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GIRIS VE AMAC

Diyabetik retinopati, 20-74 yas arasi yetiskinler arasinda korliik vakalarinin en sik
gortilen nedenidir (1, 2). Tip 1 ve tip 2 diyabetli hastalarin, hastaliklarinin ilk 20 y1ili boyunca
%60’dan fazlasinda retinopati gelistigi bildirilmistir (2). 2020 yilinda diinya ¢apinda yaklagik
463 milyon kisinin diyabet hastasi oldugu tahmin edilmektedir ve bu sayinin 2030 y1ilina kadar
578 milyona, 2045 yilinda ise 700 milyona kadar yiikselmesi beklenmektedir (3). Diyabetik
retinopati; perisitlerin kaybi, endotel hiicrelerin proliferasyonu, endotel hiicrelerin arasindaki
siki baglanti noktalarnin  bozulmasi, bazal membran kalinlasmasi, damarlardaki
stvi/makromolekiil sizintis1 ve neovaskiilarizasyon ile iliskili olan mikrovaskiiler bir hastaliktir
(4, 5). Diyabetli hastalarda hiperglisemik ortama uzun siireli maruziyet sonucu retina
incelmeye, hasar gormeye ve distaki kan-retina bariyeri ise bozulmaya baslar (6). Optik
noropatinin edinsel toksik tiplerini ise diyabet ve adjuvant kemoterapi gibi etkiler icermektedir
(7). Kanser kemoterapi tedavisi ile meydana gelen bu okiiler toksisite ise géziin pek gok

anatomik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliginde 6nemli hasarlara neden olmaktadir (8).

Gemsitabin+5-Florourasil (GEM+5-Fu) kombine kemoterapi ilaglar1 bas-boyun,
kolorektal, meme, pankreas, safra, dahil olmak {izere ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisinde
kullanilmaktadir (9-15). 5-Florourasil, bir antimetabolittir ve urasilin analogu olarak hiicrelere
girer ve DNA hasarn ile birlikte sitotoksik etki gosterir (16-19). Gemsitabin ise, bir
antimetabolik sitotoksindir ve deoksisitidin analogu olarak riboz sekeri lizerindeki hidroksilin

yerini alir boylece hiicresel DNA sentezini inhibe eder (20-26).

Yapilan calismalarda, kemoterapi tedavisi alan hastalarda kemoterapi ajanlarinin

okdiler toksisiteyi ve oftalmolojik ¢esitli yan etkileri indiikledigi rapor edilmistir (27-30).
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Bu veriler 15181nda, bu yiiksek lisans tezi kapsaminda hem normal hem de diyabetik
ARPE-19 hiicrelerine uygulanan 5-Florourasil ve Gemsitabin kombinasyonunun retinal
pigment epitel hiicrelerinde hiicre canliligi, DNA hasari, oksidatif stres, apoptoz ve yara

iyilesmesi tizerine etkilerinin arastirilmasi ve karsilastirilmasi amaglandi.



GENEL BiLGILER

DIYABETIK RETINOPATI

Diyabetik Retinopati (DR), 20-74 yas arasi eriskinlerde diyabetin 6nemli bir
komplikasyonu olarak gérme kaybinin 6nde gelen nedenidir (31-33). 1990-2010 yillari arasinda
DR’nin dnlenebilir korliigiin ve orta ila siddetli gorme bozuklugunun en sik goriilen besinci
nedeni oldugu bildirilmistir (34). 2017 yilinda ise diinya ¢apinda yaklasik 425 milyon kisinin
diyabet hastas1 oldugu bildirilmis ve 2040 yilina kadar bu saymin 642 milyona ¢ikacagi
ongortlmistiir (35). Epidemiyolojik ¢alismalara gore, diyabet hastasi olan yaklasik ti¢ kisiden
birinde DR belirtileri olmakla birlikte bu diyabetik retinopatiler: siddetli proliferatif olmayan
DR veya proliferatif DR (PDR) olarak smiflandirilmistir (36, 37). Bunlara ilaveten diyabetik
retinopatili hastalarda goriilen bir diger komplikasyon diyabetik makiiler 5demdir (DMO) (38).
Proliferatif diyabetik retinopati, 6zellikle tip 1 diyabetli hastalarda gérmeyi en sik tehdit eden
lezyondur. Bununla birlikte, DMO diyabetli hastalarin yasadigi gérme kaybmin en énemli
nedenidir (39).

Diyabetli hastalarda uzun siireli hiperglisemik ortam retinada incelmeye ve distaki kan-
retina bariyerinin bozulmasina neden olmaktadir. Retina metabolik olarak oldukca aktif bir
doku oldugundan retinal pigment epitel hiicrelerinde bulunan glukoz ve monokarboksilat
tastyicilart gérme fonksiyonu i¢in 6nemlidir. Buna ilaveten retinoidlerin kan dolasimindan
retinaya, retinal pigment epitel hiicreleri ile taginimi1 normal gérme fonksiyonu igin temel olarak
kabul edilmektedir. Bu taginimlar retinal pigment epitel hiicrelerinin apikal kisminda yerlesmis
olan Na*-K*-ATPaz tarafindan yapilmaktadir (6). Bu nedenle kan-retina bariyeri normal gérme

fonksiyonunun devami i¢in énem tagimaktadir. Retinanin dis tabakasinda yerlesmis olan ve
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fotoreseptdr hiicrelerinin onarimini ve rejenerasyonunu saglayan retinal pigment epitel
hiicrelerinde meydana gelen hiicre kaybi retinal dejenerasyona ve korliige neden olabilmektedir

(40, 41).

Diyabette devam eden yiiksek sirkiilasyonlu glikoz, yasam boyu siiren bu hastalikta
birgok akut (ve tekrarlanan) ve uzun siireli kiimiilatif degisiklikler yoluyla retinaya zarar
verebilir (Sekil 1). Retinanin kilcal damarlari, kan-retina bariyerini korumaktan sorumlu olan
endotelyal hiicrelerle kaplidir ve buna ek olarak damarlara dayaniklilik saglamaya yardimci
olan esit sayida perisit ile desteklenmekle birlikte diyabette endotelyal hiicrelerin perisitlere
oraninin 4:1 olarak degistigi bildirilmistir (42). Buna ilaveten, siirekli yiiksek glikoza maruziyet
retinanin kan damarlarindaki sizintilarini 6nleyen siki baglanti noktalarina zarar verir. Bu
durum damarlardan sivinin veya kanin retinaya sizmasina ve bdylece retinanin sismesine neden
olur (43). Progresif disfonksiyon nedeniyle, kilcal damarlar normalden daha erken 6liir ve bunu

takiben neovaskiilarizasyon olusumu sonrasi retina yirtilmasina ve korliigi takip edilebilen

iskemiye yol agar (44).
Hiperglisemi
Hiicresel Metabolizmada Sabit Makromolekiillerde
Tekrarlayan Akut Degisiklikler 7 Kiimiilatif Degisiklikler

N/

Doku Hasan

Sekil 1. Diyabette, glikozun dolasima devam etmesi, doku hasarina neden olabilecek
bir¢ok akut ve uzun siireli kiimiilatif degisiklik nedeniyle retinaya zarar verebilir. Baz1
akut hasarlar, yasam boyu bu hastahkta bircok kez tekrarlandiginda, sabit

makromolekiillerde kiimiilatif degisikliklere neden olabilir (45)
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Diyabetik Retinopati icin Risk Faktorleri

Diyabetik retinopati ve diyabetik makiiler 6dem bir¢cok yaygin risk faktoriini
paylasmaktadir (46). Bunlar;

Degistirilemez risk faktorleri: diyabet siiresi, ergenlik ve hamilelik

Diyabet stiresi: Tip 1 diyabetli hemen hemen tiim hastalarin, hastaliga maruz
kalma siireleri yeterince uzunsa bir dereceye kadar retinopati gelistirdigi
bildirilmistir (47, 48). Bununla birlikte, hem tip 1 hem de tip 2 diyabette yapilan
bir¢ok ¢alisma, hastalik siiresinin DR i¢in 6nemli bir risk faktorii oldugunu
bildirmistir (49-51).

Ergenlik ve hamilelik: Ergenlik, tip 1 diyabette DR icin bilinen bir risk
faktoriidiir. Buna ek olarak, ergenlik baslangicindan sonraki diyabet siiresinin,
diyabetik retinopati gelisimi ile anlamli derecede iligkili oldugu bildirilmistir
(52). DR ve DMO, &zellikle tip 1 diyabetli hastalarda hamilelik sirasinda hizla
ilerleyebilmektedir fakat bu ilerleme genellikle gegicidir ve dogum sonrasi

donemde hizli bir sekilde geriler (39).
Degistirilebilir risk faktorleri: hiperglisemi, hipertansiyon, dislipidemi

Hiperglisemi: Hiperglisemi, DR ve DMO igin en énemli risk faktdrlerinden
biridir. Glisemi diizeyi ile retinopati belirtilerinin siklig1 arasinda anlamli bir
iligki oldugu ve gliseminin kontroliiniin retinopati gelisme ve ilerleme riskini
azalttig1 bildirilmistir (53-55).

Hipertansiyon: Coklu epidemiyolojik ¢alismalarda hipertansiyon, DR ve DMO
i¢in bir risk faktorii olarak tanimlanmustir (56, 57). Tip 2 diyabetli hastalarda kan
basinci kontroliiniin mikrovaskiiler hastalik riskini %37, DR'nin ilerleme oranini
%34 ve goriis keskinliginin bozulma riskini %47 oraninda azalttig1 bildirilmistir
(58).

Dislipidemi: Diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) kolesterol ile DR insidansi
arasinda bir iliski oldugu bildirilmekle birlikte DR veya DMO’de, tek bir tip lipit
Olgltimii bulunamadigi bildirilmistir (51, 59, 60).

Diyabetik Retinopati Patogenezi ve Bazi1 Mekanizmalar

Diyabet, retina igindeki metabolitlerde bozulma, biiylime faktorleri, enflamatuar

molekiiller ve adezyon molekiilleri de dahil olmak iizere bir dizi aract molekiiliin tiretim seklini
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degistirir. Bu durum da artan kan akisi, artan kilcal gecirgenlik, degisen apoptoz ve son olarak
artan anjiyogenez ile sonuglanir. Retinadaki diyabet kaynakli metabolik degisiklikler ve DR
patofizyolojisine dahil olan bir dizi molekiilii ve yolagi indiikleyen basamaklar Sekil 2’de

verilmistir (61).

Diyabet

BiiyiimeFaktiirﬁ Hipertansiyon Hiperglisemi Hiperlipidemi Hormonlar

IR

IGSU Heksozamin PARP PKC Polyol

b\’ Oksidatif Stres {/

Norovaskiiler Hasar

Diyabetik Retinopati

Sekil 2. Diyabetik retinopatide diyabet kaynakh norovaskiiler hasar icin genel 6zellikler
(61) (IGSU: 1leri glikasyon son iiriinleri, PARP: Poli (ADP-riboz) polimeraz, PKC:
Protein Kinaz C)

Hiperglisemi

Hiperglisemi, genellikle ¢esitli metabolik yolaklarin aktivasyonuyla DR ile iligkili retina
hasarinin anahtar baslaticisi olarak kabul edilir. Hiicrelerdeki yiiksek glikoz, protein kinaz C
(PKC), polyol, poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) ve heksozamin yolaklarinin aktivasyonunu
ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) iiretimini artirabilir (Sekil 3). Ayrica, yiiksek glikoz
enzimatik olmayan glikozilasyonu arttirir bu da yiiksek seviyede ileri glikasyon son {iriinlerine
(IGSU) yol agar. Hipergliseminin oksidatif stresin artmasi, apoptoz, enflamatuar yanit ve
anjiyogenezin tesvik edilmesi gibi bir dizi olaya sebep oldugu ve bodylece diyabetik retinaya

zarar vererek DR’ye yol agtig1 bildirmistir (45, 62, 63). Buna ek olarak, retinal pigment epitel
6



hiicrelerinin hiperglisemiye bagli apoptozunun, diyabetik retinopatinin ilerlemesinde rol

oynadigi diistiniilmektedir (64).

Ileri glikasyon son iiriinleri (IGSU): Glikozun toksik etkilerine aracilik eden hiicresel
metabolizmanin bir yolu da IGSU'lerin iiretimidir. IGSU'ler, metilglioksal ve glioksal gibi
giiclii glikator dikarbonil bilesiklerinden iiretilir ve proteinlerin amino gruplarinda, lipidlerde
ve DNA’da; glikoz ile enzimatik olmayan glikasyonu igeren birka¢ kompleks yolak
olusturabilirler (65). Bu reaksiyonlar sadece proteinlerin yapisint ve fonksiyonunu
degistirmekle kalmaz, ayn1 zamanda molekiil i¢i ve molekiiller arasi ¢apraz bag olusumuna da
neden olur. Diyabette, retinanin mikrovaskiilerinde IGSU ve reseptérii R-IGSU birikimi artar
(66). Retinopatinin ilerleyen asamalarinda, IGSU'ler geri déniisiimsiiz olarak olusur ve retinal
kilcal damar hiicrelerinde birikir. Ayrica, niikleer transkripsiyonel faktér, NF-kB'nin
aktivasyonuna yol acan ve hiicrelere daha fazla zarar veren IGSU yolag1 yoluyla daha fazla
ROT iiretildigi varsayilmaktadir (67). IGSU'ler retinal vaskiiler hiicrelerde nitrosatif stresi
arttirir buda NF-kP ve kaspaz-3'iin aktivasyonu vasitasiyla retinal kilcal damar hiicrelerinin
apoptozuna yol agan bir dizi olay1 baslatir (68). Proteinlerin nitrasyonu, mitokondriyal ve
sitosolik proteinleri inaktive edebilir bdylece proteinlerin diizenlenmesini ve fonksiyonlarini
bozarak apoptozu arttirir, sonugta patolojik olarak hiicresel bilesenlerin hasar gérmesine yol
acar (69).

Heksozamin: Heksozamin biyosentez yolagi, hiicredeki yiiksek glikoz ve siiperoksit
konsantrasyonlarinin bazi toksik etkilerine aracilik edebilecek baska bir yoldur (70). Cesitli
sitoplazmik membran ve niikleer aktivitelere sahip c¢ok fonksiyonlu bir protein olan
gliseraldehid-3-fosfat dehidrojenazin (GAPDH) inhibisyonu, ROT tarafindan tiim glikolitik
metabolitlerin, transkripsiyon faktorleri de dahil olmak {izere, translasyon sonras1 modifikasyon
icin kullanilan bir substrat olan UDP-N-asetil glukozamini iireten heksozamin yolagina
sapmasina neden olur (71). Buna ek olarak GAPDH'nin inhibisyonu, hiicre i¢i IGSU 6nciisii
metilglioksali aktive ederek IGSU yolagini aktive edebilir (72). Buna ek olarak, GAPDH
dogrudan glikasyon ve nitrasyon yoluyla modifiye edilebilir. Ayrica mangan bagimli siiperoksit
dismutazin (MnSOD) asir1 ekspresyonu, GAPDH aktivasyonunu azaltir.

PARP (Poli (ADP-riboz) polimeraz): Poli (ADP-riboz) polimerazlar (PARP'lar), ADP-
ribozun hedef proteinlere transferini katalize etme yetenegini paylasan ilgili enzimler ailesidir
(73). Peroksizom proliferator ile etkinlestirilen reseptor PPARa, PPARB ve PPARy olmak
tizere 3 alt tiir tanimlanmistir (74). Protein PPARY, diyabetik hayvanlarin retinalarinda aktive

oldugu saptanan ve DNA kirilmalari ile oksidatif stresi siddetlendiren niikleer bir enzimdir.
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PARP aktivasyonu, NAD" substratini tiiketir, glikolizi ve mitokondriyal fonksiyonu yavaslatir
ve sonugta hiicre Oliimiine yol acar. PARP, diyabetik retinada endotel ve noronal
disfonksiyonun patogenezinde rol oynayan, reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini tetikleyen PKC
yolagina, heksozamin yolagia ve IGSU olusumunun aktivasyonuna bagli hiperglisemi akisini
arttirir (75). Oksidatif stres, PARP'1 aktive eden ve sonugta NF-kf3 aktivasyonunu gii¢clendiren
genlerin ekspresyonunun artmasina neden olur (71).

PKC yolagi: PKC'nin aktivasyonu, diyabetik retinopatinin patogenezinde yer alan ana
bir yol olarak kabul edilmektedir (76). Yiiksek glikoz seviyesi, ROT salinimini ve diagilgliserol
(DAG) sentezini arttirarak PKC'nin aktivitesini arttirir  (77). Aktif PKC ise damar
gecirgenliginin ve kan akiginin artmasini, hormonlarin ve biiyiime faktorii reseptoriiniin geri
doniisiimiinlin degisimini, neovaskiilarizasyonun uyarilmasini, endotel proliferasyonunu ve
apoptozunu igeren diyabetik retinopatinin gesitli karakteristik degisikliklerini saglayabilir,
ayrica VEGF (vaskiiler endotel biiylime faktorii), IGF-1 (insiilin benzeri biiytiime faktorii-1) ve
TGF- B (doniistiirticii biiytime faktorii B) gibi gesitli faktorlerin etkisini de diizenleyebilir (78).
Buna ilaveten oksidatif stres ve PKC'nin birbiriyle iliskili oldugu ve PKC'nin ROT aracili
diyabetik komplikasyonlarda roliiniin oldugu bildirilmistir (79).

Bir anjiyogenez indiikleyicisi olan VEGF proliferatif ve proliferatif olmayan diyabetik
retinopatilerin aracis1 ve baslaticisi olarak, diyabetik retinopatide énemli bir rol oynar (80).
VEGF'nin retinal ekspresyonu ROT ile yiikselir (81) ve VEGF, PKC ve polyol yolag: gibi
retinopatinin geligimi i¢in 6nemli olan diger metabolik yolaklarla da etkilesime girebilir (82).

IGF-1, artmis proliferasyon, kemotaksi ve anjiyogenez dahil olmak iizere endotelyal
hiicreler lizerinde dogrudan mitojenik etkilere sahip olabilir ve PKC'nin aktivasyonu yoluyla
retina mikrovaskiilerinde endotelyal hiicrelere glikoz taginmasini uyarabilir, buna ilaveten
VEGF'nin ekspresyonunu ve aktivitesini modiile edebilir (83). Ayrica IGF-1'in PKC yolagi
yoluyla oksidatif stres ile modiile edilmesi miimkiindiir (84).

Polyol yolagi: Diyabetik retinopatide hiperglisemiye bagli metabolik bozulmalardan
biri polyol yolagidir. Polyol yolagi, glikozun sorbitole doniistiiriiliirken aldoz rediiktaz
tarafindan katalize edilen bir reaksiyonudur. Sorbitol daha sonra sorbitol dehidrojenaz
tarafindan fruktoz olusturmak iizere oksitlenir. Diyabette artan polyol yolagi oksidatif stresi
arttirabilir. Bunun nedeni, aldoz rediiktazin NADPH gerektirmesidir ve artan polyol yolagi
aktivitesinin, NADPH i¢in glutatyon rediiktaz ile rekabet ederek, NADPH'yi tiikettigi
varsayilir. Bu olay, hiicre i¢i antioksidan olan, GSH’in (glutatyon) yenilenmesi igin

NADPH'nin kullanilabilme durumunu azaltabilir (85).



Enflamasyon

Enflamasyon, I6kositlerin alimi ve aktivasyonu gibi gesitli fonksiyonel ve molekiiler
aracilari igeren yaralanmaya spesifik olmayan bir yanittir. Enflamasyona 6zgii olan molekiilerin
ve fonksiyonel degisikliklerin ¢ogu, diyabetik hayvanlardan veya insanlardan gelen retinalarda
ve buna ek olarak diyabetik kosullar altindaki retina hiicrelerinde tespit edilmistir (86, 87).

Retinal kilcal damarlarda artmis retinal 16kostaz, DR gelisimine yol agan vaskiiler
hasarla iliskilidir (88).

