 3 tetraethoxypropane soliisyonu kullanildi. Degerler mikromol/

gram protein olarak belirlendi. Sonuglar nanomol/ gram protein olarak verildi.

3.3.5. Kaspaz -3 ve -9 Aktivitelerinin Tayini

Oncesinde bir saat siire ile 37°C’ de 2 mL substrat soliisyonu (20 mM
HEPES, 2 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 0.1% CHAPS, 5 mM
dithiothreitol (DTT), ve 8.25 uM kaspaz substrati; pH 7.4 olacak sekilde
ayarlanacak) igerisinde inkube edilecek hiicreler sonrasinda ultrasonik parcalama
islemine tabi tutuldu (117). Sonrasinda agiga ¢ikan enzimler spektroflorometre
(Tecan Infinite M200, Avusturya) cihazinda 360 nm uyarilma ve 460 nm emilme
dalga boylarinda okundu. Kaspaz 3 ve 9 aktiviteleri floresan boyama ile boyanarak
degerlendirildi (AC-DEVD-AMC Kaspaz-3 ve AC-LEHD-AMC Kaspaz-9 igin).

Elde edilen veriler floresan birimi / miligram protein olarak degerlendirildi.

3.3.6. Apoptosis

Uzun suiren internal ve eksternal kontrol ve ikinci bir kontrol sathasindan
sonra hiicrenin kendi-kendini imha siirecine girmesine izin verilir. Bir hiicrenin

erimesi (melt-down) kendi igerisinde olusan bir durumdur. Biitiinliigi bozulmamus,
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saglam bir hiicre zar1 igerisindeki interior bilesenler ve yapisal elementlerin
parcalanmasiyla hiicre erimesi siireci baglatilir. Apoptotik hiicre membranlari
cogunlukla fosfolipid igeren “bilayer” yapilarin1 hemen kaybetmezler. Bu korumali
birim baz1 yangisal cevaplara sebep olabilecek hiicre bilesenlerinin salinmasinin
Oniine gecer. Bu son sathada biitiin geri kalan atiklar ve son {iriinler bilayer zar ile
etraflar1 kaplanir. Minik boyutlarda paketcikler haline doniisen apoptotik artiklar
fagositoz ve yutma yetenegine sahip komsu hiicreler tarafindan toplanir ve sindirilir.
Bu nedenle apoptoz diger hiicreler i¢in zararsiz bir siire¢ halini alir. Bu ayn1 zamanda
daimi bir homeostazisin devam ettirilmesi i¢in gereklidir. Apoptoza giden bir

hiicrenin hiicre zar1 modellemesi sekil 1’ de gosterilmistir (118).

Apoptoz esasen fizyolojik bir siirectir. Ozellikle embriyonik gelisim ve erken
biiylime siirecinde gorevini tamamlamis, hiicrelerin bertaraf edilmesinde énemli bir
rolii vardir. Aym1 zamanda yetiskin hayvanlarda bu siire¢ onarilmasi olanaksiz,

hiicrelerin yok edilmesi i¢in de isletilmektedir.

Bunun yani1 sira apoptotik siire¢ kanser gibi birgok hastaligin olugsmasina da
yol agmaktadir. Mesela yapist degismis tiimor hiicreleri kendi apoptotik siireglerini
engellemekte ve hiicrenin kontrolsliz bir bigimde faaliyetini siirdiirmesine izin
vermektedir ya da bunun tersine bazi noronal hiicrelerin asir1 apoptotik faaliyet

gostermesi sonucu bunama (demans) gibi durumlar ortaya ¢ikaabilmektedir.
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Hiicre Zar1 Dis Tarafi

Canl1 Hiicre
Asimetrik Membrana sahip

Hiicre Zan I¢ Tarafi

Apoptotik Hiicre
Asimetrisi Kaybolmus Hiicre
Zar

Sekil 1. Apoptoza giden bir hiicrenin hiicre zar1 modellemesi (Biocolor, APO Percentage
apoptoz kitinden)

3.3.7. ROT Uretimi

ARPE-19 hiicreleri 2 uM dihydrorhodamine-123 (DHR-123) ile daha 6nce
anlatildig gibi sallamali su banyosunda 37°C’de 30 dakika boyunca inkiibe edildiler
(116). Bu kimyasal normalde, hiicre disinda herhangi bir floresan 6zellik
gostermemektedir. Hiicre igerisine girdiginde rhodamine-123 (Rh-123) bdoliimd,
hiicre icerisinde meydana gelen oksidasyon ile aktive olmakta ve floresan 6zellik
gostermektedir. Rh-123 maddesinin olusturdugu floresan 151k tam otomatik
mikroplate okuyucu (Tecan Infinite M200) ile gerceklestirildi. Bu islem yapilirken
eksitasyon dalga boyu 488 nm ve emisyon 543 nm’ ye ayarlandi1 (119). Elde edilen

veriler kontrol grubuna kiyasla misli artig/azalis seklinde ifade edildi (Fold Increase).

3.3.8. Protein Tayini

Calismamizda yapilan protein tayini deneyleri tiim orneklerde Lowry ve

arkadagslarinin (120) tanimladigi yonteme gore yapildi.



32

3.3.9. istatistiksel Analiz

Biitiin veriler ortalama + standart sapma [mean + standard deviation (SD)]
olarak wverildi. Arka kok gangliyon hiicrelerinde c¢alisilan bilimsel degerlerin
aritmetik ortalama degerleri arasindaki farkliliklar, SPSS, Windows 9.05 lisansh
paket bilgisayar programi kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirildi. Gruplarda
istatistiksel onem varligt ANOVA Kruskal Wallis testi ile yapildi. Daha sonra
gruplardaki istatistiksel 6nemler Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. Tiim
istatistiki karsilagtirmalarda anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. ARPE-19 Hiicrelerinde Lipid Peroksidasyon Diizeyleri
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Grafik 1. Hidrokuinon ve Astaksantinin ARPE-19 hiicre gruplarinda lipid peroksidasyon
diizeylerine etkileri
Lipid peroksidasyon diizeyleri Grafik 1’de gdsterilmistir. Bu sonuglar
incelendiginde lipid peroksidasyon diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla HQ
grubunda istatistiksel olarak artig oldugu gozlendi (p<0.05). ARPE-19 hiicreleri AST
ile HQ ve AST gruplarinda kontrol grubuna kiyasla énemli bir degisiklik olmadig:
gozlemlendi (p>0.05).
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4.2. ARPE-19 Hiicrelerinde GSH ve GSH-Px Diizeyleri
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Grafik 2. Hidrokuinon ve Astaksantinin ARPE-19 hiicre gruplarinda GSH diizeylerine
etkileri
GSH diizeyleri Grafik 2’de gosterilmistir. Bu sonuglar incelendiginde GSH
diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla AST grubunda istatiksel olarak arttigi, HQ ve
AST grubunda ise Onemli diizeyde artis oldugu gozlendi (p<0.05). ARPE-19
hiicreleri HQ ile inkiibe edildiginde kontrol grubuna kiyasla istatiksel olarak azaldig1
gbzlemlendi (p<0.05).
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GSH-Px Dizeyleri
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Grafik 3. Hidrokuinon ve Astaksantinin ARPE-19 hiicre gruplarinda GSH-Px diizeylerine
etkileri
GSH-Px diizeyleri Grafik 3’te gosterilmistir. Bu sonuglar incelendiginde
GSH-Px diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla AST grubunda daha fazla olmakla
birlikte HQ ve AST grubunda da istatistiksel olarak artis oldugu go6zlenirken
(p<0.05) HQ grubunda azalma oldugu gézlemlendi (p>0.05).
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4.3. ARPE-19 Hiicrelerinde Sitozole Kalsiyam Iyonu (Ca*?); Salimim

Diizeyleri
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Grafik 4. Hidrokuinon ve Astaksantinin ARPE-19 hiicre gruplarinda sitozole Ca*?salmigmin
zaman akim grafigi.
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Grafik 5. Hidrokuinon ve Astaksantinin ARPE-19 hiicre gruplarinda sitozole Ca*? salinimi
tizerindeki etkileri.  p< 0.05 vs Kontrol, ® p<0.05 vs AST, ¢ p<0.001 vs HQ
Hiicre i¢i Ca*? salmm diizeyleri Grafik 5’te gosterilmistir. Bu sonuglar
incelendiginde astaksantin uygulamasinda kontrole kiyasla herhangi bir degisimin
olmadig belirlendi. Ancak hidrokuinon uygulamasinin Ca*? salinimmi hem kontrol

grubuna hem de astaksantin grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde
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artirdig1 belirlendi (p<0.05). Bu durum astaksantin uygulamas ile istatistiksel olarak

anlaml diizeyde azaltilmistir (p<0.001).
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Grafik 6. Kontrol grubu ARPE-19 hiicrelerinde sitozole Ca*? salminu diizeyleri.
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Grafik 7. Astaksantin grubu ARPE-19 hiicrelerinde sitozole Ca+2 salinimi iizerindeki
etkileri.
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Grafik 8. Hidrokuinon grubu ARPE-19 hiicrelerinde sitozole Ca*? salinimu iizerindeki
etkileri.
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Grafik 9. Hidrokuinon ve Astaksantin kombinasyon grubu ARPE-19 hiicrelerinde sitozole
Ca*? salinimi iizerindeki etkileri.



39

4.4. ARPE-19 Hiicrelerinde ROT Diizeyleri
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Grafik 10. Hidrokuinon ve Astaksantinin ARPE-19 hiicre gruplarinda ROT diizeylerine
etkileri

ROT diizeyleri Grafik 10’da gosterilmistir. Bu sonuglar incelendiginde ROT
diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla HQ ve AST grubunda istatistiksel olarak artis
oldugu gozlendi (p<0.05). ARPE-19 hiicreleri HQ ve AST ile inkiibe edildiginde
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak azaldig1 gézlemlendi (p<0.05).