Ileri glikasyon son iiriinleri, PKC, polyoller ve oksidatif stres dahil olmak iizere
diyabetin neden oldugu ¢esitli metabolik faktorler, NF-k ve niikleer reseptdr siiper ailesinin
diger tiyeleri gibi proenflamatuar aracilar aktive ederek proinflamatuar sitokinler, kemokinler
ve diger enflamatuar arac1 proteinleri serbest birakir (Sekil 3). interlokin-1p (IL-1p), TNF-a ve
interlokin-6 (IL-6) gibi proenflamatuar sitokinlerin, PDR hastalarinin vitréziinde anlamli
sekilde daha yiiksek oldugu ve PDR'ye yol agan retinal patogenezdeki rolleri bildirilmistir (89-
91). Diyabetik retinada artan IL-1p, TNF-a ve IL-6 seviyesi, kan-retina bariyerinin yikimu,
retinal 16kostaz ve apoptoz DR ile iliskilidir (92, 93).
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Sekil 3. Diyabetik retinopatide oksidatif stres aracili metabolizma. Hiperglisemiye
bagh oksidatif stres, yiiksek glikoz ile diyabetik komplikasyonlarin gelismesinde
onemli olan bir baglanti olarak kabul edilir. Retinopatinin gelisiminde diyabetin
neden oldugu c¢esitli anormallikler oksidatif stresten etkilenir ve birbirleriyle

iliskili oldugu diisiiniiliir (45)

RETINA VE RETINAL PIGMENT EPITELYUM (RPE)

Anatomik olarak, retinal pigment epitelyumu (RPE), noral retina ve koroid
arasinda yer alan noroektodermal kaynakli, tek tabakali, kan-retina bariyerinin bir
kismin1 olusturan pigmentli hiicrelerdir. Ayrica retinanin yapisal ve islevsel
biitiinliigiiniin korunmasina da yardimci olur. RPE, goz ile dolasim maddelerinin
birbiriyle olan kontrolsiiz etkilesiminin 6nlenmesi adina dis kan-retina bariyerini (Bruch
membranin yonlendigi tarafa, koryokapillarise dogru) olusturur. RPE’nin olusturdugu
i¢c kan-retina bariyeri ise apikal tarafa, noral retinaya (fotoreseptor dis segmentlerine)
bakar (Sekil 4).

Pigmentli bir hiicre tabakasi olarak RPE, retinadaki lens araciligi ile 151k
enerjisini sogurur. RPE, iyonlari, suyu ve metabolik son iiriinleri subretinal bosluktan
kana tasirken; glikoz dahil olmak {iizere retinol, yag asitleri gibi besinlerini de kandan
alir ve bu besinleri fotoreseptorlere vererek onlar1 besler. Olgunlasmis RPE’de
gergeklesen olaylarin bir kismi s6yle siralanabilir (94, 95);

e Isigin sogurulmasi ve foto-oksidasyona karsi koruma

e Noral retina (apikal taraf) ile koryokapillaris (bazal taraf) arasindaki besin

maddelerinin, iyonlarin ve suyun diizenlenmesi

e  Subretinal bosluktaki iyonlarin dengesinin saglanmasi

e  Gorsel dongiiniin saglanmasi (fotoreseptorler ve RPE arasinda 11-cis retinal

ve tiim-trans-retinal degisimi)

e Hasara ugramis fotoreseptdrlerin dig segmentlerinin fagositozu

e Biiylime faktorlerinin salinimi

Fotoreseptorlerin 151k tarafindan uyarilmasi halinde sodyum iyonu hiicre
igerisine girer ve potasyum iyonu ise hiicre disina ¢ikar. Subretinal bosluk icerisindeki
sodyum-potasyum iyon konsantrasyonlar1 arasinda yapilan bu degisiklikler RPE
tarafindan diizenlenmektedir. RPE, fotoreseptdr hiicrelerinden retinal geri doniisiim

olaym1 gergeklestirir ve bu olay gorsel dongiliniin devamliligi i¢in gereklidir. Isik
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tarafindan uyarilmis fotoreseptorler foton emiliminden sonra olusan tiim-trans-retinali
tekrar 11-cis-retinal haline getiremez. RPE’de tiim-trans-retinali, 11-cis-retinal'e
yeniden izomerlenir ve buradan fotoreseptorlere geri taginir. Bu siire¢ retinanin gorsel
dongiisii olarak bilinir. Ayrica apikal tarafta bulunan membranin voltaja baglh sekilde
iyonlar1 iletmesi, RPE'in fotoreseptor uyarilabilirliginin korunmasi i¢in gerekli olan
subretinal boslukta bulunan iyon konsantrasyonunun stabilize olmasini saglar. Buna ek
olarak, metabolik olarak aktif olan fotoreseptorler 15181n etkisi altinda dis segment
membranlarini yenilerler. Dis segmentleri oksitlenmis, hasar gérmiis fotoreseptorler ile
dolmus olan bu membranlar, RPE aracilig1 ile geri kazanilmak {izere fagosite edilir.
Isiga duyarli olan bu dis segmentler fotoreseptorlerin tabanindan yeniden olusturulmak
icin fotoreseptorlere geri gonderilir. Buna ilaveten, RPE, koryokapillaris ve
fotoreseptorlerin  yapisal biitiinliigiinii  korumaya yardimci olan ¢esitli biiylime
faktorlerini (PDGF, FGF, PEDF gibi) salgilayabilir. Ayrica, RPE'nin salg1 aktivitesi,
immiinosiipresif faktorleri salgilayarak goziin bagisiklik ayricaligini belirlemede 6nemli
bir rol oynar. Bu basamaklar RPE’nin gorsel islevi igin gereklidir. Bu fonksiyonlardan
herhangi birinin basarisiz olmasi, retinanin bozulmasina, gorsel fonksiyon kaybina ve

boylece korliige yol agabilir (95).

Proliferatif diyabetik retinopati (PDR), diyabetik makiiler 6dem (DMO) ve yasa
bagli makiiler dejenerasyon (YBMD) gibi retina hastaliklarinda RPE'in fizyolojik
fonksiyonlarinda bozulma oldugu goriilmektedir. Diyabetik retinopati patogenezinde, i¢
kan-retina bariyerinin degisen gecirgenligi, perisit kaybi, retinal kapiller okliizyon,
bazal membran kalinlagmasi ve ndronal retina anormalliklerinin oldugu bilinmektedir.
Buna ilaveten, endotel hiicreleri ve RPE tarafindan korunan i¢ ve dis kan-retina

bariyerleri degisikliklere ugrayarak pato-fizyolojik 6deme neden olmaktadir (96, 97).
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Sekil 4. Memeli retinasinin basitlestirilmis gorseli (98)

KAN-RETINA BARIYERI VE RETINA PIGMENT EPITELYUMU

I¢ ve dis kan-retina bariyeri olmak iizere iki kisma ayrilan kan-retina bariyeri,
kan dolasimi ve retina arasindaki molekiiler sirkiilasyonu diizenler (99). I¢ kan-retina
bariyeri, birbirine siki baglantilarla bagli sekilde tek sirali vaskiiler endotel
hiicrelerinden olusur. Bu endotel hiicrelere bitisik sekilde ise glial hiicreler, miiller
hiicreleri, perisitler ve farklilagmis néronlar bulunur (100, 101). D1s kan-retina bariyeri
ise noronal retinay1 koroidde bulunan kilcal damarlardan ayiran, tek sirali retina pigment
epitelyumundan olusur (102, 103).

Kan-retina bariyerini olusturan vaskiiler endotel ve retina pigment epitel
hiicreleri arasinda sik1 baglantilar (tight-junctions) vardir (Sekil 5). Bu baglantilar diisiik
gecirgenlige sahip bir mikrogevre olustururlar (104). Buna ek olarak, retina endotel
hiicreleri diger endotel hiicrelere gore daha az vezikiil tasinimi gergeklestirir ve boylece
retinay1 ¢evreleyen sivi miktart sinirlandirilmis olur (104, 105). Ayrica, kan-retina
bariyeri; okiiler vaskiiler tabaka ve retinal dokular arasindaki sivilar1 ve molekiiler
hareketi diizenleyerek makromolekiillerin ve diger potansiyel olarak zararli olabilecek

ajanlarin retinaya sizmasini 6nler (106).
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Sekil 5. Retinal pigment epitelyum hiicresinde sik1 baglanti noktalar: ve dis kan-

retina bariyeri (107)

I¢ kan-retina bariyeri, birbirine komsu olan retinal endotelyal hiicreler arasindaki
siki baglantilar (zonula okludens) tarafindan olusturulur (108). Bariyerin baslica
yapisini olusturan bu araliksiz endotelyal hiicre tabakasi; astrositler ve miiller hiicreleri
tarafindan kaplanmis bir bazal laminaya dayanir. Ayrica, endotelyal hiicrelere yakin
olacak sekilde bazal laminada perisitler de bulunmaktadir ancak perisitler araliksiz bir
tabaka olusturmadigindan dolay1 bariyerin difiizyon karakterine katkida bulunmazlar.
Astrositler, miiller hiicreleri ve perisitlerin, retinal ndronal sirkiilasyonun
mikrogevresindeki degisiklikleri gosteren endotel hiicrelerine diizenleyici sinyaller
ileterek retinal endotelyal hiicrelerin ve i¢ kan-retina bariyerinin aktivitesini etkiledigi
diistiniilmektedir (106).

Dis kan-retina bariyeri, birbirine komsu olan retina pigment epitelyal hiicreleri
arasindaki siki baglantilar (zonula okludens) tarafindan olusturulur (109). RPE, bitisik
lateral hiicre duvarlar1 arasindaki sik1 baglantilar tarafindan uglarina dogru yanal olarak
birlestirilen tek bir RPE hiicresi tabakasindan olusur. Bruch membranina dayanan RPE,
noral retinay1 koryokapillaristen ayirir ve besin maddelerinin kandan fotoreseptorlere
ulagimini diizenlemenin yani sira atik iiriinleri ortadan kaldirmada ve retina adezyonunu

korumada temel bir rol oynar.
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Hem i¢ hem de dis kan-retina bariyerindeki siki baglanti noktalari, kan ile retina
arasindaki sivilarin ve molekiillerin paraselliiler hareketini kisitlar. Buna ek olarak,
endotelyal hiicreler ve RPE hiicreleri, igeriye ve disartya dogru olan hareketleri aktif
olarak diizenler (106).

Baglanti Proteinleri

Endotelyal hiicreler arasinda baglanti proteinleri bulunmaktadir ve bu proteinler
zonula okludens ve zonula adherens olarak adlandirilmaktadir. Zonula okludens
baglantilar1; secici gecirgen olmakla birlikte, lipidlerin (yaglarin) ve proteinlerin
sizmasini engellemektedir. Bu sekilde bu iki boliim arasinda kimyasal bir gradiyent
olusmaktadir. Kan-retina bariyerindeki endotel hiicreler arasindaki zonula okludensi;
klaudin, okludin ve zonula okludens proteinleri (ZO-1, ZO-2, ZO-3) olusturmaktadir.
Zonula adherens adini alan hiicreler arasi tutunma (yapigsma) baglantilarinda ise
kaderinler 6nemlidir ve zonula adherens proteini olarak VE-kaderinler endotel hiicreleri

arasinda bulunurlar (Sekil 6) (110).
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Sekil 6. Kan-retina bariyerinde paraselliiler tasima ve siki baglanti proteinleri

(111)

Siki1 baglantilar iki ana fonksiyonda gorev alirlar. Bu fonksiyonlardan biri

molekiillerin paraselliiler bosluktan gecisini sinirlandiran gegit fonksiyonu, digeri ise

14



apikal ve bazolateral (bazal) plazma zar1 arasindaki proteinlerin ve lipidlerin hareketini
engelleyerek hiicre polaritesini saglayan engel fonksiyonudur (112, 113). Buna ek
olarak, hiicrenin proliferasyonu, gen ekspresyonu ve farklilagmasi gibi gesitli hiicre

sinyalizasyon islemlerinde sik1 baglantilarin rolleri tanimlanmistir (114, 115).
MIiTOKONDRIYAL APOPTOZ VE OKSIDATIF STRES
Diyabetik Kosullar Altinda Oksidatif Stres

Normal fizyolojik sartlar altinda, elektron tasima zincirine giren oksijenin
yaklasik %0,1 ila %5'1 bir reaktif oksijen tiirti (ROT) olan siiperoksite indirgenir ve geri
kalan oksijen ise metabolik siireglerde kullanilir. ROT, sitokrom P450, NAD(P)H
oksidaz(lar) ve nitrik oksit sentazlar dahil olmak iizere mitokondriyal elektron tagima
zinciri disindaki diger kaynaklardan da iretilebilir (116). ROT, normal hiicresel
fonksiyonlarin devamliligina destek vermek icin tiim hiicrelerde siirekli olarak {iretilir.
Buna ek olarak, endojen veya ekzojen kaynakli yiiksek seviyedeki ROT {iretimi veya
ROT'un etkin bir sekilde siipiiriilmemesi patolojik durumlara neden olabilir. Normal
oksidatif metabolizma sirasinda tretilen ROT, antioksidan sistem ile ortadan kaldirilir
ancak ROT iiretimi ile siipliriilmesi arasinda olusan dengesizlik, yiiksek seviyede
molekiiler oksijen veya reaktif oksijen tiirlerinin artis1 ile oksidatif strese neden olur.
Kronik oksidatif stres DNA, lipitler, proteinler ve karbonhidratlar gibi biyolojik
makromolekiillerin zarar gormesi ile hiicresel homeostazda bozulma ve klinik olarak
pek ¢ok hastaligin gelisimiyle sonuglanir (117). Diyabetin sonuglarindan biri de yiiksek
seviyedeki oksidatif strestir ve diyabetik komplikasyonlarin patogenezinde dnemli bir
rol oynar (118). Diyabette oksidatif strese neden olabilecek muhtemel kaynaklar
arasinda, glikozun oto-oksidasyonu, redoks tepkimesindeki dengesizlikler, GSH ve E
vitamini gibi diisik molekiill agirligina sahip antioksidanlarin dokulardaki
konsantrasyonlarinda azalma ve siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz gibi antioksidan

savunma enzimlerinin aktivitelerindeki bozulma bulunabilir (119, 120).
Diyabetik Retinopatide Oksidatif Stres

Retina, ¢oklu doymamis yag asitleri igerigine sahiptir ve diger dokulara gore en
yiiksek oksijen alimi ve glikoz oksidasyonuna sahiptir. Bu durum retinay1 oksidatif
strese karsi daha duyarli hale getirir (121). Oksidatif stres, daha fazla ROT iiretimini

artirarak makromolekiillerde bir hasar dongiisii olusturmanin yani sira, diyabetik
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retinopatinin gelisimine neden olabilecek diger metabolik yolaklar1 da aktive eder.
Bunlar arasinda polyol yolagi (122), ileri glikasyon son iiriinii yolagi (72), protein kinaz-
C yolag1 (76), hekzosamin biyosentez yolagi (70), VEGF (123) ve insiilin benzeri
biiytime faktorii-1 (IGF-1) (83) ekspresyonundaki degisiklikler yer alir. Bu yolaklarin
bircogu oksidatif strese aracilik ederek oksidatif stresle doku hasarini daha da artiran

diger yolaklarla baglant1 kurabilir (45).

Hayvan c¢aligmalari, oksidatif stresin yalnizca diyabetik retinopatinin gelisimine
katkida bulunmakla kalmadigini ayni zamanda siki glisemik kontrol yeniden
baglatildiktan sonra retinopatinin geri doniis siirecine de katkida bulundugunu

gostermistir (124).

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin yiiksek seviyelerdeki varligi ile
stiptiriilmesi arasindaki dengesizligi temsil ettiginden dolayr hiicrenin antioksidan
savunma sistemi, bir hiicrenin yasadig1 genel oksidatif stresin 6nemli bir pargasidir.
Diyabette, serbest radikalleri atmaktan ve redoks homeostazinin korunmasindan
sorumlu olan siiperoksit dismutaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz, katalaz
gibi antioksidan savunma enzimlerinin aktiviteleri azalir (120). Diyabetik retinada,
hiicre i¢i antioksidan seviyelerinin azalmasi (125) ile retinanin metabolizmasindan
sorumlu olan enzimler tehlikeye atilir (126). Antioksidan savunma enzimlerinin yani
sira, redoks homeostazinin diizenlenmesi i¢in biyolojik olarak mevcut olan C vitamini,
E vitamini ve B-karoten gibi enzimatik olmayan antioksidanlar da hiperglisemiye bagl

oksidatif stres sirasinda baskilanir (127).

Diyabette metabolik anormalliklere neden olan oksidatif stresin hem tip 1 hem
de tip 2 diyabet icin DR patogeneziyle iliskili en yaygin mekanizma oldugu
bilinmektedir. Hiicre ici ROT konsantrasyonlarindaki artig, DR patogenezinde yer alan
cesitli mekanizmalarin aktivasyonuyla sonuglanir. Ozellikle, glisemi normallestikten

sonra bile oksidatif stresin neden oldugu hasar veya islev bozuklugu devam etmektedir
(128).

Oksidatif Stres ve Mitokondri Disfonksiyonu

Hiperglisemi maruziyeti siiresince mitokondriyal membran boyunca gerilim
gradientinde bir artis meydana gelerek glikoz oksidasyonu artar. Gerilim gradientinde

kritik olan bir esik degerine ulasildiginda, elektron tasima sisteminde bulunan kompleks

16



[T igindeki elektron tasinimi engellenir. Bdylece elektronlar koenzim Q’da birikir ve bu
elektronlar daha fazla siiperoksit olusturulmasi i¢in molekiiler oksijene verilir (129).
Hiperglisemiye bagli olarak mitokondriyal elektron tasima zincirinde tiretilen yiiksek
miktardaki siiperoksitin, GAPDH aktivitesini inhibe ederek hiperglisemik hasar
olusturacak ana yollar: etkinlestirdigi diistiniilmektedir. Buna ek olarak, glukoz kaynakli
stiperoksit artiginin mitokondriyal DNA’da mutasyonlara neden olarak elektron tagima

komplekslerinde hasarli alt birimlere yol a¢tig1 diistintilmektedir (130, 131).

Mitokondride ROT kaynakl1 islev bozukluklarindan biri de antioksidan savunma
sistemlerinin bastirilmasiyla retina hiicrelerinin oksidatif strese kars1 duyarliliginin artis
gostermesidir. Bu duyarliligin sebebi ise reaktif oksijen tiirlerinin etkin bir sekilde
stiptiriilememesidir. ROT un neden oldugu bir diger islev bozuklugu ise; mitokondriyal
lipid zarina ROT tarafindan verilen hasarin organelin gecirgenligini arttirmasi ve
mitokondriyal membranin permeabilizasyonunun modiilasyonudur (132). Buna ek
olarak, i¢ mitokondriyal membran boslugundan sitokrom C’nin sitoplazmaya salinmasi
ve sitosolden mitokondriye Bax’in translokasyonu, diyabetik retinada ve kilcal damar

hiicrelerinde hiicre apoptozunu arttirabilir (133).
Oksidatif Stres ve Mitokondriyal Apoptoz

Diyabetik retinopatide retinal hiicrelerin apoptozu bilinen bir olgudur. Retinal
kapiller hiicreler diyabet komplikasyonu ile olusan herhangi bir histopatolojik
degisiklikten once hizli bir apoptoz gegirirler (134, 135). Perisitlerin ve endotelyal
hiicrelerin yiiksek glikoza maruz birakilmasiyla oksidatif streste, kaspaz-3’iin
aktivasyonunda ve kapiller hiicrelerin oliimiine yol agan diger transkripsiyon

faktorlerinde artis oldugu bildirilmistir (119, 136, 137).

Apoptozun histolojik kaniti1 olarak, 3 hafta boyunca yiiksek glikozda kiiltiirlenen
s1gir retinal hiicrelerinin pro-apoptotik Bax ekspresyon seviyelerinin, normale kiyasla 2
kat fazla ¢iktigr bildirilmistir (138). Oksidatif stresle aktive edilen kaspazlarin retina
hiicrelerinin 6liimii ile ilgili oldugu gosterilmistir. Diyabetik sigan retinasinda kaspaz-
3’lin aktivasyonunun normal si¢an retinasindaki kaspaz-3 aktivasyonuna gore %50 daha
fazla oldugu, diyabette artmis oksidatif stresin retinal kaspaz-3 aktivasyonunda ve

retinal hiicrelerin apoptozunda rol oynadigi bildirilmistir (136).
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Oksidatif stresin apoptozu artirabilecegi birgok karmasik mekanizma; membran
lipit peroksidasyonundaki artisi, hiicresel fonksiyonlar i¢in gerekli makromolekiillerin
oksidatif hasarini, sinyal iletimindeki degisiklikleri ve gen ekspresyonunu igerir (139,
140). ROT, GSH’nin azalmasi ve ATP miktarin diisiilmesi ile dolayl olarak hiicresel
redoks potansiyelini degistirerek apoptozu indiikleyebilir (141). ROT salinimi
mitokondriyal por gegirgenligini arttirir, bu da sitokrom C’nin ve retinal mitokondrideki
diger pro-apoptotik faktorlerin salinmasini tetikler (133, 142, 143). ROT kaynakli
mitokondriyal disfonksiyon, sitokrom C'nin salinimina bagli olarak, DNA'nin
pargalanmasindan sorumlu kaspaz-3'i aktive ederek bir dizi olay1 baslatan kaspaz-9’un

aktivasyonu ile sonuglanabilir (144).