4.5. ARPE-19 Hiicrelerinde Mitokondriyal Depolarizasyon Diizeyleri

2,5

: I I

Kontrol HO+AST

(Kontrole Kiyasla)

Mitokondriyal Depolarizasyon Diizeyleri

Grafik 11. Hidrokuinon ve Astaksantinin ARPE-19 hiicre gruplarinda mitokondriyal
depolarizasyon diizeylerine etkileri
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Mitokondriyal depolarizasyon diizeyleri Grafik 11’ de gosterilmistir. Bu
sonuglar incelendiginde mitokondriyal depolarizasyon diizeylerinde kontrol grubuna
kiyasla HQ grubunda 6nemli diizeyde artis oldugu gozlenirken (p<0.05) AST
ilavesiyle HQ+AST grubunda diisiis ortaya ¢ikmistir. AST grubunda ise istatistiksel
olarak mitokondriyal depolarizasyon diizeylerinin azaldigi gézlemlendi (p<0.05).

4.6. ARPE-19 Hiicrelerinde Apoptozis Diizeyleri
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Grafik 12. Hidrokuinon ve Astaksantinin ARPE-19 hiicre gruplarinda apoptozis diizeylerine
etkileri

#p< 0.05 vs Kontrol
b p<0.05 vs HQ
¢p<0.05vs AST

Apoptozis diizeyleri Grafik 12° de gosterilmistir. Bu sonuglar incelendiginde
apoptozis diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla HQ grubunda 6nemli diizeyde artis
oldugu gozlendi (p<0.05). ARPE-19 hiicreleri AST, HQ ve AST ile inkiibe
edildiginde kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak Onemli diizeyde azaldig:
gozlemlendi (p<0.05). Diger bir ifade ile AST’ nin ARPE-19 hiicrelerinde apoptozis

iizerine koruyucu etkinligi tespit edildi.
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4.7. ARPE-19 Hiicrelerinde Kaspaz-3 Diizeyleri
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Grafik 13. Hidrokuinon ve Astaksantinin ARPE-19 hiicre gruplarinda kaspaz-3 diizeylerine
etkileri
Kaspaz 3 diizeyleri Grafik 13’te gosterilmistir. Bu sonuglar incelendiginde
kaspaz 3 diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla HQ grubunda 6nemli diizeyde artis
oldugu gozlendi (p<0.05). ARPE-19 hiicreleri AST ile inkiibe edildiginde kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak azaldigi gozlemlendi (p<0.05), HQ ve AST ile
inkiibe edildiginde ise HQ grubuna gore daha diisiik degerler elde edildi.



42

4.8. ARPE-19 Hiicrelerinde Kaspaz-9 Diizeyleri
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Grafik 14. Hidrokuinon ve Astaksantinin ARPE-19 hiicre gruplarinda kaspaz-9 diizeylerine
etkileri
Kaspaz 9 diizeyleri Grafik 14’te gosterilmistir. Bu sonuglar incelendiginde
kaspaz 9 diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla HQ grubunda 6nemli diizeyde artis
oldugu gozlendi (p<0.05). HQ ve AST ile inkiibe edildiginde ise degerlerin azaldigi
goriildii. AST grubunda kaspaz 9 diizeyleri kontrol grubundan daha diisiik elde
edildi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Calismamizda  ARPE-19  hiicrelerine  astaksantin ~ ve  hidrokuinon
maruziyetinin  glutatyon (GSH), glutayon peroksidaz (GSH-Px) ve lipid
peroksidasyon gibi antioksidan enzimler iizerine, sitozole Ca*? salmimi, hiicre ici
reaktif oksijen tiirleri (ROT) miktari, mitokondriyal depolarizasyon diizeyleri,
kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktiviteleri ve apoptozis iizerine etkilerini arastirip alinan
sonuglarda astaksantinin etki mekanizmasi aydinlatilarak sigara icen bireylerin
yaslilik donemlerinde meydana gelebilecek yasa bagli makula dejenerasyonunda
(YBMD) astaksantinin koruyucu bir ajan olarak kullanilip kullanilmayacaginin hiicre
kiiltiirii ortaminda arastirilmasi amaclandi. Calismamiz astaksantin ve hidrokuinon
kombinasyonunun ARPE-19 hiicrelerinde oksidatif stresin tetikledigi hiicre ici
kalsiyum salinim mekanizmalar1 ve mitokondriyal aktivite {izerine olan etkilerini

degerlendiren ilk calismadir.