5-FLOROURASIL (5-FU) ve ETKi MEKANIZMASI

5-Florourasil ¢ok cesitli kati tiimorlerin tedavisini amaclayan terapétik bir pirimidin
analogudur. Ek olarak, kolon, gogilis, bas ve boyun dahil olmak iizere pek ¢ok kanserin
tedavisinde kullanilmaktadir (145). Bir floropirimidin tiirevi olarak 5-Fu, 1957 yilinda urasilin
rat hepatom (hepatoselliiler karsinom) hiicreleri tarafindan normal intestinal hiicrelerine gore
daha etkin ve hizli kullanildiginin belirlenmesi ile, urasil metabolizmasinin antimetabolit kanser
tedavisinde hedef olabilecegi diisliniilerek sentezlenmistir. Antimetabolit ilaglarin genel
calisma prensibi, temel biyosentetik siiregleri inhibe etmek ya da DNA/RNA gibi
makromolekiillere dahil olarak onlarin normal islevlerini engellemektir. 5-Fu ise bu iki ¢alisma
prensibine de sahiptir. 5-Fu, DNA/RNA’da bulunan pirimidin molekiillerine benzer sekilde
heterosiklik aromatik bir organik bilesiktir (146). 5-Fu, urasil pirimidininin 5’inci karbonunda
yer alan hidrojen atomu yerine bir flor atomu bulundurur (Sekil 7) ve urasil ile ayni tagima

mekanizmasini kullanarak hiicreye girer (18).
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Sekil 7. Urasil, 5-florourasil ve 5-floro-2’-deoksiiiridinin yapisi (145)

5-Fu, hiicresel alim ve metabolik aktivasyon sonucunda sitotoksik etki gosterebilir
(145). 5-Fu, hem kolaylagtirllmamis difiizyon ile hemde piirin ve pirimidin bazlarmin tagima

sistemi olan kolaylastirilmig difiizyon ile hiicrelere kolayca girer (18, 19).
5-Florourasilin Hiicre ici Metabolizmasi

5-Florourasil’in yapisinda, urasilin analogu olarak, C-5 pozisyonundaki hidrojen atomu
yerine bir flor atomu bulunmaktadir ve urasil ile ayn1 hiicre giris mekanizmasina sahiptir (18).
5-Fu’nun deoksiriboniikleosid ve riboniikleosid metabolitleri olan 5-floro-2-deoksiiiridin
(FdUrd) ve 5-floroiiridin (FUrd) kolaylastirilmis niikleosid tasima sistemi ile hiicrelere girer ve
ardindan bu metabolitler cesitli yollardan sitotoksik etki gosterebilmek igin anabolizme
ugrarlar. Timidin fosforilazin (TP) trombosit kaynakli endotel hiicre biiyiime faktoriine
homolog oldugu bilinmektedir ve 5-Fu’nun tersinir olarak FdUrd metabolitine doniistimiinii
katalizler (19). Timidin kinaz (TK), deoksiriboz halkasinin 5. karbonuna bir fosfat ekleyerek 5-
floro-2-deoksiiiridin - monofosfati (FAUMP) olusturur. Timidilat sentaz (TS), 5,10
metilentetrahidrofolat (CH.THF) ile deoksiiiridin monofosfattan (dUMP) deoksitimidin
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monofosfatin (dTMP) de novo liretimi i¢in gerekli indirgeyici metilasyonu katalizler (147, 148)
(Sekil 8).

5-Fu hiicre i¢inde florodeoksitiridin monofosfat (FAUMP) -FdUrd metabolitinden koken
alir-, florodeoksiiiridin trifosfat (FAUTP) -FdUrd metabolitinden koken alir- ve floroiiridin
trifosfat (FUTP) -FUrd metabolitinden koken alir- olarak cesitli aktif metabolitlere
donistirilir (149).

5-FU

DPD

DHFU

DHFU|<-{DPD}-|5-FU FUDR

¥ |PRPP
UP| [OPRT]

TS
£ inhibis
FUR —-—

Sekil 8. 5-Florourasilin hiicre i¢i metabolizmasinin sematik gosterimi (17)

5-Fu’nun hiicre i¢indeki aktivasyonun ana mekanizmasindaki floroiiridin monofosfat
(FUMP) metabolitine doniisiim ya fosforibozil pirofosfat (PRPP) kofaktoriiniin kullanilmast ile
fosforibozil transferaz (OPRT) tarafindan dogrudan gerceklestirilir ya da iiridin fosforilaz (UP)
ve iiridin kinazin (UK) ardisik etkisi ile floroiiridin (FUR) tarafindan dogrudan gerceklestirilir.
FUMP ise floroiiridin difosfata (FUDP) fosforile edilir ayrica daha sonra aktif metabolit olan
florotiridin trifosfata (FUTP) fosforile edilebilir veya riboniikleotit rediiktaz (RR) ile
florodeoksiiiridin difosfata (FAUDP) doniistiiriiliir.
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Buna ek olarak, FAUDP ise sirasiyla FAUTP ve FAUMP aktif metabolitlerini tiretmek
icin fosforile veya defosforile edilebilir. Alternatif bir aktivasyon yolu olarak 5-Fu'nun, timidin
fosforilaz tarafindan katalizlenen florodeoksiiiridine (FUDR) doéniisiimiiniin ardindan timidin
kinaz tarafindan FAUMP'ye fosforile edilir.

5-Fu'nun dihidropirimidin dehidrojenaz (DPD) aracili sekilde dihidroflorourasile
(DHFU) doniisiimii ise normal ve tiimor hiicrelerinde 5-Fu katabolizmasinin hiz sinirlayici bir
basamagidir. Uygulama yapilan 5-Fu'nun %80 kadar1 ise karacigerde DPD tarafindan

pargalanir (17).
GEMSITABIN (GEM) ve ETKI MEKANIZMASI

Gemsitabin  (2°,2’-diflorodeoksisitidin, dFdC) DNA sentezini inhibe eden
deoksisitidinin bir analogu olarak (24) klinik onkolojide en yaygin kullanilan ilaglar arasinda
bulunmaktadir (25). Buna ek olarak gemsitabin, iki flor atomunun riboz sekeri tizerindeki
hidroksilin yerini aldig: bir sitidin analogudur (25) (Sekil 9). Gemsitabin 6zellikle pankreas
adenokarsinomunda olmak tizere (150, 151), meme, yumurtalik, mesane ve kiigiik hiicreli

akciger kanseri gibi ¢esitli kati timorlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilir (152, 153).

NH, NH,
NZ | NZ |
o)\w o)\u
HOH,C 0 HOH,C O
LH LF
OH H OH F
Deoksisitidin Gemsitabin (dFdC)

Sekil 9. Deoksisitidinin ve gemsitabinin yapis1 (154)

Gemsitabinin ana etkisi, hiicresel DNA sentezinin inhibisyonudur (26). Hiicresel
aliminin ardindan gemsitabin aktif metabolitleri olan gemsitabin difosfat (dFdCDP) ve
gemsitabin trifosfat (dFdCTP) tiirevlerine deoksisitin kinaz (dCK) enzimi ile fosforile edilir.
Gemsitabin difosfat, DNA’nin sentezi ve onarimi igin gerekli riboniikleositlerin

deoksintikleosid trifosfatlara (ANTP) doniisiimiinden iiretiminden sorumlu olan riboniikleotid

rediiktazi (RR) inhibe eder (155, 156). Hiicresel deoksiniikleotitlerdeki (6zellikle dCTP)
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azalma, DNA'ya dahil olmak i¢in dCTP ile rekabet halinde olan gemsitabin trifosfati
destekler. Hiicresel dCTP'deki bu azalma, gemsitabin niikleotidinin DNA'ya daha fazla dahil
olmasini sagladig1 gibi ayn1 zamanda kendi kendini giiclendiren 6nemli bir mekanizmadir
(156). Gemsitabin trifosfat ise, DNA zincirine dahil olduktan sonra zincire bir deoksiniikleotit
daha eklenir ve DNA polimerazin ilerlemesi durur (buna maskeli zincir sonlandirma adi
verilir) (26) boylece DNA zincirindeki uzama baskilanarak DNA’nin par¢alanmasina ve
hiicre 6liimiine neden olur (24). Ayrica, gemsitabin riboniikleotit rediiktaz1 (RR) baskilayarak
hiicresel dNTP havuzlarin1 azaltir boylece dolayli olarak DNA sentezini inhibe eder. Ek
olarak, gemsitabin ile tedavi edilmis olan hiicrelerde parcalarin gogunlugu 50 kb olmak {izere
5 ila 500 kb arasinda degisen biiyiik boyutlu ¢ift zincirli DNA fragmanlar1 ve niikleozomal
boyutlu DNA fragmanlar1 olmak tizere iki tip DNA fragmani belirlenmistir (26).

Gemsitabinin Hiicre i¢i Metabolizmasi

Gemsitabin, viicuda verildikten ve kanser hiicresi tarafindan alindiktan sonra etkisini
gostermek igin hiicresel alimi ve hiicre i¢i fosforilasyonu gerektiren bir 6n ilagtir (157).
Gemsitabin, sitotoksik etkisini temel olarak aktif dFACTP formunda DNA zincirine dahil
olarak DNA sentezinin inhibisyonu yoluyla gosterir. Gemsitabinin klirensi ¢ogunlukla,
sitidin deaminaz (CDA) tarafindan primer metaboliti olan 2 ’, 2'-difloro-deoksiiiridine (dFdU)
hizlica ¢evrilerek etkisiz hale getirilmesiyle saglanir. CDA, hem plazmada hem de

karacigerde yiiksek oranda eksprese edilir (158).

Uygulama yapildiktan sonra gemsitabin, hidrofilik yapisindan dolayr difiizyonla
zardan kolayca ge¢cmez ve zar niikleosid tasiyicilari tarafindan hiicrelere tasinir (159).
Hiicresel alimin ardindan gemsitabin (dFdC), deoksisitidin kinaz (dCK) ile gemsitabin
monofosfata (dFACMP) fosforile edilir (157). Gemsitabin monofosfat (dFdCMP) ise
sirasiyla riboniikleotit rediiktazi (RR) ve DNA sentezini inhibe eden aktif difosfat (dFACDP)
ve trifosfat (dFACTP) metabolitlerine fosforile edilir (160) (Sekil 10).
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Sekil 10. Gemsitabin (dFdC) ve etki mekanizmalar1 (CDA (sitidin deaminaz), dCK
(deoksisitidin kinaz), NMPK (niikleosid monofosfat kinaz), NDPK (niikleotit difosfat
kinaz), hENT1 (insan dengeleyici niikleosid tasiyici-1), hCNT3 (insan konsantrik
niikleosit tasiyici-3)) (25).

Gemsitabin difosfat (dFACDP) ve gemsitabin trifosfat (dFdCTP) olusumunun ve
aktivitesinin in vivo dinamikleri karmasik bir siiregtir. dFdCDP, riboniikleotit rediiktazi (RR)
inhibe ederek deoksiniikleosid trifosfatlarin hiicresel havuzunun tilkenmesine neden olur ve
de novo DNA sentez yolunu bloke eder (22). dFdCTP ise DNA'ya dahil edilmesinin ardindan
“maskeli DNA zinciri sonlandirma™ adi verilen bir siiregte, 3'5’'-eksoniikleaz aktivitesi ile
DNA onarimint dnleyen bir veya daha fazla deoksiniikleotit eklenir (161). Bu siireg, S-fazina
0zgl sekilde hiicre dongiisiiniin durmasina ve programlanmis hiicre 6liimiine neden olur.

Ayrica, dFACTP, RNA'ya dahil edilir bdylece RNA sentezini inhibe eder (162).

Gemsitabinin hiicre zar1 boyunca taginmasi, hiicre plazma zarinda bulunan ¢oklu aktif
niikleosit tastyicilar1 (NT'ler) yoluyla gergeklesir (159). Insan niikleosit tastyicilari (hNT'ler),
ya sodyum-bagimli (konsantre) tip (CNT) ya da sodyum-bagimsiz (dengeleyici) tip (ENT)
tagiyicilardir (163). Her iki tip tasiyict da gemsitabinin hiicresel aliminda rol oynar (164).
Gemsitabin 6zellikle hENT1 ve hCNT3 i¢in substrattir (159, 164). Gemsitabin aliminin
coguna hENT]1 aracilik eder ve hENT1 eksikligi olan hiicreler aslinda bu niikleosid analoguna

kars1 oldukga direnglidir (159).
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GEREC VE YONTEMLER

Bu caligma Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Laboratuvarlari’nda gergeklestirildi. Caligsma siiresince kullanilan cihazlar, markalar1 ve mensei

Tablo 1’de ve kullanilan sarf ve diger malzemeler, markalar1 ve mensei Tablo 2’de verildi.
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Tablo 1. Calismada kullanilan cihazlar, markalari ve mensei

Kullanilan Cihazlar

Malzeme Marka Ulke
Biyogiivenlik Kabini Heraeus Almanya
Karbondioksitli inkiibator Heraeus Almanya
Santrifiij Centurion Scientific Ingiltere
Invert Mikroskop Nikon Japonya
Otomatik Pipet Seti Gilson Fransa
Dijital Pipetor Thermo Fisher Scientific ABD
Mikroplate Okuyucu Thermo Fisher Scientific ABD
Sogutmali santrifiij Hettich Almanya
Nanodrop Optizen Giiney Kore
PCR Cihazi Applied Biosystems ABD
Gergek Zamanli PCR Cihazi Applied Biosystems ABD
Gelismis Vorteks Karistirict WiseMix Gliney Kore
Karistirict Blok Bioer Cin
Elektronik tart1 A&D Company Japonya
4°C Buzdolabi Vestel Tiirkiye
-20°C Derin Dondurucu Vestel Tiirkiye
-80°C Derin Dondurucu Wisd Giiney Kore
Distile- Ultra Saf Su Cihaz1 Tka ABD

Tali® Sitometre Invitrogen ABD
Tissue Lyser LT Qiagen Almanya
Blotlama cihazi Invitrogen ABD

Gii¢ kaynag1 Cleaver Ingiltere
Gorilintiileme sistemi Dnr Bioimaging Systems  Israil

UV transilluminator Vilber Lourmat Giiney Kore
TALI® Image Based Cytometer  Invitrogen ABD
Floresan mikroskop ZEISS Observer Z1 ABD
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Tablo 2. Calismada kullanilan sarf ve diger malzemeler, markalar: ve mensei

Kullamlan Sarf ve Diger Malzemeler

Malzeme Marka Ulke
DMEM Gibco ABD
%0.25 Tripsin EDTA Gibco ABD
Penisilin/Streptomisin Diagnovum Almanya
Fetal Sigir Serum Gibco ABD
D-Glikoz Sigma ABD
Etanol Merck ABD
Gemsitabin Kogak Farma Tiirkiye
5-Florourasil Kogak Farma Tiirkiye
MTT Biomatik Kanada
Dimetil Stilfoksit Merck ABD
PBS Tablet Life Technologies ABD
Dnase/Rnase Igermeyen Su Life Technologies ABD
25-75 cm?’lik Hiicre Kiiltiir Kabi Nest ABD
24-96 Kuyucuklu Hiicre Kiiltiir Kab1 Nest ABD
384 Kuyucuklu PCR Reaksiyon Plakast Life Technologies ABD
Serolojik Pipet Nest ABD
Kriyojenik Vial Nest ABD
0,2 ml PCR Strip Tipleri Thermo Fisher Scientific ABD
15-50 mI’lik Flakon Tiipler Nest ABD
1.5 ve 2 mI’lik Tiipler Eppendorf Almanya
RNA izolasyon Kiti Life Technologies ABD
cDNA Revers Transkripsiyon Kiti Life Technologies ABD
Genomik DNA Mini Kit Invitrogen ABD
SYBR Green Master Mix Life Technologies ABD
AmpliTagq Gold PCR Master Mix Thermo Fisher Scientific ABD
Western Blot Kiti Life Technologies ABD
DNA Ladder Thermo Fisher Scientific ABD
Tali® Apoptozis Kiti Life Technologies ABD
NucBlue® Live ReadyProbes® Reaktifi Thermo Fisher Scientific ABD
Akridin Oranj Sigma ABD
Etidyum Bromiir Vivantis Malezya
CM-H,DCFDA (Genel Oksidatif Stres Thermo Fisher Scientific ABD
Gostergest)

Steril Eldiven Broche Tiirkiye
Cam malzemeler Lamtek Tiirkiye




GERECLER
Hiicre Hatt1

Bu calisma Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda

bulunan Hiicre Kiiltiirii, Molekiiler Genetik ve Goriintiileme laboratuvarlarinda yiiriitiildii.

Calismada Amerikan Tip Kiiltir Koleksiyonundan (ATCC) temin edilen insan g6z
retinal pigment epitel ARPE-19 (ATCC ® CRL-2302 ™) hiicre hatt1 kullanild: (Sekil 11).
ARPE-19, 1986 yilinda 19 yasindaki bir erkegin saglikli gozlerinden Amy Aotaki-Keen

tarafindan tiiretilmis bir retina pigment epiteli (RPE) hiicre hattidir.

NN
-.—*

Sekil 11. Normal (A) ve diyabetik (B) ARPE-19 insan goz hiicrelerinin invert 151k
mikroskobu altindaki goriintiisii (20X biiyiitme ile)

Hiicre Besi Yeri

ARPE-19 hiicre hatt1 i¢in normal ve yiiksek glikoz icerikli olmak iizere iki farkli besi
yeri hazirlandi. Normal glikoz (1g/L, 5,5 mM) icerikli besiyeri (Gibco® DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium), ABD); %7 Fetal Sigir Serum (FBS) (Gibco®, ABD) ve %1
Penisilin/Streptomisin (Diagnovum, Almanya) antibiyotik karisimi i¢erecek sekilde hazirlandi.

Yiiksek glikoz igerikli besiyeri ise 3151g/L, 17.5 mM DMEM/Ham’s F-12 besiyeri
igerisine 25 mM olacak sekilde glikoz eklenerek hazirlandi. Yiiksek glikoz igeren bu besiyerine
%7 FBS ve %1 Penisilin/Streptomisin antibiyotik karigimi eklendi. Hazirlanan besiyerleri
kontaminasyon riskini en aza indirmek i¢in 50 ml hacminde falkon tiiplere boliindii ve 4°C

sicaklikta dolapta saklandi.
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Normal ARPE-19 hiicreleri 5,5 mM normal glikoz i¢eren besiyerinde, diyabetik ARPE-

19 hiicreleri ise 25 mM yliksek glikoz igeren besiyerinde 5 kez pasajlanmasinin ardindan

uygulama yapilmaya bagland.

YONTEMLER
Hiicrelerin Kiiltiire Alinmasi, Pasajlanmasi ve Dondurulmasi

Hiicreler donmus olarak tedarik edildi ve donmus haldeki hiicreler kiiltiire alinarak

calismalara baglandi.

Donmus olarak tedarik edilen hiicrelerin kiiltiire alinmast;

1)
2)

3)

4)
5)

6)

Donmus haldeki hiicreler oda sicakliginda ¢ozdiiriildii.

Kullanilacak flask igerisine 6nceden etiivde 37°C sicakliga getirilmis uygun besiyeri
eklendi.

Cozililmiis olan hiicreler, igerisinde besiyeri olan flasklara ekildi ve tiim flask ylizeyine
esit sekilde dagilmasi saglandi.

Hiicre ekimi yapilan flasklar 37°C’de %35 COz2 igeren steril inkiibatorde inkiibe edildi.
Hiicreler birkag saat sonra flask yiizeyine tutundugunda dondurulma islemi igin
kullanilan dimetil siilfoksitin (DMSQO) uzaklastirilmasi igin besiyeri degistirildi.
Ardindan flasklar 37°C’de %5 COz igeren steril inkiibatdrde inkiibe edilmeye devam
edildi.

Kiiltiire alinan hiicreler belirli bir yogunluga ulasip flask yiizeyini kapladiginda pasajlama

islemi gergeklestirildi.

Kiilttire alinan hiicrelerin pasajlanmasi;

1)

2)

3)

4)

Yeterli yogunluktaki hiicrelerin lizerindeki besiyeri uzaklastirilarak tizerine bir miktar
PBS (fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) eklenerek yikandi.