YBMD yaslilarda meydana gelebilecek korliigiin temel nedenlerinden birisi
olarak karsimiza ¢ikmakta ve Onem arz etmektedir (121). Sigara igen bireylerde
oksidatif stresin artmasi ilerleyen yasla birlikte YBMD gelisimi agisindan 6nemli bir
sebep teskil etmektedir. Bu durum makulada RPE ve fotoreseptor hiicrelerinde
progresif dejenerasyona zemin hazirlamaktadir (30,122). Sigara kullanimi ile
YBMD’ de oksidatif stresin artmis olmasi sonucu RPE dejenerasyonu meydana gelir
ve okuler hiicrelerde apoptozis tetiklenir (123-126). Goriilebilir 151k spektrumunun
bilesenleri RPE hiicrelerindeki biyolojik kromoforlar tarafindan absorbe olabilir, bu

da hiicresel disfonksiyona ve hiicresel 6liime neden olabilir (127).

Astaksantin, deniz kabuklularinda yiiksek oranda bulunan ve karotenoidler
arasinda yer alan kirmizi renkli bir pigmenttir (128). Astaksantin ilk defa 1975
yilinda Basil Wheedon ve ekibi tarafindan sentezlenerek elde edilmistir. Giincel
olarak yapilan ¢aligmalar astaksantinin ¢ok gii¢lii bir antioksidan oldugunu gosterir
niteliktedir (129). Otsuka ve arkadaslar1 bes giinliik 8.000 liiks siddetinde 1518a maruz
biraktiklari erkek ratlarin retina hasarma karsi yaptiklar1 ¢alisma sonucunda elde
ettikleri elektroretinogram sonuglarinda dis niikleer tabakanin kalinlasmasina karsin
astaksantinin etkili oldugunu bildirmislerdir. Ayn1 ¢aligmada apoptotik hiicre sayisi

ve reaktif oksijen iriinleri miktarlarin1 tayin etmisler ve 100 mg/kg dozunda


https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Basil_Wheedon&action=edit&redlink=1
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uygulanan astaksantinin koruyucu etkinliklerini bildirmislerdir (129). Astaksantinin
bu etkisinin giigli  bir antioksidan 6zellige sahip olmasindan dolay1
kaynaklanabilecegini belirtmislerdir. Bu 6zelligini reaktif radikal {irlinlerini etkisiz
hale getirerek gosterdigi iddia edilmistir. Ayrica, hiicre igi, antioksidan sistemlerini
giiclendirici transkripsiyon faktorii olan NRF-2 yolagini destekledigi belirtilmistir
(130). Astaksantin, ayn1 zamanda transitozis yolu ile kan-beyin bariyerini gecebilen

tek ketokarotenoid ailesi tiyesidir (130).

Astaksantin  immunomodulatér  aktivitesinin  yanisira, karacigere ve
pankreastaki islet-f hiicrelerine koruyucu birtakim biyolojik aktiviteye sahiptir.
Ayrica hipertansiyon ve iskemi-nedenli hafiza kaybina karsi koruyucu etkisiyle
hastaliklar1 6nlemede kullanilabilir. AST diger karotenoidler ve E vitaminine gore
daha giiclii antioksidan 6zellige sahip bir molekiildiir. Dogada karotenoidler all-trans
yapida bulunur. Geometrik izomerlerin cis/ trans yapisi toplam molekiiler sekli
biiyilk oranda etkiler. Hayvanlar {izerinde yapilan g¢alismalar AST’ nin, oksidatif
stres ve Ca*?" un neden oldugu lens hasarin1 6nledigini ve bu koruyucu etkiden AST’
nin fazla miktardaki Ca*? iyonlarmi baglama kapasitesinden olabilecegini ileri
siirmiistiir (Resim 4) (131). Ca*? ve Ca*?-bagimli enzimler katarakt, bilissel bozukluk
ve insulin direnci gibi hastaliklar ve bu hastaliklarin semptomlarinin ortaya

cikmasinda 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (132-135).

AST/Ca*? kompleksinin olusumuyla iki kalsiyum iyonunun AST’nin heriki
ucuna baglanmasiyla iyon transferi azalir ve all-trans yapisi olusur. Trans-AST’nin
iki tane kalsiyum iyonu baglama kapasitesi bulunur ve bu durum kalsiyum kaynakli
UV-absorbansinda hafif artisa sebep olur. Ana selate eden kisim a-
hidroksikloheksenondur. Viicut sicakhiginda (37 °C) Ca*® varliginda AST
izomerizasyonu 13-cis formunu degistirmez. Dolayisiyla AST’nin diyet ile alimi
sonrasinda insan plazmasinda 9-cis ve all-trans forma goére 13-cis izomeri daha

fazladir.
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\ ASTXICa™*in |/

Resim 4. Astaksantin (3,3'-dihydroxy-f, p '-carotene-4,4'-dione)

Calismamiz, AST’nin ARPE-19 hiicrelerinde hiicre i¢i Ca*? diizeylerine
etkilerini degerlendiren ilk molekiiler ¢aligma olmas1 nedeniyle 06zellik arz
etmektedir. Elde ettigimiz veriler yukaridaki yazili olan veriler 15181nda
degerlendirildiginde gayet ciddi oneme sahiptir ve YBMD patofizyolojisinde daha
ileri caligmalar1 aydinlatacak niteliktedir. Calismamiz sonucunda AST, ARPE-19
hiicrelerinde, hiicre i¢i Ca*? salmim diizeylerini istatistiksel olarak onemli diizeyde
azaltmistir. AST ile inkiibe olmayan, HQ grubunda hiicre i¢i Ca*? salinim diizeyleri
en yliksek miktarda belirlenmistir. AST nin bu etkisini, elde ettigimiz veriler 15181inda
degerlendirdigimizde, antioksidan  Ozelliginden  kaynaklandigin1  rahatlikla
sOyleyebiliriz. Ayrica antioksidan etkisine ek olarak, iyon kanal aktivitesini de
diizenledigini diistinmekteyiz. Ancak, AST izomerizasyonu ve biyolojik aktivitesinin
insanlarda sinirli olmasi nedeniyle AST’nin diyetsel desteginin YBMD hastalarinda

faydali olabilecegi ileri siirtilmektedir.

Oksidatif stres, canli viicudunda normal fizyolojik siiregte bile olusabilen
reaksiyonlar zinciri {riinlerin oksidan ajanlar lehine bozuldugu denge durumunu
ifade eden bir terimdir. Superoksit radikali, hidrojen peroksit, peroksinitrit ve
hidroksil radikalleri oksidan ajanlarin ana medyatorleridirler. Hiicresel solunum
mekanizmalarinin meydana geldigi mitokondriler dogal olarak reaktif oksijen
tirlerinin (ROT) ilk hedefi olmakta ve en biiyiik hasara maruz kalan organel olarak
adlandirilmaktadirlar. Mitokondrilerde meydana gelen asir1 ROT artig1 hiicrede
apoptozis diye adlandirilan programli hiicre oliimiinii tetiklemektedir. Elektron

tasima zinciri ve trisiklik karboksilik asit (TCA) dongiisiinii biinyesinde barindirmasi
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nedeniyle mitokondriler hiicre canlilig1 agisindan ciddi 6neme sahiptirler. ARPE-19
hiicrelerinde yaptigimiz g¢alismamizin sonucunda elde etti§imiz veriler yukarida
yazilt olan verileri destekler niteliktedir. Astaksantin ile inkiibasyon sonucunun
ROT” lerini istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttigini saptadik. Hiicre igerisinde
ROT’ lerinin asir1 diizeyde tolere edilemeyecek sekilde artmasi mitokondri ve hiicre
zarinda depolarizasyon siirecini tetiklemekte, hiicre i¢i depolardan Ca*? iyon
salimmmini artirmakta ve dolayli olarak ROT’ lerini artirmaktadir. Bu siireg
dontigiimlii olarak devam etmekte ve her artan ROT miktar1 hiicre icerisinden daha
da fazla Ca*? salmiminmi tetiklemektedir. Mitokondriler hiicre igerisinde aymi

zamanda Ca'™ iyonlarmin depolandi1 organeller olarak gorev yapmaktadir
(136,137).

Mitokondriler, kendilerine has bir 6zellik olarak, birbirinden bagimsiz iki
duvar bulundurmaktadirlar. Mitokondri zarinda meydana gelecek depolarizasyon
siirecinde geri donilisim artmis ROT’ ler tarafindan engellenebilmekte ve hiicre
igerisinde Ca*? miktarlar1, depolarizasyon siirecine bagli olarak artmaktadir. Hiicre
icerisinde artmis Ca*? miktarlarini tamponlama sistemleri yetersiz kaldiklarinda

hiicre apoptozise gitmektedir (138).

Hiicre icerisinde meydana gelen ani iyon artis1 ve tampolama sistemlerinin
yetersiz kalmalarinin sonuglarindan birisi de, hiicre icerisindeki reaktif oksijen
tiriinlerinin artmasidir. Ayn1 zamanda artan ROT’leri mitokondri zarinda membran

potansiyel diizeylerini degistirmektedir.

Lin ve arkadaslarimin yaptig1 ¢alismalarda, rat serebral korteks hiicrelerinin
depolarizasyonu tetikleyerek hiicre igerisinde iyon konsantrasyon dengesini bozup,
sinir hiicrelerinde depolarizasyonu tetikleyen bir ajan olan 4-AP ile inkiibasyonundan
10 dakika oncesinde 50 mikromolar dozda AST inkiilbasyonunun membran
potansiyelinde herhangi bir degisiklik yapmadig: tespit edilmistir. Ayn1 zamanda
AST’nin, depolarizasyonun neden oldugu hiicre igi Ca*? iyonlarmin artisini da

diizenledigi bildirilmistir (139).