Ardindan PBS uzaklastirildi ve 37°C’de olan Tripsin-EDTA ile flask yiizeyine
tutunmus olan hiicrelerin, 37°C’de %5 CO: igeren steril inkiibatorde birka¢ dakika
beklenerek flask ylizeyinden ayrilmasi saglandi.

Flask ylizeyinden ayrilan hiicreler santrifiij edilmek iizere serolojik pipet ile 15 ml’lik
falkon tiiplere alind1.

Hiicre-tripsin siispansiyonu 1.250 rpm’de 1,5 dakika santrifiij edildi.
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5) Hiicre pelleti izerindeki tripsin uzaklastirildi ve pellet {izerine bir miktar uygun besiyeri
eklendikten sonra ¢alkalandi.

6) Birbiri icinde karisan hiicre ve besiyeri karisiminin igerisinden bir miktar alinarak yeni
bir 15 ml’lik falkon tiipe aktarildi. Bir onceki kiiltiirden daha az yogunlukta olmasi
istenen bu hiicrelerin alindig1 yeni falkon tiipe bir miktar uygun besiyeri eklendi ve
falkon tiip alt tist edildi.

7) Falkon tiipii igerisindeki hiicre-besiyeri karisimi yeni bir flaska ekildi ve invert 151k

mikroskobunda yogunlugu kontrol edildi.

Uygulama sonrast saklanmak istenen hiicreler donduruldu. Flask igerisinde kiiltiire
edilmis hiicrelerin dondurulmast;

1) Yeterli yogunluktaki hiicrelerin lizerindeki besiyeri uzaklastirilarak tizerine bir miktar
PBS eklenerek yikandi.

2) Ardindan PBS uzaklastirildi ve 6nceden 37°C sicakliga getirilmis olan Tripsin-EDTA
ile flask ylizeyine tutunmus olan hiicrelerin, 37°C’de %5 CO igeren steril inkiibatorde
birkac dakika beklenerek, flask yiizeyinden ayrilmasi saglandi.

3) Flask yiizeyinden ayrilan hiicreler santrifiij edilmek tizere serolojik pipet ile 15 ml’lik
falkon tiiplere alind1.

4) Hiicre-tripsin siispansiyonu 1.250 rpm’de 1,5 dakika santrifiij edildi.

5) Hiicre pelleti tizerindeki tripsin uzaklastirildi ve pellet lizerine %10 DMSO igeren uygun
besiyeri eklendikten sonra ¢alkalandi.

6) Bu hiicre-besiyeri-%10 DMSO karisim1 2 ml’lik kriyojenik viallere boliinerek -80°C’de
saklanmaya uygun hale getirildi.

Ila¢ Doz Belirleme Calismalari

Gemsitabin+5-Fu kombine tedavisi kolorektal, pankreas, safra, meme, bas ve boyun
dahil olmak {izere c¢esitli kanser tiirlerinde kullanilmaktadir (165). Yapilan literatiir
aragtirmalaria gore cerrahi miidahale yapilamayan veya metastatik safra yolu/safra kesesi
karsinomu, ileri/metastatik pankreas adenokarsinom hastalarinda uygulanan GEM+5-Fu
dozunun GEM 1000 mg/m? ve 5-Fu 600 mg/m? oldugu belirlenmistir (166, 167). Calismamizda
literatiir arastirmalar1 sonucunda belirlenen doz in vitro hiicre kiiltiiri ortaminda simiile edilerek

uygulandi.
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In Vitro Hiicre Kiiltiirii I¢in Kemoterapi Ilaclarinin Dozlarinin Hesaplanmasi;

Sitotoksik kemoterapi, terapotik ve toksik etkilerde 6nemli degiskenlik ile karakterize
edilmektedir. Bu degiskenligi azaltmak igin ¢ogu kemoterapi dozu hastanin viicut
ylizey alanina (VYA) gore kisisellestirilerek hesaplanir (168). Viicut ylizey alan1 kemoterapi
tedavilerinde sitotoksik ilaclarin dozunun belirlenmesinde en sik kullanilan 6l¢ii olmay1

stirdiirmektedir (168, 169).

Sparreboom ve Verweij (170) yaptiklari galismada, Avrupa Kanser Arastirma ve Tedavi
Orgiitii (EORTC) veri tabaninda 1990'dan 1998'e kadar 3000 kanser hastas1 iizerinden elde
edilen verilere gore belirlenen, bir insanin ortalama viicut yiizey alanin1 1,73 m? olarak
varsaymiglardir. Sacco ve ark. (171) yaptigi ¢alismada ise bas, boyun, yumurtalik, akciger,
pankreas, meme ve kolorektal kanserleri nedeniyle kemoterapi alan toplam 3613 hastanin
ortalama viicut yiizey alanmi; erkekler icin 1,91 m? ve kadmlar i¢in 1,71 m? olarak

hesaplamiglardir.

Bu calismada, insan VYA ortalamasi 1,7 m? kabul edildi ve kemoterapi ajanlarmnin
uygulama dozlar1 g6z 6niine alinarak insan ortalama kan hacmine (6 L) boliinmesiyle bulunan
degerler ARPE-19 hiicre hattina hiicre kiiltiirii ortaminda uygulandi. Hiicre kiiltiir ortami i¢in

kemoterapi dozlar1 agagidaki sekilde hesaplandi;

Gemsitabin 1000 mg/m? ve 5-Fu 600 mg/m? ve insan ortalama VYA’s1 1,7 m? olacak
sekilde; 1,7 m?ye denk diisen ilag miligram1 hesaplandiginda GEM igin 1700 mg; 5-Fu icin
1020 mg bulundu. Bulunan her bir ilag miligram degeri insan ortalama kan hacmi olan 6000
mL (6 L) ’ye boliinerek, ilacin bir insan kanindaki miktar1 mg/ml cinsinden degeri GEM ig¢in;

0,283 mg/L ve 5-Fu igin; 0,17 mg/L olarak bulundu.

Gemsitabin ve 5-Fu molekiil agirliklart sirasi ile 263,198 g/mol ve 130,077 g/mol’diir.
Gemsitabin (Kogak Farma, Tiirkiye) ve 5-Fu (Kogak Farma, Tiirkiye) flakon konsantrasyonu
sirastyla 1000 mg/25 ml ve 1000 mg/20 ml’dir. Buna gore, GEM ve 5-Fu flakon mM’1 sirast
ile; 151,97 mM ve 384,3 mM’dir. insan kanimin igerdigi 0,283 mg/L GEM 1070 pM iken 0,17
mg 5-Fu ise 1300 uM’dur.

Hesaplanan dozlara ek olarak ilaglarin plazma tepe noktalar1 da g6z 6niine alinarak ilag¢
dozlari revize edildi. Buna ek olarak, plazma tepe noktasi, 5-Fu infiizyonunda 1 mM’dir (165).
Hesaplanan 5-Fu dozu bu aralikta oldugundan in vitro hiicre kiiltiirii ortaminda kemoterapi

dozunu yansitacaktir.
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Plazma tepe noktasi, GEM infiizyonunda mg/m?’ ye gore degisim gostermekte olup, baz
alinan kemoterapi dozu (1000 mg/m?) GEM igin 32 uM olarak bildirilmistir (25). Buna gore;
1,7 m? alinan insan VYA ortalamasina 1000 mg/m? cinsinden GEM’in plazma tepe noktasi 54,4
uM olacaktir. Hesaplanan GEM dozu in vitro hiicre kiiltiirii ortaminda kemoterapi dozunu

yansitacaktir.
5-Florourasil Stok ve Uygulama Dozlarimin Hazirlanmasi

Sivi halde tedarik edilen 5-Florourasil (Kog¢ak Farma, Tiirkiye) (Sekil 12) oda
sicakliginda saklandi. Stok soliisyonlari hazirlamak i¢in ¢oziicti olarak 3650 pL H20’ya 1350
uL 5-Fu (Flakon; 1000mg/20ml) eklenerek 5 ml’lik 104 mM’lik bir ara stok hazirlandi. Bu ara
stoktan son konsantrasyon 26 mM olacak sekilde seyrelme faktorleri de goz oniine alinarak 26

mM’lik bir 5-Fu ana stok soliisyonu hazirlandi.

Kombine olarak uygulanacak olan 5-Fu ve GEM uygulama sirasinda ve birbiri
icerisinde seyreleceginden ana stok ilk dozun 20 kati fazla hazirlandi. Hiicrelere 1300 uM, 650
uM, 325 uM, 162,50 pM, 81,25 uM, 40,62 uM, 20,31 uM, 10,15 uM ve 5,08 uM
konsantrasyonlarda olacak sekilde 5-Fu, GEM ile kombine olarak uygulandi.

Sekil 12. 5-Florourasilin kimyasal yapisi (Sigma)

Gemsitabin (GEM) Stok ve Uygulama Dozlarimin Hazirlanmasi

Toz halde tedarik edilen GEM (Sekil 13) (Kogak Farma, Tiirkiye) ¢oziicii flakonu ile
karistirildiktan sonra oda sicakliginda saklandi. Stok soliisyonlar1 hazirlamak i¢in ¢ziicti olarak
2180 pL H2O’ya 2820 uL GEM (Flakon; 1000mg/25ml) eklenerek Sml’lik 85,6 mM’lik bir ara
stok hazirlandi. Bu ara stoktan son konsantrasyonu 1088 pM olacak sekilde seyrelme faktorleri

de goz Oniine alinarak 1088 uM’lik bir GEM ana stok soliisyonu hazirlandi.
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Kombine olarak uygulanacak olan 5-Fu ve GEM uygulama sirasinda ve birbiri
icerisinde seyreleceginden ana stok ilk dozun 20 kati fazla hazirlandi. Hiicrelere 54,4 uM, 27,2
uM, 13,6 uM, 6,8 uM, 3,4 uM, 1,7 uM, 0,85 uM, 0,42 uM ve 0,21 uM konsantrasyonlarda
olacak sekilde GEM, 5-Fu ile kombine olarak uygulandi.

NH2

HO « HCI
o C

OH F

Sekil 13. Gemsitabinin kimyasal yapis1 (Sigma)

MTT Hiicre Canhlik Testi

MTT hiicre canliligi testi i¢in hiicreler 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarina ekildi ve

ila¢ uygulamasi yapildi.

Hiicrelerin flask yiizeyinden tripsinize edilerek ayrilmasi ve 96 kuyucuklu hiicre kiiltiiri

plakalarma ekimi soyledir;

1) Yeterli yogunluktaki hiicrelerin lizerindeki besiyeri uzaklastirilarak tizerine bir miktar
PBS eklendi.

2) Ardindan PBS uzaklastirildi ve 6nceden 37°C sicakliga getirilmis olan Tripsin-EDTA
ile flask ylizeyine tutunmus olan hiicrelerin, 37°C’de %5 COz2 igeren steril inkiibatorde
birka¢ dakika beklenerek, flask yiizeyinden ayrilmasi saglandi.

3) Flask yiizeyinden ayrilan hiicreler santrifiij edilmek tlizere serolojik pipet ile 15 ml’lik
falkon tiiplere alindi.

4) Hiicre-tripsin siispansiyonu 1.250 rpm’de 1,5 dakika santrifiij edildi.

5) Hiicre pelleti tizerindeki tripsin uzaklastirildi ve pellet tizerine bir miktar uygun besiyeri
eklendikten sonra ¢alkalandi.

6) Hiicre-besiyeri karisimi rezervuara alinarak ¢oklu pipet (12°1i) ile 96 kuyucuklu hiicre

kiiltirl plakalarmin her bir kuyucuguna ~10.000 hiicre gelecek sekilde 90 pL ekildi.
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7) Hicrelerin plaka yiizeyine yapismasi ig¢in 24 saat beklendi ardindan 5-Fu ve GEM
kombinasyonunun her uygulama dozu alt1 kuyucuga gelecek sekilde kombine olarak 10
uL uygulandi.

8) Kontrol grubuna ise yalnizca ¢oziicii madde uygulamasi yapildi.

9) Uygulamadan sonra 24 ve 48 saat siire ile inkiibasyona birakilan hiicrelerin canlilik
oranlar1 belirlendi.

10) MTT  hiicre canliik  testi igin MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide) maddesi PBS igerisinde 5 mg/ml olacak sekilde
hazirland.

11) Uygulamadan 24 ve 48 saat sonra 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarinin her bir
kuyucuguna ¢oklu pipet (12°li) ile 10 L MTT soliisyonu pipetlendi.

12) MTT soliisyonunun canli hiicrelerin mitokondrilerinde metabolize olmasi i¢in plakalar
temel hiicre kiiltiirii kosullarinda 2 saat inkiibasyona birakildi.

13) Inkiibasyon sonunda besiyeri-MTT soliisyonu karisimu hiicre kiiltiirii plakalaridan
cekilerek uzaklastirildi.

14) Canl1 hiicreler tarafindan metabolize edilen MTT nin ¢dziinerek goriiniir hale gelmesi
i¢in kuyucuklara 100 ul DMSO pipetlendi ve 1 saat beklendi.

15) Ardindan absorbanslar 492 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu (Thermo Multiskan
GO) ile belirlendi.

MTT testi ile hiicre sagkalim analizlerinin yapilmasinin ardindan kontrol grubundan elde

edilen canlilik degeri %100 kabul edilerek karsilastirmali olarak hiicre sagkalim-6liim orani

belirlendi ve %100 toplam deger iizerinden sonuglar hesaplandi. Konsantrasyonlar ve 6lim

oranlar1 baz alinarak SPSS 18 yazilimi ile Log10 tabaninda logaritmik probit analizi yapildi.

Boylece molekiillerin tek tek ve karigimlarinin olusturduklari ICsg konsantrasyonlari belirlendi.

RNA izolasyonu

MTT hiicre canlilig1 testi ile ilag dozlar1 belirlendikten sonra hiicreler T25 hiicre kiiltiirii

flasklarma ekildi. Tlag uygulamasi yapilan hiicrelerden 48 saatlik uygulama siiresinin sonunda

Ambion® RNA Kiti (Life Technologies) kullanilarak RNA izolasyonu yapildi.

RNA izolasyon kiti protokoliine gore izolasyon asagidaki sekilde yapilds;

1) %1 (2)-merkaptoetanol igeren taze lizis tamponu hazirlandu.
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

T25 flask igerisindeki besiyeri uzaklagtirilarak her bir flaskin igerisine 300 pL
lizis tamponu eklendi ve yarim saat beklendi.

Lizis olan hiicreler flasklarindan toplanarak 1:1 oraninda %70’lik etanol eklendi
ve hig bekletilmeden vortekslendi.

Bu karisim spin kolonlara aktarildi ve 12.000 g’de 15 saniye boyunca oda
sicakliginda santrifiij edildi ve alt tiipte biriken s1vi uzaklagtirildu.

Kolon iizerine 700 pl birinci yikama tamponu eklenerek 12.000 g’de 15 saniye
boyunca oda sicakliginda santrifiij edildi ve santrifiij sonras1 kolonlarin alt
tipleri igindeki siviyla birlikte uzaklastirildi.

Yeni tiiplere alinan kolonlarin {izerine ikinci yikama tamponu eklenerek 12.000
g’de 15 saniye boyunca oda sicakliginda santrifiij edildi ve alt tlipte kalan s1v1
uzaklastirildi (2 kez).

Kolon membraninin kurumasi i¢in kolonlar 12.000 g’de 2 dakika boyunca oda
sicakliginda santrifiij edildi ve alttaki tiipler atildu.

Yeni ependorf tiipe alinan kolonlarin membranlarinin tam ortasina 50 pL. RNaz
icermeyen su pipetlendi ve oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda kolonlar 12.000 g’de 2 dakika boyunca oda sicakliginda santrifiij edildi.
Santrifiij sonunda alt tiipte kalan RNAlarin miktarlarin1 ve safliklarini 6lgmek
icin Nanodrop cihazi (Optizen, Nano Q) kullanilarak 6l¢iim yapildi ve drnekler

-80°C derin dondurucuda saklandi.

cDNA Sentezi

[lag uygulamasi yapilmis ARPE-19 hiicrelerinden elde edilmis olan tek zincirli RNA’larin

tamamlayict DNA’sinin olusturulmasi ve ¢ift zincirli hale getirilmesi i¢in High Capacity cDNA

Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) kullanildi. Kit protokoliine gore uygulama

basamak sirasi soyledir;

1)
2)
3)

4)

Her bir PCR stribine 10 pl 6rnek pipetlendi.

Her bir 6rnegin {izerine Tablo 3’te verilen cDNA karisimi (10 ul) eklendi (Tablo 3).

Stripler igersindeki reaksiyon karisimlar1 PCR cihazinda (Applied Biosystems) 25°C’de
10 dk; 37°C’de 120 dk ve 85°C’de 5 dk tutularak cDNA sentezlendi.
Elde edilen cDNA’lar, daha sonraki analizlerde kullanilmak tizere -20°C’de sakland.
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Tablo 3. cDNA sentezinde kullanilan kimyasallar ve miktarlar: (1 6rnek i¢in)

Malzeme Miktar
10X Ters transkripsiyon tamponu 2 ul
25X dNTP karisimi (100 mM) 0,8 ul
10X Ters transkripsiyon rastgele primerleri 2 ul
Multi Scribe™ Ters transkriptaz Il
Niikleaz icermeyen H.O 4,2 ul
Toplam 10 pl

Kantitatif Ger¢cek Zamanh PZR (QRT-PCR) Analizleri

Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde, 5-Fu ve GEM kombine olarak kontrol, 1Csg
dozu ve kemoterapi dozu uygulamalar1 sonucunda mitokondriyal (igsel) apoptoz yolagi
proteinlerinden p53 (Tumor protein p53), BCL2 (B-cell lymphoma 2), BAX (BCL2 Associated
X), SIT-C (Cytochrome c), APAF1 (Apoptotic protease activating factor 1), Kaspaz 3
(Cysteine-aspartic acid protease 3), dissal apoptoz yolagi proteinlerinden TNF-o (Tumor
Necrosis Factor o), FAS (Fas Cell Surface Death Receptor), TRAIL (TNF-related apoptosis-
inducing ligand), Kaspaz 8 (Cysteine-aspartic acid protease 8), saperon protein ailesinden
HSP60 (Heat Shock Protein Family D (Hsp60) Member 1), HSP70 (Heat Shock Protein Family
A (Hsp70) Member 2), oksidatif stres proteinlerinden SOD (Superoxide Dismutase 1 [Cu-Zn]),
SOD2 (Superoxide dismutase 2 [Mn]), KAT (Katalaz), GPX (Glutathione Peroxidase 1),
detoksifikasyon proteinlerinden ABCC1 (ATP Binding Cassette Subfamily C Member 1),
ABCC2 (ATP Binding Cassette Subfamily C Member 2), GST (Glutathione S-transferase), gen
tamir proteinlerinden ise EXO (Exonuclease 1), NEIL (Nei Like DNA Glycosylase 1)
sentezinden sorumlu gen ifadelerindeki degisimler qRT-PZR yontemi ile Tablo 4’te dizileri
verilen primerler kullanilarak belirlendi. Kalibrasyon ve diizeltme faktorii olarak ise GAPDH

(gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz) ifadesi kullanildi.
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Tablo 4. qRT PCR igin kullanilan primer ciftleri, dizileri ve uzunluklari

Gen Adi Primer Dizisi Primer
Uzunlugu (bg)
GAPDH F 5" CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT 3 24
R 5 AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC 3’ 24
BCL2 F 5 ATGTGTGTGGAGAGCGTCAA 3 20
R 5> ACAGTTCCACAAAGGCATCC 3’ 20
BAX F 5" ATGGACGGGTCCGGGGAG 3 18
R 5> TCAGCCCATCTTCTTCCA 3’ 18
SIT-C F 5" AGTGGCTAGAGTGGTCATTCATTTACA 3 28
R 5 TCATGATCTGAATTCTGGTGTATGAGA 3 28
APAF1 F 5 GATATGGAATGTCTCAGATGGCC 3 23
R 5 GGTCTGTGAGGACTCCCCA 3’ 19
Kaspaz 3 F 5 GTGGAATTGATGCGTGATGT 3 20
R 5> ACAGGTCCATTTGTTCCAAAA 3 21
TRAIL F 5 ATGGCTATGATGGAGTCCAG 3’ 20
R 5 TTGTCCTGCATCTGCTTCAGC 3’ 21
FAS F 5 TCTAACTTGGGGTGGCTTTGTCTTC 3 25
R 5 GTGTCATACGCTTTCTTTCCAT 3 22
Kaspaz 8 F 5> AGAGTCTGTGCCCAAATCAAC 3’ 21
R 5 GCTGCTTCTCTCTTTGCTGAA 3’ 21
p53 F 5" CACGAGCGCTGCTCAGATAGC 3 21
R 5> ACAGGCACAAACACGCACAAA 3 21
HSP60 F 5" GTCGCGCCCCGTTAGCAC 3’ 18
R 5> CATCGCGTCCCACCTTCTTCAT 3 22
HSP70 F 5 CGAGETCGACGCATTGTTTG 3’ 20
R 5 GAGTGGATCCGCCGACGAGTA 3 21
Cuzn-SOD F 5 TCTGAAGAAGGCCATCGAGT 3’ 20
R 5 GCAGATAGTAGGCGTGCTCC 3 20
Mn-SOD F 5 GTTCGGTGACAACACCAATG 3’ 20
R 5 GGAGTCGGTGATGTTGACCT 3 20
KAT F 5> TACGAGCAGGCCAAGAAGTT 3’ 20
R 5 ACCTTGTACGGGCAGTTCAC 3 20
GS F 5> TGGGACCAGCAAGTAAAACC 3’ 20
R 5 TCGCGAATGTAGAACTCGTG 3 20
GPX F 5" CCAAGCCTCATCACCTGGTCT 3’ 21
R 5 TCGATGTCAATGGTCTGGAA 3 20
GST F 5 TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC 3’ 23
R 5 TCACCGGATCATGGCCAGCA 3’ 20
ABCC1 F 5 CTACCTCCTGTGGCTGAATCTG 3’ 22
R 5 CATCAGCTTGATCCGATTGTCT 3’ 22
ABCC2 F 5> TGCACAAGCAACTGCTGAAC 3’ 20
R 5 AGGCAGGGTGTCATCCACT 3’ 19
EXO F 5 GACCATTTCACCACCCACTTT 3’ 21
R 5 TGAGACTCATCGTCACTGGACTC 3’ 23
NEIL F 5 ATGCTTGGCACCTGTTAAAG 3’ 20
R

5’ CCTTCAGAGGAGTATTACC

3’

19
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gRT-PCR cihazinda reaksiyon; 1 dongii 2 dakika 50°C ve 10 dakika 95°C, ardindan 40 dongii

denatiirasyon (95°C 15 sn) ve annealing (primer eslesmesi) ve elongasyon (primer uzamasi)
(60°C ‘de 1 dakika) olacak sekilde baglatildi.
DNA izolasyonu

Ilag uygulamas: yapilmis normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinden DNA izolasyonu

PureLink™ Genomik DNA Mini Kit (Invitrogen™) protokoliine gore asagidaki sekilde yapildi;

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Flasklardaki besiyerleri 15 ml’lik falkon tiiplere alindi ardindan tripsinle kaldirilan
hiicreler kendi gruplarina ait falkon tiiplere alind1 (falkon tiiplerdeki besiyerlerinin

tizerine eklendi) ve 1250 rpm’de 1,5 dk santrifiijlendi.

Santrifiij sonunda pellet halinde kalan hiicrelerin iizerindeki besiyeri ve tripsin atild1 ve
pelletler 1,5 ml’lik tiiplere aktarildi.

Hiicre pelletlerinin lizerine kit i¢erisinde bulunan Genomik Digestion Buffer’dan 180
ul eklendi ve vortekslendi.

Ardindan 6rneklerin iizerine 20 pl Proteinaz K eklendi ve iyice vortekslendi.

Ornekler galkalamali inkiibator {izerinde 55 °C* de 30 dakika boyunca 300 rpm’de
inkiibe edildikten sonra 20 pl RNaz A eklendi, iyice vortekslendi ve 2 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi.

Elde edilen karigimin tizerine 200 ul Genomik Lizis/Binding Buffer eklendi ve homojen
oluncaya kadar vortekslendi.

Ardindan 200 pl %96°lik etanol eklendi, vortekslendi ve 1,5 ml’lik tiip i¢inde olan bu
karisim, kit icerisinde bulunan spin kolonlara aktarildu.

Kolonlar 10000 g’de 1 dk oda 1sisinda santrifiij edildi ve kolonlarin altinda kalan tiip
igerisindeki s1v1 ile birlikte atilarak, kolonlar yeni tiiplere alindi.

Kolonlara 500 pl birinci yikama tamponu eklendi ve 10000 g’de 1 dk oda 1sisinda
santrifiij edildi

10) Kolonlara 500 pl ikinci yikama tamponu eklendi ve en yiiksek hizda, 3 dk oda 1sisinda

santrifiij edildi.

11) Kolonlar yeni 1,5 ml’lik tiiplere alindi, tizerine 50 pl Genomik Elution Buffer eklendi

ve 1 dk oda 1s1sinda inkiibe edildikten sonra en yiiksek hizda, 1 dk oda 1s1sinda santrifiij
edildi
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12) Santrifiij sonunda, altta kalan sivi kisim genomik DNA’y1 i¢cermektedir. Elde edilen
genomik DNA’larin miktarlarini ve safliklarini 6lgmek i¢in Nanodrop cihazi (Optizen,

Nano Q) kullanilarak 6l¢iim yapildi ardindan +4°C’de saklandi.

RAPD Yontemi (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA)

RAPD-PCR igin 6nceden izole edilmis genomik DNA’lar, PCR reaksiyonu Oncesi
DNaz/RNaz icermeyen su ile 100 ng/ul konsantrasyona esitlendi ve kalip DNA olarak
kullanildi. RAPD-PCR analizi i¢in standart 50 uL. PCR reaksiyonu (kalip DNA, AmpliTaq
Gold PCR Master Mix, primer ve niikleaz icermeyen su) hazirlandi, Applied Biosystems®
ProFlex™ PCR cihazinda reaksiyon 1 dongii 3 dakika 95 °C, 40 dongii 30 saniye 95 °C, 40
dongii 30 saniye 37 °C, 40 dongii 90 saniye 72 °C, 1 dongii 30 dakika 72 °C olacak sekilde
reaksiyon baslatildi.

1) Calismada 9-11 bazlik toplam sekiz farkli RAPD primeri kullanildi (Tablo 5) ve anlamli
bant veren dort primer analizlerde kullanildi.

2) RAPD yontemi ile elde edilen bant degisikliklerini degerlendirmek amaci ile genomik
kalip kararliliginin (GKK) yiizde degeri (GKK% = (1 - [(a+b) /n ]) x 100, a ve b;

sirasiyla yeni olusan ve kaybolan bantlar, n; kontroldeki toplam bant say1s1) hesaplandi.

Tablo 5. RAPD analizinde kullanilan primerler ve baz dizileri

Primer Ismi Baz Dizisi

SP1 5> CAG GCC TCC G-3’
OPAS8 5’ GTG ACG TAG G-3°
OPC18 5> AAG CCT CGT C-3’
40PA 5> AAT CGG GCT G-3’
140PC 5> CTC ACC GTC C-3’
S-237 5 ACC GGC TTG T-3°
AP5 5’ TCC CGCTGC G-3’
70PA 5> GAA ACG GGT G-3’

Agaroz Jel Elektroforezi

RAPD-PCR sonucu olusan {iriinler agaroz jelde yiriitiildi. Agaroz jel elektroforezi

uygulamasi basamak sirasi ile soyledir;

1) 2X TAE (Tris 1.6 M, asetik asit 0.8 M, EDTA 40 mM) tamponu ile %2’lik agaroz jel
hazirland1 ve igerisine Etidyum Bromid eklendi.
2) Jel, kaset icerisine dokiildiikten sonra taraklar takildi ve donmaya birakildi.

3) Taraklar ¢ikartilan kaset tanka yerlestirildi ve tizeri 2X TAE ile tamamlandi.
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4) Tlk ve son kuyucuklara marker olarak 100 bp DNA Ladder, diger kuyucuklara &rnekler
pipetlendi.

5) Tank gii¢ kaynagina baglandi ve 60 V’da 3 saat kadar yiirtitiildii.

6) Elde edilen bantlar UV transilluminator (Infinity Capture, Vilber Lourmat) ile

fotografland1 ve molekiiler agirlik (baz ¢ifti) analizleri yapildi.

Tali Goriintii Tabanh Sitometre Analizi

Tali goriintii tabanl sitometre ile apoptoz tayin calismalari Tali® Apoptosis Kit-
Anneksin V (AlexaFluor® 488) ve Propidyum iyodid (Life Technologies) kullanilarak, kit
prosediiriine gore yapildi. Anneksin V yalnizca apoptotik hiicrelere baglanan ve yesil
floresanda 1s1ma yapan, propidyum iyodid ise yalnizca olii hiicrelerin zarlarindan gegen ve

kirmizi ve/veya sar1 1s1ma veren bir molekiildiir.

Tali sitometre ile apoptoz tayin ¢alismasi i¢in hiicre kiiltiirii laboratuvari ortaminda
normal ve diyabetik ARPE-19 hiicre gruplar1 kendi aralarinda kontrol, 1Cso ve kemoterapi dozu
olarak adlandirilarak T25’lik flasklara ekildi. Ardindan falkon tiiplere dnce iistte kalan besiyeri
ardindan tripsinize edilmis hiicre y1ginlar1 eklendi ve falkonlar 2 dakika boyunca 1000 g’de oda
sicakliginda santrifiij edildi, iistte kalan s1v1 atild1. Boylece hiicreler pellet halinde Tali apoptoz

tayin kiti ile calismaya uygun hale getirildi.

Tali sitometre ile apoptoz tayin c¢aligmasi i¢in kullanilan kit protokoliine gore uygulama

basamak sirast soyledir;

1) Kit igerisinde bulunan Annexin baglama tamponu (5X), deiyonize su ile seyreltilerek
1X Annexin baglama tamponu elde edildi.

2) Falkonlarin igerisinde pellet halinde bulunan hiicrelerin iizerine 100 pl Annexin
baglanma tamponu eklendi ve pellet mikropipet yardimiyla ¢6zdiirtildii.

3) Bu karigimin her 100 pl’si i¢in 5 pl Annexin V ilave edildi, hemen vortekslendi.

4) Hiicre-Annexin V karigimini oda sicakliginda, karanlikta 20 dakika inkiibe edildi.

5) Ardindan bu karisim 1500g’de 2 dakika santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi.

6) Pelletin tizerine 100 pul 1X Annexin baglama tamponu eklendi, vortekslendi.

7) Bu karisima 1 pl Propidyum iyodid soliisyonu eklenerek karanlik ortamda 5 dakika
inkiibasyona birakild1.

8) Inkiibasyon sonrasinda tiipler igerisindeki hiicre karisimindan 25 ul alinarak TALI® kKiti
ile alinan 6zel lamlara pipetlendi ve Tali sitometre cihaz1 (Invitrogen, TALI® Image

Based Cytometer) ile analizi yapildi.
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Yara Iyilesme Deneyi

Yara iyilesme deneyi hiicre flasklarinin tek tabakali hiicreler ile %90’a yakin dolmasiyla
birlikte flask yiizeyinde bir yara agilmasi ve bu yaranin iyilesme takibi esasina dayanmaktadir.
Yara iyilesme deneyi i¢cin normal ve diyabetik ARPE-19 hiicreleri T25 flaska ekildi. Deney i¢in
flask ylizeyinin %90 oraninda hiicre doluluguna ulagsmasi beklendi. Daha sonra flask ylizeyleri
pipet uclar1 ile tabana zarar verilmeden ii¢ farkli noktadan diiz bir ¢izgi ¢izilerek yara
olusturuldu. Cizilmeden dolayi flask yiizeyinden kalkan hiicreleri uzaklastirmak ve hazirlanan
ilach besiyerlerini eklemek igin besiyerleri flasklardan uzaklastirildi ve flasklar PBS ile
yikandi. Flasklar kontrol, ICso ve kemoterapi dozu olarak 3 gruba ayrildi. Kontrol grubu
flasklar1 icerisine kemoterapi ilaglarin ¢dziiciisii olan su (DNaz/RNaz icermeyen su) eklendi.
ICs0 grubu flasklar igerisine daha 6nce MTT testi ile belirlenen dozda ila¢ uygulamasi yapildi.
Kemoterapi grubu flasklari icerisine daha once belirlenen dozda ilag uygulamasi yapildi.
Yaranin olusturuldugu saat 0 kabul edilerek, 0. saatten itibaren her 6 saatte bir, 30. saate kadar

floresan mikroskobunda (ZEISS Observer Z1) flasklarin fotografi ¢ekildi.

Western Blot Protein Analizi

Calismamizda BCL2, Kaspaz 3, BAX ve 3-Aktin proteinlerinin ifade seviyeleri Western

blot yontemi ile analiz edildi. Western blot basamaklari sirast ile sdyledir;

a) Protein izolasyonu

Western Blot deneyi i¢in normal ARPE-19 ve diyabetik ARPE-19 hiicreleri T75 flaska
ekildi. Deney i¢in flasklar kontrol, ICso dozu ve kemoterapi dozu olarak 3 gruba ayrildi. Kontrol
grubu flasklari igerisine kemoterapi ilaglarin ¢oziiciisii olan su (DNaz/RNaz igermeyen su)
eklendi. ICso grubu flasklar1 igerisine daha 6nce MTT testi ile belirlenen dozlarinda ilag
uygulamasi yapildi. Kemoterapi grubu flasklar1 igerisine daha dnce belirlenen dozlarda ilag

uygulamasi yapildi.

Ila¢ uygulamasindan 48 saat sonra protein izolasyonuna baslandi. Protein izolasyon

basamaklari sirasi ile soyledir;

1) Flasklar igerisindeki ilagli besiyerleri dokiilerek uzaklastirildi, flasklar PBS ile
yikandi.
2) Her flaska tripsin eklendi ve flask ylizeyine tutunmus haldeki hiicrelerin

kalkmas1 saglandu.
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b)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Flask ylizeyinden ayrilan hiicreler 15 ml’lik falkon tiiplere toplanarak 1250
rpm’de 1.5 dk santrifiij edildi.

Santrifiij sonunda hiicre pelleti {izerindeki tripsin uzaklastirildi ve pellet 1,5
ml’lik tliplere alindi.

10 pul PMSF soliisyonu, 10 pl sodyum orthovanadate soliisyonu, 10 ul proteaz
inhibitori karistirilarak RIPA buffer hazirlandi.

1,5 mI’lik tiip igerisindeki hiicre pelletleri {izerine hazirlanan RIPA Buffer’dan
200 pul eklendi.

Omnekler doku parcalama cihazinda (Tissue Lyser LT, Qiagen) 50 devirde 20 dk
pargalandi, 13.000 g’de 20 dk +4°C’de santrifiij edildi ve elde edilen
siipernatantlar yeni 1,5 ml’lik tiiplere alindi.

Elde edilen protein miktarlart Nanodrop cihazi (Optizen, Nano Q) ile belirlendi

ve kullanilincaya kadar -80°C derin dondurucuda saklandi.

Denatiirasyon

1)

2)
3)

4)
5)

Onceden izole edilmis ve miktarlar1 bilinen proteinler su (DNaz/RNaz
icermeyen su) ile esitlendi.

Esitlenmis olan protein 6rnekleri 0,2 ml hacimli strip tiiplere 20 pl pipetlendi.
Protein karisiminin tizerine 7,5 pul lityum dodesil siilfat (LDS) 6rnek tamponu
(4x) NuPAGE ve 3 ul Ornek indirgeme ajani (10x) Bolt™ pipetlendi.
Hazirlanan bu karisim PCR cihazinda 80°C’de 12 dakika denatiire edildi.
Denatiirasyon islemi sonrast orneklerin soguk blok iizerinde sogumalari

saglandi.

Jele Yiikleme ve Elektroforez

1)

2)
3)

4)

5)

6)

Kosturma tamponu (1x) c¢ozeltisi i¢cin 20 ml kosturma tamponu 1 L’ye
tamamlandi.

Elektroforez tankinin i¢ine kosturma tamponu dolduruldu.

Jeller paketlerinden ¢ikartildi, tarak dikkatlice jelden ayrildi ve jeller tanka
yerlestirildi.

Jellerin ilk kuyucuguna marker olarak Magic Marker XP’den 7 pl ve See Blue
Plus 2°den 5 pl yiiklendi.

Ardindan denatiire edilmis olan protein 6rneklerinden 17 pl diger kuyucuklara
sirayla ytiklendi.

Tank, gii¢c kaynagina baglandi ve jeller 80 V’da 60 dk yiiriitiildii.
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d) Jelden Membrana Aktarma

f)

1)

2)

3)

4)
5)

6)
7)
8)
9)

Yiiriitme isleminden sonra jel kasetleri tanktan ¢ikarilarak spatula yardimi ile
yanlardan dikkatlice kaldirildi, alt ve iist taraflarindan kesilen jel kasetleri
kurumamasi i¢in saf su igerisine alindi.

Blotlama cihazinin kapak kismina siinger takildi. En alt tarafina ise anot tabakasi
yerlestirildi.

Su igerisinde bulunan jel kasetlerinden jeller dikkatlice alinarak anot tabakasinin
iizerine yerlestirildi.

Rulo yardimu1 ile anot tabakasi ve jeller arasinda kalan hava bogluklar1 giderildi.
Aktarimin yapilacagi membran saf suda tamamen 1slatild1 ve jellerin iizerine
yerlestirildi.

Membranin tizeri katot tabakasi ile ortiildii.

Blotlama cihaz1 7 dakika boyunca jelden membrana aktarim igin ¢alistirildi.
Islem bitiminde jelden membrana aktarim gerceklestirildi.

Membranlar kenarlarindan bisturi yardimiyla kesilerek kurumamasi i¢in saf su

icerisinde bekletildi.

Blotlama ve Birincil Antikor Baglanmasi

1)

2)

3)

4)

5)

Blotlama soliisyonu 14 ml ultra saf su, 4 ml Blocking Diluent Past A ve 2 ml
Blocking Diluent Past B karistirilarak hazirlandi.

Membranlarin i¢inde bekledigi su uzaklastirilarak hazirlanan bloklama
soliisyonu eklendi ve ¢alkalamali inkiibatérde 300 devirde 1 saat bekletildi.
Ardindan membranlar ¢alkalamali inkiibator lizerinde 3 kez 5 dakika boyunca
saf su ile yikandu.

Kaspaz 3 antikoru 1:200, BCL2 antikoru 1:400, -Aktin antikoru 1:4000, BAX
antikoru ise 1:200 oraninda bloklama soliisyonu ile seyreltilerek 10 ml birincil
antikorlar hazirlandu.

Membranlarin iizerine birincil antikorlar eklendi ve +4 °C’de, calkalamali

inkiibatorde 150 devirde bir gece boyunca inkiibe edildi.

Yikama ve Ikincil Antikor Baglanmasi

1)

2)

Yikama soliisyonu 150 ml ultra saf su ve 10 ml Antibody Wash Solution (16X)
karistirilarak hazirlandi.
Bir gece inkiibe edilen membranlarin iizerindeki birincil antikorlar falkon

tiiplerine toplandi.
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3)

4)
5)

6)
7)

8)

Membranlar 3 kez 5 dakika boyunca ¢alkalamali inkiibator tizerinde yikama
soliisyonu ile yikandi.

Ardindan 3 kez 5 dakika boyunca saf su ile yikandi.

Ikincil antikor ¢ozeltileri membranlarin iizerine eklendi, membranlar oda
sicakliginda 1 saat boyunca 300 devirde calkalamali inkiibatorde inkiibe edildi.
Ikincil antikor baglanmas1 sonunda antikorlar falkon tiiplerine toplandi.
Membranlar 3 kez 5 dakika boyunca ¢alkalamali inkiibator tizerinde yikama
sollisyonu ile yikandi.

Ardindan bir kez 5 dakika boyunca ultra saf su ile yikandi.

g) Kemiliiminesans Baglanmasi ve Goriintiileme

1)

2)

3)

Bir membran i¢in 2,375 ml kemiliiminesan substrat1 ve 0,125 ml sinyal artirici
bir falkon tiipii i¢erisinde karistirilarak hazirlandi.

Membran, goriintiileme cihazinin haznesine alindiktan sonra kemiliiminesans
¢ozeltisi tiim yiizeye yayilarak uygulandi.

4 dakika inkiibasyonun ardindan goriintiilleme gerceklestirildi.

Molekiiler Floresans Boyama

Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicre hatlarina ilag uygulamasi yapildiktan sonra

uygulanan bu ilaglarm hiicrelerin ¢ekirdek yapisindaki degisimi (NucBlue® Live ReadyProbes®

Reaktifi), apoptotik aktivitelerini (akridin oranj ve etidyum bromiir) ve reaktif oksijen tiirlerinin
etkisini (CM-H2DCFDA) arastirmak tizere floresan mikroskobu (ZEISS Observer Z1)

kullanilarak analizler yapildi.