Yapilan c¢alismalar AST’nin hiicrelerde tek basma hiicre zar1 elektriksel
aktivitesini bozmadigini belirtmistir. Kobaylarin serebral korteks hiicrelerinin 50

mikromolar AST ve yiiksek Ca* diizeyleri ile inkiibasyonunun herhangi bir
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degisiklige neden olmamasi, AST’ nin hiicre zar1 iizerine koruyucu / diizenleyici
etkilerinin kanit1 olarak karsimiza ¢ikmaktadir (140). Bu etkisini N, P ve Q tipi Ca*?
kanallar1 tizerine etkinligini gostererek yaptigini bildirmislerdir. AST nin glutamat
saliniminin iizerine de etkin olabilecegi bildirilmistir. Agsir1 glutamat sentezi,

hiicrelerde Ca*? salimimin tetikleyen temel unsurlardandir (141).

AST bu etkileri sayesinde, hiicreleri apoptotik yolaktan korumaktadir. Hiicre
apoptozisi Oliim reseptor aracili ya da mitokondri aracili yolak tarafindan

tetiklenmektedir (142,143).

Mitokondriler farkli stres faktorleri icin intraselliiler hedef organel olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Mitokondri ROT {iretiminde ana kaynak olarak bilinmektedir.
ROT iiriinlerinin toksisitesi hiicre igerisinde hiicresel antioksidan savunma
mekanizmasini ¢ok ciddi diizeyde azaltmaktadir. Mitokondriyal homeostazisin tekrar
saglanmasindaki basarisizlik ROT ve oksidatif streste progresif artisa neden
olmaktadir. Oksidatif stresin, 06zelliklede ROT’ lerinin hiicre apoptozisini
tetiklemedeki rolii, sitozolik ortamdaki miktarlarina bagli olarak gelismektedir.
Oksidatif stresin tetikledigi lipid peroksidasyonunun artmasi sonucu apoptozis
kagimilmaz olmaktadir ve bdylece mitokondriyel fonksiyonlarinda bozukluklar ve

mitokondriyal membran potansiyelinde kayip olusmaktadir (144).

Calismamiz sonucunda elde ettigimiz mitokondriyal membran depolarizasyon
diizeylerindeki degisiklikler de yukarida yazili olan bilgileri destekler niteliktedir.
HQ uygulamas1 mitokondri depolazirzasyonunda gruplar arasinda istatistiki olarak
Oonemli diizeyde azalmalara neden olmustur. AST ile inkiibasyon bu degisimleri
normal diizeylere getirmeye onemli diizeyde katkida bulunmustur. AST’nin tek
basmma uygulandigi grupta bu diizeylerde herhangi olumsuz bir etki

gozlemlenmemistir.

Artan oksidan ajanlar mitokondri kaynakli 6lim sinyallerinin tiretilmesine
neden olmaktadir. Bu Oliim sinyallerinden bazilar1 kaspaz (cysteine-aspartic
proteases ya da cysteine-dependent aspartate-directed proteases) ailesi olarak
adlandirilmaktadir. Kaspaz-3 ve -9 bu ailenin iiyelerinden birka¢ tanesidir. Hiicre
6lim mekanizmasim tetikleyen oksidatif stres sinyal yolagi kaspaz ailesinin

aktivasyonunu da i¢ermektedir. Kim ve arkadaslar1 (2009) hidrojen peroksitle (H202)
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fare sinir hiicrelerinde olusturduklar1 oksidatif stres modelinde AST nin kaspaz-3 ve

-9 aktivitelerini istatistiksel olarak 6nemli 6l¢iide azalttigin1 bildirmislerdir (145).

Apoptotik yolag: tetikleyen proteinlerden PARP ve Cyt-C miktarlariin da
istatistiksel olarak onemli diizeyde azaldig: tespit edilmistir. Bu bulgular 1s18inda
yiiksek antioksidan potansiyeli sahip AST, bu &zelligi sayesinde kaspaz yolagini
diizenlemektedir. AST’nin kisa siireli etkinligi antiapoptotik oOzellik olarak da
neticelenebilecegini ortaya koymus olduk. Yaptigimiz g¢alismalarda ROT aracili

olarak meydana gelen hiicresel hasarin 6nemli diizeyde azaldigin1 gozlemledik.

AST ile inkiibasyon kaspaz-3 ve -9 aktivitesini onemli diizeyde azaltt1.
Bulgularimizi destekler nitelikteki ¢alismada, AST’ nin apoptotik proteinlerden
hiicresel Bax ve p38 diizeylerini 6nemli diizeyde azalttig1 ve hiicrelerin ATP’ ye

karst duyarliliklarini 6nemli diizeyde iyilestirdigi tespit edilmistir (145).

Yukarida yazdigimiz bilgilere ilave olarak, antioksidanlar hiicre biiylimesi,
sitotoksisite, muhtemel redoks sistemi diizenleyici ve kimyasal toksisiteyi iceren

transformasyon gibi diizenleyici gorevlere sahiptir (146).