Molekiiler floresans boyama yontemi uygulamasi basamak siras1 soyledir;

1)

2)

3)

4)

5)

Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicreleri 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir kabina ayri
ayr1 kontrol, 1Csg ve kemoterapi dozu uygulamalarina gore gruplanarak ekildi.
Hiicrelerin kiiltiir kabina yapismasi igin bir gece boyunca 37°C’de %5 CO:2
igeren steril inkiibatorde inkiibe edildi.

Kiiltiir kabina yapisan hiicrelere gruplarina gore tasit madde veya ilag
uygulamasi yapildi.

[la¢ uygulamasinin ardindan hiicreler 24 saat 37°C’de %5 CO2 igeren steril
inkiibatdrde inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresinin ardindan kiiltiir kabinda her uygulama grubunda

NucBlue® Live ReadyProbes® Reaktifi (2 damla/kuyucuk) ile CM-H,DCFDA
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(5 ul/kuyucuk) ve bagka bir siraya akridin oranj ve etidyum bromiir boyalari
birlikte uygulandi.

6) Hiicreler boyanmalar i¢in 30 dakika boyunca 37°C’de %5 CO2 igeren steril
inkiibatorde inkiibe edildi.

7) Hicreler goriintiillenmeden 6nce besiyeri uzaklastirilarak kuyucuklar 3 kez PBS
ile yikandu.

8) Ardindan floresan mikroskobunda (ZEISS Observer Z1), DAPI (mavi), FITC
(yesil) ve RED (kirmizi) filtreleri kullanilarak goriintiileme gergeklestirildi.

9) Genel oksidatif stres gostergesi olan CM-H>-DCFDA’nin toplam diizeltilmis
hiicresel floresans yogunlugu, TCCF= entegre yogunluk - (segilen hiicrenin

alanixzemin okumalarinin ortalama floresansi), formiiliine gore analiz edildi.

ISTATISTIKSEL ANALIiZLER
Calismamizda elde edilen verilerin istatistiksel analizi, Trakya Universitesi lisansl

SPSS 18 ve SPSS 20 (IBM, ABD) programu ile yapildi.

Tali analizinde yazilim ile elde edilen canli, 6lii ve apoptotik hiicre degerleri ve qRT-
PZR gercek zamanli gen ifadesi ¢alismalarinda AACt metodu ile elde edilen ekspresyon
degerlerinin arasindaki farklar tek yonlii ANOVA analizi ile karsilastirildi. Elde edilen ”p”
degerleri 0.05 ten kii¢lik oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

MTT HUCRE CANLILIK TESTI

Calisma kapsaminda normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerine 5-Florourasil (5-Fu) ve
Gemsitabin (GEM) kombine uygulamasinda uygulanacak konsantrasyonlarin belirlenmesi igin

MTT testi yapildi.
5-Florourasilin (5-Fu) ve Gemsitabinin (GEM) Kombine Uygulanmasi

5-Florourasil (1300-5,07 uM) ve Gemsitabin (54,4-0,21 uM) kombine uygulamasi
yapilan normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde uygulamadan 24 saat sonraki % hiicre

canlilik etkileri Sekil 14°te verildi.

Buna gore hem normal hem de diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde en yiiksek hiicre
canliigt 5,07 uM 5-Fu ile 0,21 uM GEM konsantrasyonunda (Normal %108,77+2,51;
Diyabetik %112,36+9,22), en diisiik hiicre canliligi ise 1300 uM 5-Fu ile 54,4 uM GEM
konsantrasyonunda belirlendi (Normal %79,26+3,71; Diyabetik %80,21+3,39). Her iki
uygulama konsantrasyonunda da normal ve diyabetik hiicrelerin canlilik oranlarinin birbirinden
istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermedigi saptandi (5,07 uM 5-Fu+0,21 uM GEM
F=10,019; sd=5,737-10; P=0,380, T-testi) (1300 uM 5-Fu+54,4 uM GEM F=0,035, sd=9,919-
10; P=0,655, T-testi).
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Sekil 14. Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicre serisinde 24 saatlik 5-Fu ve GEM (1300-
54,4 pM) uygulanan gruplarda MTT boyama sonucu canh hiicrelerin yiizdesi. N=6,

ortalamazxstandart hata.

Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde 1300-5,07 uM ve 54,4-0,21 uM doz
araliklarinda 5-Fu ve GEM uygulamasimin 24. saatinde MTT testi plag1 Sekil 15°te verildi.
Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin belirtilen doz araliklarinda 24 saat siirelik

uygulamasinda ICso degeri belirlenemedi.
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5-Florourasil + Gemsitabin

5-Florourasil + Gemsitabin

Diyabetik ARPE-19 Hiicreleri

Sekil 15. Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicre serisinde 24 saat siireyle 1300-5,07 uM ve
54,4-0,21 pM doz arahklarinda 5-Fu ve GEM uygulamasinin hiicre canhihi@ina etkisi MTT

testi plag ile gosterildi

5-Florourasil (1300-5,07 uM) ve Gemsitabin (54,4-0,21 pM) kombine uygulamasi

yapilan normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde uygulamadan 48 saat sonra % hiicre canlilik
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etkileri Sekil 16°da verildi. Buna gore hem normal hem de diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde en
yiiksek hiicre canliligi 5,07 uM 5-Fu ile 0,21 uM GEM konsantrasyonunda belirlendi (Normal
%358,71+6,66; Diyabetik %49,62+4,63). Bununla birlikte normal hiicrelerin canlilik oraninin
diyabetik hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu saptand: (F=0,239;
sd=8,914-10; P<0,05, T-testi). Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde en diisiik hiicre
canliligt ise 1300 uM 5-Fu ile 544 uM GEM konsantrasyonunda belirlendi (Normal
%22,21+0,58; Diyabetik %16,40+0,80).

Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde, 1300-5,07 uM ve 54,4-0,21 uM doz
araliklarinda 5-Fu ve GEM uygulamasinin 48. saatinde MTT testi plagi Sekil 17°de verildi.

Normal ARPE-19 hiicrelerinin belirtilen doz araliklarinda 48 saat siirelik
uygulamasinda ICso degeri 5-Fu i¢in 0,267 uM ve GEM igin 6,369 uM iken diyabetik ARPE-
19 hiicrelerinde 1Cso degeri 5-Fu igin 0,119 uM ve GEM i¢in 2,832 uM olarak belirlendi.
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5-FU VE GEMSITABIN KONSANTRASYONU (uM)

Sekil 16. Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicre serisinde 48 saatlik 5-Fu ve GEM (1300-
54,4 nM) uygulandig1 gruplarda MTT boyama sonucu canh hiicrelerin yiizdesi. N=6,

ortalamazxstandart hata.
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5-Florourasil + Gemsitabin

5-Florourasil + Gemsitabin

Diyabetik ARPE-19 Hiicreleri

Sekil 17. Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicre serisinde 48 saat siireyle 1300-5,07 uM ve
54,4-0,21 pM doz arahklarinda 5-Fu ve GEM uygulamasinin hiicre canhihi@ina etkisi MTT
testi plagi ile gosterildi
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Normal ve Diyabetik ARPE-19 Hiicre Serisinde 48 Saatlik 5-Fu ve GEM (1300-
54,4 uM) Uygulamasinin Doz-Zaman iliskisi

Farkli konsantrasyon ve siirelerde 5-Fu ve GEM uygulamasi yapilan normal ve
diyabetik ARPE-19 hiicre serisinde belirlenen % canlilik oranlar1 Tablo 6’da verildi. Tablo 6
incelendiginde en yiiksek canlilik oraninin 24 saatlik 5-Fu ve GEM uygulamasinda, en diisiik
canlilik oraninin ise 48 saatlik 5-Fu ve GEM uygulamasinda oldugu belirlendi. Ayrica, artan 5-
Fu ve GEM konsantrasyonu ve uygulama siiresine bagl olarak hiicre canliliginda azalma

oldugu saptandi.

Tablo 6. Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicre serisinde 1300 puM-54,4 uM doz
araliklarinda 5-Fu ve GEM kombine uygulamasimin hiicre canhhgma etkisi. N=6,
ortalamazstandart hata. *Farkh harf ile gosterilen gruplarda ortalamalar kontrole gore

istatiksel olarak farkhdir (ANOVA-Duncan test, P <0.05)

Hiicre Canlihigi (%0)
24 Saat 48 Saat

Doz (uM) N Normal Diyabetik Normal Diyabetik
Kontrol 6 100,00+2,35 100,00+6,39 100,00+6,249  100,00+4,45
5,078-0,2125 6 108,77+2,51 112,36+9,22 58,71+6,66 49,62+4,63¢
10,25-0,425 6  104,37+2,21  104,50+5,21 48,46+1,72° 43,23+3,57¢
20,3125-0,85 6  98,28+5,45 94,43+5,26 38,83+1,53¢ 35,78+2,68°
40,625-1,7 6  92,58+3,51 86,69+6,23 32,40+0,59°¢ 25,82+0,91°
81,25-3,4 6  89,27+2,73 83,72+3,04 28,78+0,60>¢  20,53+0,83?
162,5-6,8 6 86,10+8,9 79,26+4,41 26,39+0,522°  17,89+1,342
325-13,6 6  81,95+2,29 79,46+1,95 24,33+1,81%°  17,09+1,68?
650-27,2 6 82,21+3,68 78,35+4,60 23,23+£0,88%°  16,48+1,15%
1300-54,4 6  79,26+3,71 80,21+3,39 22,21+0,58° 16,40+0,80%
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RAPD DNA POLIMORFiZMi

Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde 48 saatlik 5-Fu+GEM’in kontrol, ICso ve
kemoterapi dozlar1 uygulamasinin ardindan DNA polimorfizmlerinin belirlenmesinde anlamli

sonug veren 8 farkli primere ait agaroz jel goriintiisii Sekil 18°de verildi.

M Normal Diyabetik Normal Diyabetik Normal Diyabetik M
K IC50KD K IC50 KD K IC50KD K IC50 K IC50KD K IC50 KD

pu— —— S — S—

SP OPA 8 OPC18

Normal __ Diyabetik _ Normal  piyahetik  Normal _ Diyabetik
M K ICS0KD K IC50 KD K IC50KD K |c50 KD K IC50 KD K IC50 KD

B e e G — —

L S —

40PA 140PC S 451

M  Normal Diyabetik Normal Diyabetik M
K IC50 KD K IC50 KD K IC50 KD K IC50 KD

Sekil 18. Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde 5-Fu+GEM uygulamasini takiben

farkh primerler ile yapilan RAPD-PCR sonrasi agaroz jel goriintiisii

K: Kontrol grubu, 1Cso; 1Cso dozu uygulama grubu, KD; Kemoterapi dozu uygulama grubu.
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SP1 Primeri

Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde 5-Fu+GEM’in kontrol, ICso ve kemoterapi

doz uygulamasinin 48. saatinde SP1 primerine ait agaroz jel goriintiisii Sekil 19°da verildi.

Normal Diyabetik
M K IC50 KD K IC50 KD

Sekil 19. SP1 primerine ait jel goriintiisii K: Kontrol grubu, 1Cso; 1Cso dozu uygulama

grubu, KD; Kemoterapi dozu uygulama grubu.

Yapilan analizler sonucunda 5-Fu+GEM uygulamasinin normal ve diyabetik ARPE-19
hiicrelerinde kontrol gruplarina gore yeni bantlarin olusumuna veya var olan bantlarin

kaybolmasina neden oldugu saptandi ve bu bantlarin baz ¢ifti (bg) degerleri Tablo 7°de verildi.

Tablo 7. 5-Fu+GEM uygulamasi yapilan normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde SP1
primerinde tiim gruplar icin hem normal hem diyabetik kontrol gruplarina gore yeni

olusan (Y) ve kaybolan (K) bantlar (baz cifti)

SP1
Normal Diyabetik (diyabetik kontrole gére) Diyabetik (normal kontrole
gore)
Kontrol I1Cs0 KD Kontrol 1Cs0 KD 1Cso KD
Y | 239;371; | 150;207; Y | 253;389; | 253;389; | 150;207; 150;207;
142;197; 411;442 | 239;371; | 150;207; 411 428;455 | 253;338; 253;338;
322;488 442 338;371; 389;411; 389;428;455;
442;512 512 512
K|- 142;197 K | 371;442 | 371;442 | 142;197, 142;197;
322;488 322;488

I1Cso; 1Cs0 dozu uygulama grubu, KD; Kemoterapi dozu uygulama grubu. Y: Yeni olusan, K: Kaybolan.
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Tablo 7°ye gore SP1 primerinde normal ARPE-19 hiicrelerinin kontrol grubunda 142-488 baz
cifti arasinda 4 adet bant saptandi. 1Csp dozu grubunda kontrole gore 4 adet yeni bandin
olustugu, kemoterapi dozunda ise 5 adet yeni bandin olustugu, 2 adet bandin kayboldugu
belirlendi. Diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin kontrol grubunda 150-512 baz ¢ifti arasinda 6 adet
bant saptandi. ICso dozu grubunda kontrole gore 3 adet yeni bandin olustugu, 2 adet bandin
kayboldugu, kemoterapi grubunda 4 adet yeni bandin olustugu ve 2 adet bandin kayboldugu
saptandi. Diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin bant profili normal ARPE-19 hiicrelerinin kontrolii
ile karsilastirildiginda 1Cso dozu grubunda 7 adet yeni olusan bant ve 4 adet kaybolan bant ile
toplam 11 adet bant degisimi oldugu ve kemoterapi dozu grubunda 8 adet yeni bant olusumu
ve 4 adet bant kaybi ile toplam 12 adet bant degisimi oldugu belirlendi.

OPAS8 Primeri

Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde 5-Fu+GEM’in kontrol, I1Cso ve kemoterapi

dozlar1 uygulamasinin 48. saatinde OPA8 primerine ait agaroz jel gortintiisii Sekil 20°de verildi.

Normal Diyabetik

K IC50 KD K IC50 KD

Sekil 20. OPAS8 primerine ait jel goriintiisii K: Kontrol grubu, 1Cso; 1Cso dozu uygulama
grubu, KD; Kemoterapi dozu uygulama grubu.

Yapilan analizler sonucunda 5-Fu+GEM uygulamasimin normal ve diyabetik ARPE-19
hiicrelerinde kontrol gruplarina gore yeni bantlarin olusumuna veya var olan bantlarin

kaybolmasina neden oldugu saptandi ve bu bantlarin baz ¢ifti (b¢) degerleri Tablo 8’de verildi.
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Tablo 8. 5-Fu+GEM uygulamasi yapilan normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde
OPAS primerinde tiim gruplar icin hem normal hem diyabetik kontrol gruplarina gore

yeni olusan (Y) ve kaybolan (K) bantlar (baz cifti)

OPA8
Normal Diyabetik (diyabetik kontrole gore) Diyabetik (normal
kontrole gore)
Kontrol ICso KD Kontrol 1Cso KD 1Cso KD
Y |- - Y |- 411 - 411
253;389; 253;389;
428;608 | K | 428 428 428,608 | K | - 428 - 428

1Cs0; 1Cs0 dozu uygulama grubu, KD; Kemoterapi dozu uygulama grubu. Y: Yeni olusan, K: Kaybolan.

Tablo 8’e gore OPAS primerinde normal ARPE-19 hiicrelerinin kontrol grubunda 253-608 baz
cifti arasinda 4 adet bant saptandi. ICso dozu grubunda kontrole gore 1 adet bandin kayboldugu,
kemoterapi dozu grubunda 1 adet bandin kayboldugu saptandi. Diyabetik ARPE-19
hiicrelerinin kontrol grubunda 253-608 baz c¢ifti arasinda 4 adet bant saptandi. ICso dozu
grubunda kontrole gore yeni olusan veya kaybolan bant saptanmazken kemoterapi dozu
grubunda 1 adet yeni bandin olustugu ve 1 adet bandin kayboldugu saptandi. Diyabetik ARPE-
19 hiicrelerinin bant profili normal ARPE-19 hiicrelerinin kontrolii ile karsilastirildiginda 1Cso
grubunda yeni olusan ve kaybolan bant saptanmazken kemoterapi dozu grubunda 1 adet yeni

bant olusumu ve 1 adet bant kaybi ile toplam 2 adet bant degisimi oldugu belirlendi.
OPC18 Primeri

Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde 5-Fu+GEM’in kontrol, I1Cso ve kemoterapi
dozlart uygulamasmin 48. saatinde OPC18 primerine ait agaroz jel gorintiisii Sekil 21°de

verildi.
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Normal Diyabetik

K IC50 KD K IC50 KD M

Sekil 21. OPC18 primeri agaroz jel goriintiisit K: Kontrol grubu, I1Cso; 1Cso dozu

uygulama grubu, KD; Kemoterapi dozu uygulama grubu.

Yapilan analizler sonucunda 5-Fu+GEM uygulamasinin normal ve diyabetik ARPE-19
hiicrelerinde kontrol gruplarina gore yeni bantlarin olusumuna veya var olan bantlarin

kaybolmasina neden oldugu saptandi ve bu bantlarin baz ¢ifti (b¢) degerleri Tablo 9’da verildi.

Tablo 9. 5-Fu+GEM uygulamas1 yapilan normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde
OPC18 primerinde tiim gruplar icin hem normal hem diyabetik kontrol gruplarina gore

yeni olusan (Y) ve kaybolan (K) bantlar (baz cifti)

OPC18
Normal Diyabetik (diyabetik kontrole gore) Diyabetik (normal
kontrole gore)
Kontrol 1Cso KD Kontrol 1Cso KD 1Cso KD
Y |- 3341 Y |- - 3341 3341
7636;3511; 7636;3341;
464 K| - 3511 464 K| - - 3511 3511

I1Cso; 1Cs0 dozu uygulama grubu, KD; Kemoterapi dozu uygulama grubu. Y: Yeni olusan, K: Kaybolan.

Tablo 9’a gére OPC18 primerinde normal ARPE-19 hiicrelerinin kontrol grubunda 7636-464
baz cifti arasinda 3 adet bant saptandi. ICsp dozu grubunda kontrole gore yeni olusan veya
kaybolan bant saptanmazken, kemoterapi dozu grubunda 1 adet yeni bandin olustugu ve 1 adet
bandin kayboldugu saptandi. Diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin kontrol grubunda 7636-464 baz
cifti arasinda 3 adet bant saptandi. ICso ve kemoterapi dozu grubunda kontrole gére yeni bant

olusumu ve bant kaybi saptanmadi. Diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin bant profili normal
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ARPE-19 hiicrelerinin kontrolii ile karsilagtirildiginda 1Csp dozu grubunda 1 adet yeni olusan
ve 1 adet kaybolan bant ile toplam 2 adet bant degisimi oldugu ve kemoterapi dozu grubunda 1

adet yeni olusan ve 1 adet kaybolan bant ile toplam 2 adet bant degisimi oldugu saptandi.

40PA Primeri

Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde 5-Fu+GEM’in kontrol, I1Cso ve kemoterapi

dozlar1 uygulamasinin 48. saatinde 40OPA primerine ait agaroz jel goriintiisti Sekil 22°de verildi.

Normal Diyabetik
M K IC50 KD K IC50 KD

Sekil 22. 40PA primeri jel goriintiisiit K: Kontrol grubu, 1Cso; 1Cso dozu uygulama grubu,
KD; Kemoterapi dozu uygulama grubu.

Yapilan analizler sonucunda 5-Fu+GEM uygulamasinin normal ve diyabetik ARPE-19
hiicrelerinde kontrol gruplarina gore yeni bantlarin olusumuna veya var olan bantlarin

kaybolmasina neden oldugu saptandi ve bu bantlarin baz gifti (bg) degerleri Tablo 10°da verildi.
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Tablo 10. 5-Fu+GEM uygulamasi yapilan normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde
40PA primerinde tiim gruplar icin hem normal hem diyabetik kontrol gruplarina gore

yeni olusan (Y) ve kaybolan (K) bantlar (baz cifti)

40PA
Normal Diyabetik (diyabetik kontrole Diyabetik (normal
gore) kontrole gore)
Kontrol ICso KD Kontrol 1Cso KD I1Cso KD
Y | 3000 3000 Y 3000;1500 | 3000;1500
4438;3144; 3000;2194;
2366;1000; 4438;3144; | 4438;3144 | 1000;900 K 4438;3144; | 4438;3144;
900 900 2366 2366

1Cs0; 1Cs0 dozu uygulama grubu, KD; Kemoterapi dozu uygulama grubu. Y: Yeni olusan, K: Kaybolan.

Tablo 10’a gore 40PA primerinde normal ARPE-19 hiicrelerinin kontrol grubunda 4438-900
baz cifti arasinda 5 adet bant saptandi. ICso dozu grubunda kontrole gore 1 adet yeni bandin
olustugu, 3 adet bandin kayboldugu, kemoterapi dozu grubunda 1 adet yeni bandin olustugu ve
2 adet bandin kayboldugu saptandi. Diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin kontrol grubunda 3000-
900 baz gifti arasinda 4 adet bant saptandi. ICso ve kemoterapi dozu gruplarinda kontrole gore
yeni olusan veya kaybolan bant saptanmadi. Diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin bant profili
normal ARPE-19 hiicrelerinin kontrolii ile karsilastirildiginda 1Cso dozu grubunda 2 adet yeni
olusan ve 3 adet kaybolan bant ile toplam 5 adet bant degisimi oldugu ve kemoterapi dozu
grubunda 2 adet yeni olusan ve 3 adet kaybolan bant ile toplam 5 adet bant degisimi oldugu

saptandi.
140PC Primeri

Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde 5-Fu+GEM’in kontrol, 1Cso ve kemoterapi
dozlart uygulamasinin 48. saatinde 140PC primerine ait agaroz jel gorintiisii Sekil 23’te

verildi.
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Normal Diyabetik

K IC50 KD K IC50 KD

Sekil 23. 140OPC primeri jel goriintiisii K: Kontrol grubu, 1Cso; 1Cso dozu uygulama grubu,
KD; Kemoterapi dozu uygulama grubu.

Yapilan analizler sonucunda 5-Fu+GEM uygulamasinin normal ve diyabetik ARPE-19
hiicrelerinde kontrol gruplarina gore yeni bantlarin olusumuna veya var olan bantlarin

kaybolmasina neden oldugu saptandi ve bu bantlarin baz ¢ifti (bg) degerleri Tablo 11°de verildi.

Tablo 11. 5-Fu+GEM uygulamasi yapilan normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde
140PC primerinde tiim gruplar icin hem normal hem diyabetik kontrol gruplarina gore

yeni olusan (Y) ve kaybolan (K) bantlar (baz cifti)

140PC
Normal Diyabetik (diyabetik kontrole gore) Diyabetik (normal
kontrole gore)

Kontrol ICsp KD Kontrol ICso KD I1Cso KD

Y | 5278;1342 | 5278;1000 Y |- 960 6278;5278; | 6278;5278;
7333 7333;6278; 1000 960

5278;1000
K| - - K- 1000

I1Cso; 1Cs0 dozu uygulama grubu, KD; Kemoterapi dozu uygulama grubu. Y: Yeni olusan, K: Kaybolan.

Tablo 11’e gére 140PC primerinde normal ARPE-19 hiicrelerinin kontrol grubunda 7333 baz
cifti olmak tizere 1 adet bant saptandi. ICso dozu grubunda kontrole gore 2 adet yeni bandin
olustugu ve kemoterapi dozu grubunda 2 adet yeni bandin olustugu saptandi. Diyabetik ARPE-
19 hiicrelerinin kontrol grubunda 7333-1000 baz ¢ifti arasinda 4 adet bant saptandi. ICsp dozu
grubunda kontrole gore yeni olusan veya kaybolan bant saptanmazken kemoterapi dozu
grubunda 1 adet yeni bandin olustugu ve 1 adet bandin kayboldugu saptandi. Diyabetik ARPE-

19 hiicrelerinin bant profili normal ARPE-19 hiicrelerinin kontrolii ile karsilastirildiginda 1Cso
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dozu grubunda yeni olusan 3 adet bant ile toplam 3 adet bant degisimi oldugu ve kemoterapi

dozu grubunda yeni olusan 3 adet bant ile toplam 3 adet bant degisimi oldugu saptandi.
S-237 Primeri

Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde 5-Fu+GEM’in kontrol, ICso ve kemoterapi
dozlar1 uygulamasinin 48. saatinde S-237 primerine ait agaroz jel goriintiisii Sekil 24°te verildi.
Yapilan analizler sonucunda 5-FU+GEM uygulamasinin normal ve diyabetik ARPE-19
hiicrelerinde kontrol gruplarina gore yeni bant olusumu veya kaybolan bant olmadigi saptandi.
Bununla birlikte, normal hiicrelerde uygulama yapilan gruplarda kontrolde olan bantlarin
yogunlugunun azaldig1 goriildii.

Normal Diyabetik

K IC50 KD K IC50 KD M

Sekil 24. S-237 primeri jel goriintiisii. K: Kontrol grubu, 1Cso; 1Cso dozu uygulama
grubu, KD; Kemoterapi dozu uygulama grubu.

AP5 Primeri

Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde 5-Fu+GEM’in kontrol, 1Cso ve kemoterapi
dozlar1 uygulamasinin 48. saatinde AP5 primerine ait agaroz jel goriintiisii Sekil 25°te verildi.
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Normal Diyabetik

M K IC50 KD K IC50 KD

Sekil 25. AP5 primeri jel goriintiisii K: Kontrol grubu, 1Cso; 1Cso dozu uygulama grubu,
KD; Kemoterapi dozu uygulama grubu.

Yapilan analizler sonucunda 5-Fu+GEM uygulamasinin normal ve diyabetik ARPE-19
hiicrelerinde kontrol gruplarina goére yeni bantlarin olusumuna veya var olan bantlarin

kaybolmasina neden oldugu saptandi ve bu bantlarin baz ¢ifti (bg) degerleri Tablo 12°de verildi.

Tablo 12. 5-Fu+GEM uygulamasi yapilan normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde
APS primerinde tiim gruplar icin hem normal hem diyabetik kontrol gruplarina gore yeni

olusan (Y) ve kaybolan (K) bantlar (baz c¢ifti)

AP5
Normal Diyabetik (diyabetik kontrole gore) Diyabetik (normal
kontrole gore)
Kontrol 1Cso KD Kontrol I1Cso KD ICso KD
Y |- - Y | 821 821 821 821
700;517; 700;517;
478 K | 517 517 478 K

ICso; 1Csp dozu uygulama grubu, KD; Kemoterapi dozu uygulama grubu. Y: Yeni olusan, K: Kaybolan.

Tablo 12’ye gore AP5 primerinde normal ARPE-19 hiicrelerinin kontrol grubunda 700-478 baz
cifti arasinda 3 adet bant saptandi. ICsg dozu grubunda kontrole gore 1 adet bandin kayboldugu,
kemoterapi dozu grubunda 1 adet bandin kayboldugu saptandi. Diyabetik ARPE-19
hiicrelerinin kontrol grubunda 700-478 baz ¢ifti arasinda 3 adet bant saptandi. ICso dozu
grubunda kontrole gore 1 adet yeni bandin olustugu, kemoterapi dozu grubunda 1 adet yeni
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bandin olustugu saptandi. Diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin bant profili normal ARPE-19
hiicrelerinin kontrolii ile karsilastirildiginda 1Cso dozu grubunda 1 adet yeni olusan bant ile
toplam 1 adet bant degisimi oldugu ve kemoterapi dozu grubunda 1 adet yeni olusan bant ile

toplam 1 adet bant degisimi oldugu saptandi.
7 OPA Primeri

Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde 5-Fu+GEM’in kontrol, I1Cso ve kemoterapi
dozlart uygulamasinin 48. saatinde 7OPA primerine ait agaroz jel goriintiisti Sekil 26°da verildi.

Normal Diyabetik

K IC50 KD K IC50

KD M

Sekil 26. 7OPA primeri jel goriintiisii. K: Kontrol grubu, 1Cso; 1Cso dozu uygulama
grubu, KD; Kemoterapi dozu uygulama grubu.

Yapilan analizler sonucunda 5-Fu+GEM uygulamasinin normal ve diyabetik ARPE-19
hiicrelerinde kontrol gruplarina goére yeni bantlarin olusumuna veya var olan bantlarin
kaybolmasina neden oldugu saptandi ve bu bantlarin baz ¢ifti (bg) degerleri Tablo 13°te verildi.
Tablo 13. 5-Fu+GEM uygulamasi yapilan normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde
70PA primerinde her grup icin kontrole gore yeni olusan (Y) ve kaybolan (K) bantlar
(baz cifti)

70PA
Normal Diyabetik (diyabetik kontrole gore) Diyabetik (normal

kontrole gore)

Kontrol ICsp KD Kontrol I1Csp KD I1Cso KD
Y |- - Y |- - - -

907;770; 907;770;
736,655, 736;655; | K 620 620
620;560 620 620;907 620;560

ICso; 1Csp dozu uygulama grubu, KD; Kemoterapi dozu uygulama grubu. Y: Yeni olusan, K: Kaybolan.
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Tablo 13’e gore 70PA primerinde normal ARPE-19 hiicrelerinin kontrol grubunda 907-560
baz ¢ifti arasinda 6 adet bant saptandi. ICsp dozu grubunda kontrole gore 1 adet bandin
kayboldugu, kemoterapi dozu grubunda 2 adet bandin kayboldugu saptandi. Diyabetik ARPE-
19 hiicrelerinin kontrol grubunda 907-560 baz ¢ifti arasinda 6 adet bant saptandi. ICso dozu
grubunda kontrole gore yeni olusan veya kaybolan bant saptanmazken kemoterapi dozu
grubunda 1 adet bandin kayboldugu saptandi. Diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin bant profili
normal ARPE-19 hiicrelerinin kontrolii ile karsilastirildiginda 1Cso grubunda fark olmadigi,
kemoterapi dozu grubunda 1 adet kaybolan bant ile toplam 1 adet bant degisimi oldugu

saptandi.
GENOMIiK KALIP KARARLILIGI VE GEN TAMIiR YOLAKLARI

Calismamizda DNA hasarinin belirlenmesi amaci ile RAPD-PCR yontemi ile elde
edilen bant degisiklikleri kullanilarak genomik kalip kararliligi hesaplandi (Sekil 27). Buna
ilaveten gen tamir yolaklarindan DNA ekzoniikleaz ve uyusmazlik onarim islevli EXO1 ve

hasarli DNA’nin baz eksizyon onarimi islevli NEIL genlerinin ifadeleri de belirlendi (Sekil 28).

120 7
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100 # " Bl pivAaBETIK
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60 1
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20 T T

Kontrol IC50 KD

Sekil 27. Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicre serisinde 48 saatlik siireyle ICso ve
kemoterapi dozlarinda 5-Fu ve GEM uygulamasi sonrasi genomik kalip kararhihg (%
GTS) degerleri. n=6, veriler ortalamazstandart hata, #Uygulama vs Kontrol
karsilagtirmasi, veriler istatistik olarak farkhdir, independent sample T-testi, P<0.05. K:
Kontrol; 1C50: 0.267-6.369 pM:5-Fu-GEM; KD: kemoterapi dozu: 1300-54.4 nM:5-Fu-
GEM

Sekil 27°den de goriildiigli gibi, normal ARPE-19 hiicrelerinde genomik kalip
kararliliginin her iki uygulama dozunda da kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma
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gosterdigi (P<0.05), diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde ise kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli bir degisim gostermedigi saptandi (P=0,753). Normal ve diyabetik ARPE-19
hiicrelerinin genomik kalip kararliliklar1 karsilastirildiginda hem kontrol hem de ilag uygulanan

gruplarin birbirinden istatistiksel olarak anlamli diizeyde farkli olmadig: saptandi (P=0,484).

EXO1
€
o
— 3-
o)
[ *
T
- -
© 2
=< #
L)
- T
®© 17
= # #
w »
" -, 1
0 T [ ‘TI T
157 #
N EIL
£
z #
»O) i
o 10 # T
T
- T
©
X
hal -
= ° #
=
(]
* =l
0 T T T
Kontrol IC50 K D

Sekil 28. Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicre serisinde 48 saatlik siireyle ICso ve
kemoterapi dozlarinda 5-Fu ve GEM uygulamasi sonras1 qRT-PCR ile belirlenen EXO1
ve NEIL gen ifadelerine ait relatif kat degisim degerleri. Tim veriler GAPDH mRNA
ifadesi ile normalize edilmistir. n=4, veriler ortalamaztstandart hata, # Uygulama vs
Kontrol karsilastirmasi, veriler istatistik olarak farkhdir, tek-yonlii ANOVA, Tukey HSD
testi, P<0.05, * Normal vs Diyabet karsilastirmasi, ortalamalar istatistik olarak farkhdir,
independent sample T-testi, P<0.05. K: Tasit kontrol; IC50: 0.267-6.369 pM:5-Fu-GEM;
KD: kemoterapi dozu: 1300-54.4 pM:5-Fu-GEM

EXOL1 gen ifadesinin hem normal hem de diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde her iki

uygulama konsantrasyonunda kendi kontrollerine gore istatistiksel olarak anlamli azalma
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gosterdigi belirlendi (Sekil 28; P<0.01). Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde EXO1 gen
ifadesi karsilastirildiginda kontrol ve kemoterapi dozu uygulamasinda diyabetik ARPE-19
hiicrelerinin normal ARPE-19 hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek gen

ifadesine sahip oldugu saptand1 (P<0.05).

NEIL gen ifadesinin hem normal hem de diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde her iki
uygulama konsantrasyonunda kendi kontrollerine gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis
gosterdigi belirlendi. (P<0.05). Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde NEIL gen ifadesi
karsilastirildiginda 1Csp uygulamasinda diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin normal ARPE-19
hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek gen ifadesine sahip oldugu

belirlendi (P=0,029).
TALI GORUNTU TABANLI SITOMETRE ANALIZI

Calisma kapsaminda 5-Fu ve GEM kemoterapi ilaglarinin kombine olarak uygulandigi
normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin canli, 6lii ve apoptotik hiicre oranina etkisi Tali
Goriintii Tabanli Sitometre ile analiz edildi. Bu yonteme gére Anneksin V ve Propidyum iyodid
ile muamele edilen normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin kontrol ve uygulama
gruplarindaki hiicreler canli, 6lii ya da apoptotik olma durumlarina gére boyandi. Canli hiicreler
bu boyalar tarafindan boyanmazken, olii hiicreler Anneksin V' ve Propidyum iyodid ile
boyanarak kirmizi (Anneksin V-/PI+) veya sart (Anneksin V+/PI+) sinyal verdi. Apoptotik
hiicreler ise yesil sinyal (Anneksin V+/PI-) verdi.

5-Florourasil ve Gemsitabin kemoterapi ilaglarinin kombine olarak uygulandigi normal
ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde uygulama dozlarinin 48 saat sonraki canli, 6lii ve apoptotik
hiicre yiizdelerine etkisi Sekil 29°da verildi. Tali goriintii tabanli sitometre analizi ile yapilan
calisma sonucu boyanan hiicreler daire seklinde gosterildi. Sekilde canli hiicreler mavi daire,

Ol hiicreler kirmizi veya sar1 daire ve apoptotik hiicreler yesil daire ile gosterildi.

Yapilan analiz sonucunda normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin canli, 6li ve
apoptotik hiicre oranlarinin kontrol grubunda birbirinden istatistiksel olarak anlamli fark
gostermedigi saptandi. IC50 ve kemoterapi dozlarinda ise canli hiicre oraninin normal ARPE-
19 hiicrelerinde diyabetiklere gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek, 6lii ve apoptotik
hiicre oranimnin ise diisiik oldugu saptandi (Sekil 29). En fazla 6lii hiicre oraninin diyabetik
ARPE-19 hiicrelerinin kemoterapi dozu uygulama grubunda (%57,66+9,09) ve en diisiik oranin
ise normal ARPE-19 hiicrelerinin kontrol grubunda (%10,50+2,88) oldugu belirlendi.
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Apoptotik hiicre oranlar1 incelendiginde yiiksek apoptotik hiicre oraninin diyabetik ARPE-19
hiicrelerinin ICsg dozu uygulama grubunda (%22+7,66) ve en diisiik apoptotik hiicre oraninin

diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin kontrol grubunda (%7,16+2,71) oldugu saptandi.
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Sekil 29. Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde 5-Fu ve GEM kombinasyonunun
uygulandigi gruplarda Annexin V ve Propidyum Iyodiir (PI) boyama sonucu isima
vermeyen canli, 6lii, apoptotik hiicrelerin yiizdesi. N=6, ortalamatstandart hata.
*Uygulama vs Kontrol karsilastirmasi, veriler istatistik olarak farkhdir, tek-yonlii
ANOVA, Tukey HSD testi, P<0.05, #Normal vs Diyabet karsilastirmasi, ortalamalar
istatistik olarak farkhdir, independent sample T-testi, P<0.05. NK, NKD: Tasit kontrol;
NIC50, DIC50: 0.267-6.369 puM:5-Fu-GEM; NKD, DKD: kemoterapi dozu: 1300-54.4
pM:5-Fu-GEM. Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicre serisinde Annexin V ve Propidyum

Iyodiir (PI) boyamasi sonucu boyanan hiicrelerin gosterimi
65



Tali goriintii tabanli sitometre analizi ile yapilan ¢alisma sonucu 5-Fu ve GEM
kombinasyon uygulamasi yapilan normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde 48 saat sonraki
uygulama sonucu boyanan hiicrelerin toplam sayilan hiicrelere oranla canli, 6li ve apoptotik

hiicre yiizdelerinin tablo olarak gosterimi Tablo 14°te verildi.

Tablo 14. Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicre serisinde 5-Fu ve GEM kombinasyonunun

uygulandigi gruplarda Tali sitometre ile belirlenen canli, 6lii ve apoptotik hiicre yiizdeleri

(n=6, ortalama+SH)

% Canh % Olii % Apoptotik Toplam Hiicre Sayisi
Kontrol 79,66+2,65 10,50+2,88 9,83+2,31 12723
Normal ICso  62,50+7,14 26,50+5,71  11,00+3,84 15842
KD 44,83+3,25 46,33+2,06 8,83+3,12 8206
Kontrol 81,00+3,34 11,66+1,96 7,16+2,71 9378
Diyabetik ICso  40,66+4,67 37,50+£9,18 22,00+7,66 4340
KD 23,16+4,79 57,66+9,09 19,16+8,18 2380

ICso; 1Csp dozu uygulama grubu, KD; Kemoterapi dozu uygulama grubu.

GEN EKSPRESYON ANALIZLERi

Calismamizda normal ve diyabetik ARPE-19 hiicre serisinde 5-Fu ve GEM
kombinasyonunun uygulandig1 gruplarda SOD, SOD2, KAT, GPX, GST, ABCCI1, ABCC2,
HSP60, HSP70, p53, BCL2, BAX, SIT-C, APAF1, KASPAZ3, TNF-a, FAS, TRAIL,
KASPAZ8 gen ifadelerinde meydana gelen degisimler kantitatif gercek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu (QRT-PZR) metodu ile belirlendi. Madde uygulamasi yapilan gruplarin gen
ifadelerinde kontrol, ICso ve kemoterapi doz gruplart kendi aralarinda kiyasla belirlenen
degisiklikler (4 tekrar olmak {izere) calismaya alindi ve istatiksel degerlendirmeleri yapildi.
Farkli harf ile gosterilen gruplarda ortalamalar kontrole gore istatiksel olarak farkli olarak ifade
edildi (ANOVA, Tukey HSD testi, P<0.05) Endojen kontrol geni olarak GAPDH geni
kullanildi.

Antioksidan Enzim (SOD1, SOD2, KAT, GPX) Gen ifadeleri

Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicre serisinde 5-Fu ve GEM uygulamasi ile SOD1,
SOD2, KAT, GPX genlerinin ifadesinde meydana gelen degisimler Sekil 30°da verildi.
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Sekil 30. Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicre serisinde 48 saatlik siireyle ICso ve
kemoterapi dozlarinda 5-Fu ve GEM uygulamasi sonrasi, qRT-PCR ile belirlenen SOD1,
SOD2, KAT ve GPX gen ifadelerine ait relatif kat degisim degerleri. Tiim veriler GAPDH
mRNA ifadesi ile normalize edilmistir. n=4, veriler ortalamazstandart hata, # Uygulama
vs Kontrol karsilastirmasi, veriler istatistik olarak farkhdir, tek-yonlii ANOVA, Tukey
HSD testi, P<0.05, *Normal vs Diyabet karsilastirmasi, ortalamalar istatistik olarak
farkhdir, independent sample T-testi, P<0.05. IC50: 0.267-6.369 pM:5-Fu-GEM; KD:
kemoterapi dozu: 1300-54.4 pM:5-Fu-GEM

SOD1 gen ifadesinin normal ARPE-19 hiicrelerinde ICso ve kemoterapi dozlarinda,
diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde ise sadece kemoterapi dozunda kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli artis gosterdigi saptandi1 (P<0.01). Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde
SOD1 gen ifadesi karsilastirildiginda, kontrol ve ICsp dozlarinda diyabetik ARPE-19
hiicrelerinin normal ARPE-19 hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik gen
ifadesine sahip oldugu goriildii (P<0.01). SOD2 gen ifadesinin normal ARPE-19 hiicrelerinde
her iki uygulama konsantrasyonunda, diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde ise sadece kemoterapi
dozunda kontrole gore istatistiksel olarak anlaml artis gosterdigi saptandi (P<0.05). Normal ve
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diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin SOD2 gen ifadesi karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark olmadig: belirlendi.