Yaptigimiz ¢alisma sonucunda AST ile inkiibasyonun istatistiksel olarak LP
diizeylerinde anlamli azalmanin yani sira antioksidan enzimlerde GSH ve GSH-PX
diizeylerinde anlamli artmanin olmasi ROT diizeyleri ile orantili olarak karsimiza
cikmigtir. Bu sonuglar birbirlerini destekler niteliktedir. Lu ve ark. yetiskin rat
hipokampus (CA3) noronlarinda AST uygulayarak yapmis olduklar1 ¢calismada, LP
diizeylerinde anlamli azalma tespit ederlerken GSH ve GSH-Px diizeylerinde de

anlamli artma tespit etmeleri, bizim elde ettigimiz verilerle 6rtiismektedir (147).

Lu ve ark. ayrica kaspaz-3 ve cyt-c diizeylerinde de istatisksel 6nem arz eden
azalma tespit etmisler ve AST’ nin bu etkinligini antioksidan &zelliginden dolay1
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica, AST’ nin oksidatif hasara bagli olarak kaynaklanan
hiicre 6liimiind, hiicre zar1 biitinligiini koruyarak arttirdigini bildirmislerdir (147).
Yine Lu ve ark. yaptiklar1 ¢alismalarinda iskemi modeli ile olusturduklar1 oksidatif
stres modelinde AST ile yapilan 6n tedavi siirecinin ROT diizeylerini 6nemli

diizeyde azalttigini bildirmislerdir (148).
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Ghlissi ve ark. ratlarda yaptiklar1 ¢alismada kolistinin tetikledigi
nefrotoksisite modelinde AST’nin GSH diizeylerini artirarak etkinlik gosterdigini
bildirmiglerdir (149).

Gamma 1sinlart ile olusturulan bir bagka oksidatif stres modelinde ise yine
AST ile GSH-Px aktivitesinin istatistiksel olarak onemli diizeyde arttigi ve LP

diizeylerinin 6nemli diizeyde diistiigii tespit edilmistir (150).

Xuan ve ark. yaptiklar ¢caligmalarinda ratlardaki preeklamsi modelinde AST
ile yapilacak tedavinin giiclendirilmesinin LP diizeylerini O6nemli Olgiide

diistirdiigiinii tespit etmislerdir (151).

Ancak, Ozellikle antioksidan olarak AST’nin biyokimyasal gorevleri heniiz
tam olarak ortaya c¢ikarilmamistir. Calismamiz AST’nin ARPE-19 hiicrelerinde

koruyucu etkisini belirtmeye yoneliktir.

Elde ettigimiz kaynaklar degerlendirildiginde ARPE-19 hiicrelerinde
hidrokuinon ile deneysel olarak olusturulan oksidatif stres modelinde AST
uygulamalarinin  hiicre i¢i kalsiyum diizeyleri, oksidatif stres, kaspaz-3 ve-9
diizeyleri, apopotzis, mitokondriyal depolarizasyon ve reaktif oksijen iiriinleri
diizeyleri lizerine etkilerini degerlendiren bir ¢alismaya rastlanmadi. Calismamizin
sonucunda elde ettigimiz bulgular, HQ ile inkiibe edilen ARPE-19 hiicreleirnde
artmig oksidan iiriinler ve bozulmus (Ca*?)i diizeylerini ancak AST ile inkiibasyon
sonrasinda bozulan degerlerin diizeldigini gosterdi. Bu etkinligi nedeniyle AST,
oksidatif stresin neden oldugu ve birincil etken olarak da gosterildigi YBMD
tedavisinde kullanilabilir. Ancak, bu etkinligini ila¢ piyasasina doniistirmek ya da
daha etkin bir tedavi yontemi izlemek ic¢in detaylandirilmis g¢aligmalara ihtiyag

duyulabilir.
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OZET

Astaksantinin, ARPE-19 Hiicrelerinde Sigara Dumam Bilesenlerinden
Hidrokuinon ile Olusturulan Oksidatif Stres Modelinde Antioksidan
Parametreler (GSH, GSH-PX, MDA),

Ca*2 Sinyali ve Apoptosis Diizeyleri Uzerine Olan Etkisinin Arastirilmasi

Bu ¢alismanin amaci antioksidan bir molekiil olan astaksantinin (AST), sigara
icerisinde yiiksek oranda bulunan hidrokuinon (HQ) ile olusturulan oksidatif stres
modelinde ARPE-19 hiicreleri tiizerine koruyucu etkinligini, oksidatif stres
parametrelerinden MDA diizeyleri ile antioksidan molekiillerden GSH ve GSH-Px
diizeyleri inceleyerek ve hiicre igerisindeki Ca*? salinim miktar1 ve apoptotik yolagin
tetikleyicilerinden kaspaz ailesine ait proteinlerin tayini yapilarak, aragtirmaktir.

ARPE-19 hiicreleri; Kontrol, Astaksantin, Hidrokuinon, Astaksantin+
Hidrokuinon olmak iizere dort ana gruba ayrildi.

Lipid peroksidasyon (LP) (MDA) diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla HQ
grubunda istatistiksel olarak artig oldugu (p<0.05), AST ile HQ ve AST gruplarinda
ise onemli bir degisiklik olmadigi gézlemlendi (p<0.05).

GSH diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla AST grubunda istatiksel olarak
ararttig1 , HQ ve AST grubunda ise 6nemli diizeyde artis oldugu gézlendi (p<0.05).
ARPE-19 hiicreleri HQ ile inkiibe edildiginde kontrol grubuna kiyasla istatiksel
olarak azaldig1 gézlemlendi (p<0.05).

GSH-Px diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla AST ile HQ ve AST grubunda
istatistiksel olarak artis oldugu gozlendi (p<0.05). ARPE-19 hiicreleri HQ ile inkiibe
edildiginde kontrol grubuna kiyasla 6nemli bir degisiklik olmadigi gézlemlendi
(p<0.05).

Hiicre i¢i Ca™ salmim diizeylerinde astaksantin uygulamasinda kontrole
kiyasla herhangi bir degisiklik olmadigi belirlendi. Ancak hidrokuinon
uygulamasinin Ca*? salmimini hem kontrol grubuna hem de astaksantin grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttirdig1 belirlendi (p<0.05). Bu durum
astaksantin uygulamasi ile istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaltilmigtir
(p<0.001).

Mitokondriyal depolarizasyon ve ROT diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla
HQ grubunda istatistiksel olarak artis oldugu gozlendi (p<0.05). ARPE-19 hiicreleri
AST ile tek basina inkiibe edildiginde kontrol grubuna kiyasla ROT diizeylerinde
herhangi bir degisiklik gozlemlenmedi. HQ+AST ile inkiibasyonununda HQ grubuna
kiyasla istatistiksel olarak azaldig1 gézlemlendi (p<0.05).

Apoptozis diizeyleride yukarida yazilan sonuglara benzer 6zellik gostererek
HQ ile inkiibasyonun hiicre apoptozisini istatistiksel olarak Onemli diizeyde
arttidigin1 ve AST ile inkiibasyonun sonucunda apoptozis diizeylerinin istatistiksel
olarak 6nemli diizeyde azaldigin1 gosterdi.

Sonu¢ olarak bu calismada AST’ in ARPE-19 hiicrelerinde oksidatif stres
etkisi karsisinda koruyucu etkisinin oldugu gosterilmektedir. Bu 6zelligi nedeniyle
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AST, ilerlemis yasla birlikte =zayiflayan antioksidan savunma sistemini
giiclendirmede 6nemli etkinlige sahip olabilir.

Anahtar Kelimeler: ARPE-19 Hiicreleri, Astaksantin, Ca*? salinim mekanizmast,
Hidrokuinon, Oksidatif stres.
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ABSTRACT

Effects of Astaxanthin on Antioxidant Parameters (GSH, GSH-PXx,
MDA), Ca?* signaling and Apoptosis Levels in ARPE-19 cells on Cigarette
Smoke-Related Hydrokuinon Induced Oxidative Stress Model

In this study, the protective effect of Astaxanthin (AST) will be evaluated in
ARPE-19 cells exposed to hydrokuinon (HQ) found high amounts in cigarette.
MDA, GSH and GSH-Px levelswere also determined. In addition to this, intracelluler
calcium release levels and caspase-3 and -9 activities were determined.

ARPE-19 cells were divided into four groups as defined; Control,
Astaxanthin, Hydrokuinon, Astaxanthin+ Hydrokuinon.

Lipid peroxidation (LP) (MDA) levels; were significantly increased in HQ
group compared to control group (p<0.05). However, we did not determine any
statistical significant difference between AST and AST+HQ groups compared to the
control group (p<0.05)..

GSH levels were significantly increased in AST and AST+HQ groups
(p<0.05) when compared to control group. GSH levels were significantly decreased
in HQ group, when compared to control group (p<0.05).

GSH-Px activities were also increased in AST and AST+HQ groups when
compared to control group. However; HQ administraation significantly decreased
GSH-Px activities compared to control group (p<0.05).

Intracellular Ca?* release levels were also determined. We did not determine
any significant differences between AST and control group samples. However, we
determined that HQ administration significantly increased intracellular Ca?* release
(p<0.001). Moreover, AST administration regulated and decreased the intracellular
Ca2+ release after HQ administration.

Mitochondrial depolarization and ROS levels were significantly increased
after incubation with HQ compared to control group samples (p<0.05). AST
administration did not alter ROS levels. But, ROS levels were significantly decreased
in AST+HQ group compared to HQ group samples.

Apoptosis levels; statistically increased in HQ group, on the contrary
decreased in AST group.

In conclusion, we evaluated the protective effects of an antioxidant molecule
AST against HQ induced oxidative stress model in ARPE-19 cells. That’s why AST
is able to support reduced antioxidant defence system by age.

Keywords: ARPE-19 cells, Astaxanthin, Hydrokuinon, Intracellular Ca?* release,
Oxidative stress.
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