Katalaz gen ifadesinin normal ARPE-19 hiicrelerinde her iki uygulama grubunda da
kontrole gore anlamli artis gosterirken, diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde ise sadece kemoterapi
dozunda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli artig saptandi (P<0.01). Normal ve diyabetik
ARPE-19 hiicrelerinde KAT gen ifadesi karsilastirildiginda kemoterapi dozu uygulamasinda
diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin normal ARPE-19 hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli

diizeyde yiiksek gen ifadesine sahip oldugu belirlendi (P<0.05).

Glutatyon peroksidaz gen ifadesinin hem normal hem de diyabetik ARPE-19
hiicrelerinde her iki uygulama konsantrasyonunda kendi kontrollerine gére anlamli artis
gosterdigi belirlendi (P<0.01). Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde GPX gen ifadesi
karsilastirildiginda, her iki uygulama grubunda da diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin normal
ARPE-19 hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek gen ifadesine sahip
oldugu saptandi (P<0.01).

Detoksifikasyon Pompalar1t ABCC1, ABCC2, GST Gen ifadesi

Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicre serisinde 5-Fu ve GEM uygulamasi ile ABCC1,
ABCC2, GST genlerinin ifadesinde meydana gelen degisimler Sekil 31°de verildi.
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Sekil 31. Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicre serisinde 48 saatlik siireyle ICso ve
kemoterapi dozlarinda 5-Fu ve GEM uygulamasi sonrasi, qRT-PCR ile belirlenen
ABCC1, ABCC2, GST gen ifadelerine ait relatif kat degisim degerleri. Tiim veriler
GAPDH mRNA ifadesi ile normalize edilmistir. n=4, veriler ortalamazstandart hata,
#Uygulama vs Kontrol karsilastirmasi, veriler istatistik olarak farkhdir, tek-yonlii
ANOVA, Tukey HSD testi, P<0.05, * Normal vs Diyabet karsilastirmasi, ortalamalar
istatistik olarak farkhdir, independent sample T-testi, P<0.05. IC50: 0.267-6.369 pnM:5-

Fu-GEM; KD: kemoterapi dozu: 1300-54.4 pM:5-Fu-GEM
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ABCC1 gen ifadesinin normal ARPE-19 hiicrelerinde 1Cso dozunda kontrole gore fark
gostermedigi, kemoterapi dozu uygulanan grupta ise kontrolden istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diisiik oldugu saptandi (Sekil 31; P<0.05). Diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde ise gen
ifadesinin 1Cso dozu uygulamasinda kontrole gore anlamli artis gosterirken, kemoterapi
dozunda kontrole gore azaldigi belirlendi (P<0.05). Normal ve diyabetik ARPE-19
hiicrelerinde ABCC1 gen ifadesi karsilastirildiginda 1Cso ve kemoterapi dozlarinda diyabetik
ARPE-19 hiicrelerinin normal ARPE-19 hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde

yiiksek ABCC1 gen ifadesine sahip oldugu saptandi (P<0.05).

ABCC2 gen ifadesinin hem normal hem de diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde her iki
uygulama konsantrasyonunda kendi kontrollerine gore anlamli diizeyde artis gosterdigi

saptand1 (Sekil 31; P<0.05). Buna ilaveten diyabetik hiicrelerin normal hiicrelerden anlaml

diizeyde diisiik ABCC2 gen ifadesine sahip oldugu belirlendi (P<0.05).

GST gen ifadesinin hem normal hem de diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde her iki
uygulama konsantrasyonunda kendi kontrollerine gore anlamli diizeyde artis gosterdigi
belirlendi (Sekil 31; P<0.05). Buna ilaveten kontrol ve kemoterapi dozunda diyabetik ARPE-
19 hiicrelerinin normal ARPE-19 hiicrelerinden anlamli diizeyde diisiikk gen ifadesine sahip

oldugu saptandi (P<0.01).
Isisok Proteinleri HSP60, HSP70 Gen ifadesi

Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicre serisinde 5-Fu ve GEM uygulamasi ile HSP60 ve
HSP70 genlerinin ifadesinde meydana gelen degisimler Sekil 32°de verildi.
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Sekil 32. Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicre serisinde 48 saatlik siireyle ICso ve
kemoterapi dozlarinda 5-Fu ve GEM uygulamasi sonrasi, qRT-PCR ile belirlenen HSP60,
HSP70 gen ifadelerine ait relatif kat degisim degerleri. Tiim veriler GAPDH mRNA
ifadesi ile normalize edilmistir. n=4, veriler ortalamazstandart hata, # Uygulama vs
Kontrol karsilastirmasi, veriler istatistik olarak farkhdir, tek-yonlii ANOVA, Tukey HSD
testi, P<0.05, * Normal vs Diyabet karsilastirmasi, ortalamalar istatistik olarak farkhdir,
independent sample T-testi, P<0.05. IC50: 0.267-6.369 pM:5-Fu-GEM; KD: kemoterapi
dozu: 1300-54.4 pM:5-Fu-GEM

HSPG60 gen ifadesinin diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde kemoterapi dozu uygulamasinda
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli artig gosterdigi belirlendi (P<0.05). Normal ve
diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin HSP60 gen ifadesi karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark olmadigi belirlendi. HSP70 gen ifadesinin normal ARPE-19 hiicrelerinde her
iki uygulama konsantrasyonunda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli artis gosterirken,
diyabetik hiicrelerde ise sadece ICsp uygulamasinda anlaml artis saptandi1 (P<0.01). Normal ve
diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde HSP70 gen ifadesi karsilastirildiginda, diyabetik ARPE-19
hiicrelerinin kontrol grubunda normal hiicrelerden anlamli diizeyde yiiksek ve 1Cso grubunda

ise diisiik gen ifadesine sahip oldugu belirlendi (P<0.05).
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Mitokondriyal Apoptoz Yolag: Proteinleri P53, BCL-2, BAX, SIT-C, APAF-1, CASP3
Gen ifadesi

Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicre serisinde 5-Fu ve GEM uygulamasi ile P53, BCL-
2, BAX, SIT-C, APAF-1, CASP3 genlerinin ifadesinde meydana gelen degisimler Sekil 33’te

verildi.
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Sekil 33. Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicre serisinde 48 saatlik siireyle ICso ve
kemoterapi dozlarinda 5-Fu ve GEM uygulamasi sonrasi, qRT-PCR ile belirlenen P53,
BCL-2, BAX, SIT-C, APAF-1, CASP3 gen ifadelerine ait relatif kat degisim degerleri.
Tiim veriler GAPDH mRNA ifadesi ile normalize edilmistir. n=4, veriler
ortalamaxstandart hata, # Uygulama vs Kontrol karsilastirmasi, veriler istatistik olarak
farkhdir, tek-yonli ANOVA, Tukey HSD testi, P<0.05, * Normal vs Diyabet
karsilastirmasi, ortalamalar istatistik olarak farkhdir, independent sample T-testi,
P<0.05. IC50: 0.267-6.369 pM:5-Fu-GEM; KD: kemoterapi dozu: 1300-54.4 pM:5-Fu-

GEM
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P53 gen ifadesinin normal ARPE-19 hiicrelerinde her iki uygulama konsantrasyonunda
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli artis (Sekil 33; P<0.05), diyabetik ARPE-19
hiicrelerinde ise sadece kemoterapi dozunda kontrole gore anlamli diizeyde artis belirlendi
(P<0.05). Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin p53 gen ifadelerinin birbirinden anlamli

bir fark géstermedigi saptandi.

BCL2 gen ifadesinin normal ARPE-19 hiicrelerinde her iki uygulama
konsantrasyonunda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik oldugu, diyabetik
hiicrelerde ise kontrole gore anlamli bir degisim gostermedigi belirlendi (P<0.05). Buna
ilaveten normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin BCL2 gen ifadeleri karsilastirildiginda

aralarinda istatistiksel olarak anlaml bir fark olmadig: saptandi (Sekil 33).

BAX gen ifadesinin hem normal hem de diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde her iki
uygulama konsantrasyonunda da kendi kontrollerine gore anlamli diizeyde artis gosterdigi
belirlendi (P<0.05). BAX ifadesinin en yiiksek degerinin kemoterapi dozu uygulanan diyabetik
ARPE-19 hiicrelerinde kontrole gore 28 kat oldugu saptandi. Bununla birlikte normal ve
diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin BAX gen ifadesi karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmadigi belirlendi (Sekil 33).

SIT-C gen ifadesinin normal ARPE-19 hiicrelerinde her iki uygulama
konsantrasyonunda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli artis gosterdigi belirlendi
(P<0.05). Kontrol uygulamasinda diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin SIT-C gen ifadesinin
normal ARPE-19 hiicrelerinden anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (P<0.05).

APAF1 gen ifadesinin hem normal hem de diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde kemoterapi
dozunda kendi kontrollerine gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis gosterdigi belirlendi
(sirast ile 5,80 kat ve 10,86 kat; P<0.01). Buna ilaveten normal ve diyabetik hiicrelerin gen
ifadelerinde sadece kemoterapi dozunda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu ve diyabetik
ARPE-19 hiicrelerinin normal hiicrelere gore yiiksek APAF1 gen ifadesine sahip oldugu
saptand1 (Sekil 33; P<0.05).

Kaspaz 3 gen ifadesinin hem normal hem de diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde her iki
uygulama konsantrasyonunda kendi kontrollerine gore istatistiksel olarak anlamli artis
gosterdigi belirlendi (P<0.01). Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde kaspaz 3 gen ifadesi
karsilastirildiginda diyabetik hiicrelerin normal hiicrelere gore anlamli diizeyde yiiksek gen
ifadesine sahip oldugu vegdz tiim uygulamalarda istatistiksel olarak anlaml artis gosterdigi
saptand1 (P<0.05).
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Dissal Apoptoz Yolag Proteinleri TNF-a, FAS, TRAIL, CASP8 Gen Ifadesi

Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicre serisinde 5-Fu ve GEM uygulamasi ile TNF-a,
FAS, TRAIL, CASP8 genlerinin ifadesinde meydana gelen degisimler Sekil 34’te verildi.
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Sekil 34. Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicre serisinde 48 saatlik siireyle ICso ve
kemoterapi dozlarinda 5-Fu ve GEM uygulamasi sonrasi, qRT-PCR ile belirlenen TNF-
a, FAS, TRAIL, CASP8 gen ifadelerine ait relatif kat degisim degerleri. Tiim veriler
GAPDH mRNA ifadesi ile normalize edilmistir. n=4, veriler ortalamazstandart hata, #
Uygulama vs Kontrol karsilastirmasi, veriler istatistik olarak farkhdir, tek-yonlii
ANOVA, Tukey HSD testi, P<0.05, * Normal vs Diyabet karsilastirmasi, ortalamalar
istatistik olarak farkhdir, independent sample T-testi, P<0.05. IC50: 0.267-6.369 pM:5-
Fu-GEM; KD: kemoterapi dozu: 1300-54.4 pM:5-Fu-GEM

TNF-o gen ifadesinin normal ARPE-19 hiicrelerinde hem ICso (kontrole gore 28 kat)
hem de kemoterapi (kontrole gore 18.6 kat) dozunda anlamli artis gosterdigi belirlendi
(P<0.05). Diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde ise sadece kemoterapi dozunda kontrole gore 17

kat olmak tizere istatistiksel olarak anlamli artis saptandi (P<0.05). Normal ve diyabetik
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hiicreler karsilagtirildiginda, 1Cso dozunda normal hiicrelerde TNF-o gen ifadesinin diyabetik

hiicreden anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (P<0.05).

FAS gen ifadesinin hem normal hem de diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde her iKi
uygulama konsantrasyonunda kendi kontrollerine gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
arttig1 belirlendi (P<0.05). Normal ve diyabetik hiicrelerin FAS gen ifadesi karsilastirildiginda
diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin normal ARPE-19 hiicrelerine gore kontrol ve ICso
uygulamalarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik gen ifadesine sahip oldugu

belirlendi (P<0.05).

TRAIL gen ifadesinin hem normal hem de diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde her iki
uygulama konsantrasyonunda kendi kontrollerine gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artig
gosterdigi saptandi (P<0.01). Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde TRAIL gen ifadesi
karsilastirildiginda diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin tiim konsantrasyonlarda normal ARPE-19
hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek gen ifadesine sahip oldugu

belirlendi (P<0.05).

Kaspaz-8 gen ifadesinin hem normal hem de diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde her iki
uygulama konsantrasyonunda kendi kontrollerine gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artig
gosterdigi saptandi (P<0.01). Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin Kaspaz-8 gen ifadesi

karsilagtirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmedi.

FLORESAN MIiKROSKOP ANALIZLERI

Calismamizda oksidatif stres ve apoptoz molekiiler diizeyde belirlenmis buna ilaveten
molekiiler problar kullanilarak floresans mikroskobi ile de gosterilmistir (Sekil 35 ve 36). Bu
amagla yapilan CM-H2-DCFDA boyamasinda kontrol ve uygulama gruplarinda reaktif oksijen
tiirleri hem morfolojik hem de kantitatif olarak Sekil 35’te goriilmektedir. Buna gore diyabetik
hiicrelerin reaktif oksijen tiirlerinin ICsp dozunda normal hiicrelere gore anlamli diizeyde

yiiksek, kemoterapi dozunda ise diisiik oldugu saptand: (independent sample T-testi, P<0.01).
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Sekil 35. Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicre serisinde 24 saatlik siireyle ICso ve
kemoterapi dozlarinda 5-Fu ve GEM uygulamasi sonrasi1 oksidatif stres seviyelerinin
tespiti (CM-H2-DCFDA ile yesile boyandi) ve toplam diizeltilmis hiicresel floresans
(TCCF) yogunlugu, kontrol grubu seviyeleri ile normalize edildi ve kat artis1 olarak
gosterildi. N=45, veriler ortalamazstandart hata. ** Normal vs Diyabet karsilastirmasi,
ortalamalar istatistik olarak farkhdir, independent sample T-testi, P<0.01. N: Normal
ARPE-19 hiicresi; D: Diyabetik ARPE-19 hiicresi; 1C50: 0.267-6.369 pM:5-Fu-GEM;
KD: kemoterapi dozu: 1300-54.4 pM:5-Fu-GEM

Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerindeki 24 saatlik siireyle 5-Fu+GEM’in ICsg Ve
kemoterapi dozlarinda uygulanmasi sonrasi apoptotik hiicrelerdeki yogunlasmis c¢ekirdekleri
ayirt etmek icin NucBlue™ ve apoptotik hiicrelerdeki temel morfolojik degisiklikler ile birlikte
aynt zamanda apoptotik ve nekrotik hiicreleri ayirt etmek i¢in AO:EB floresan boyalari
kullanild1 (Sekil 36). Sekil 36°da normal ve diyabetik ARPE-19 hiicre serisinde 24 saatlik
stireyle ICso ve kemoterapi dozlarinda 5-Fu ve GEM uygulamasina bagli apoptotik hiicrelerdeki
yogunlasmis c¢ekirdek yapilar1 ve hiicre membraninda meydana gelen degisiklikler ile birlikte

apoptotik cisimlerin olusumu goriilmektedir.
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Normal Diyabetik

NucBlue™ AO:EB NucBlue™ AO:EB

5-Florourasil + Gemsitabin

Sekil 36. Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicre serisinde 24 saatlik siireyle ICso ve
kemoterapi dozlarinda 5-Fu ve GEM uygulamasi sonras1 NucBlue ™ ile maviye boyanan
apoptotik hiicre c¢ekirdeklerinin ve AO:EB ile kirmizi boyanan apoptotik hiicrede
bozulan membran biitiinliigiiniin ve yesile boyanan apoptotik cisimlerin floresan
mikroskobu ile gosterimi. IC50: 0.267-6.369 nM:5-Fu-GEM; KD: kemoterapi dozu: 1300-
54.4 pM:5-Fu-GEM

YARA IYILESME DENEYIi

Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerine 5-Fu+GEM’in ICsop ve kemoterapi
dozlarinda uygulanmasi sonrasi ¢izik ile yara olusturulmus flasklar 0. saatten itibaren 30. saate

kadar her 6 saatte bir mikroskop altinda goriintiilenerek fotograf ¢ekimi yapildi (Sekil 37).
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Sekil 37. Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicre serisinde kontrol, 1Cso ve kemoterapi
dozlarinda 5-Fu ve GEM uygulamasi sonrasi 0. ve 30. saatlerinde go¢ eden hiicrelerin
hiicre gocii goriintiileri ve hiicre gocii yiizdesi. n=4, veriler ortalamazstandart hata. *
Normal vs Diyabet karsilastirmasi, ortalamalar istatistik olarak farkhdir, independent
sample T-testi, P<0.05. IC50: 0.267-6.369 nM:5-Fu-GEM; KD: kemoterapi dozu: 1300-
54.4 pM:5-Fu-GEM

Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin tagit madde uygulanan kontrol gruplarinda
yara iyilesmesi incelendiginde normal hiicrelerde 30. saatte yara iyilesmesinin %81,49+1,46
iken, diyabetik hiicrelerde %57,74+2,42 oldugu ve istatistiksel olarak anlamli diizeyde farkli
oldugu saptand1 (independent sample T-testi, P<0.01). Yine ICsp dozunda 5-Fu+GEM
uygulamasi yapilan normal ve diyabetik hiicrelerde yara iyilesmesi oraninin istatistiksel olarak
anlamli fark ve normal hiicrelerde %49,23+3,57 iken diyabetik %36,39+2,25 oldugu belirlendi
(independent sample T-testi, P<0.05). Kemoterapi dozu uygulama grubunda 30. saatte hem

normal hem de diyabetik hiicrelerde yara iyilesmesi olmadigi saptandi.
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WESTERN BLOT PROTEIN ANALIZI

Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde 48 saatlik 5-Fu+GEM’in kontrol, ICso ve
kemoterapi dozlarinin uygulandigi gruplarda BAX, BCL2 ve Kaspaz3 proteinlerinin ifade
seviyelerini belirlemek amaci ile endojen kontrol olarak B-Aktin kullanilarak yapilan Western
blot analizinde BCL2, BAX, Kaspaz3 protein ifadelerindeki degisimler Sekil 38 ve Sekil 39°da

verildi.

Normal Diyabetik
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Sekil 38. Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicre serisinde 5-Fu+GEM’in uygulandig
kontrol, 1Cso ve kemoterapi dozu gruplarinda B-Aktin, BCL2, BAX, Kaspaz3 protein
bantlarimin goriintiisii K: Kontrol grubu, 1Cso; 1Cso dozu uygulama grubu, KD;

Kemoterapi dozu uygulama grubu

Buna gore, BCL2 protein ifadesinin normal hiicrelerde uygulama gruplarinda kontrole
gore azaldigi, diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde ise 1Cso konsantrasyonunda kendi kontroliine

gore artt1ig1, kemoterapi dozunda ise degismedigi belirlendi.
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BAX protein seviyelerinde normal ARPE-19 hiicrelerinde hem ICso hem de kemoterapi
dozu uygulamalarinda kontrole gore artig diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde ise sadece ICso

uygulamasinda artis saptandi.

Kaspaz3 protein seviyelerinin ise hem normal hem de diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde

ICs0 ve kemoterapi dozu uygulamalarinda kontrole gore artig gosterdigi belirlendi.

mBCL2
2,50 mBAX
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-
=
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Sekil 39. Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicre serisinde 5-Fu ve GEM kombinasyonlarin
uygulandigi kontrol, 1Cso ve kemoterapi dozu gruplarinda BCL2, BAX, Kaspaz3 protein

seviyelerinin relatif kat artis grafigi 1Cso; 1Cso dozu uygulama grubu, KD; Kemoterapi

dozu uygulama grubu
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TARTISMA

Kanser tedavisinde tek bir ajan ile kemoterapi tedavisi uygulanmasinin diigiik etkinlikte
olmasi halinde kombine tedaviler tercih edilmektedir. Giiniimiizde, bu kombine tedavilerin
basarili sonuglar verdigi bilinmektedir (172). Gemsitabin+5-Florourasil (GEM+5-Fu) kombine
tedavisi kolorektal, pankreas, safra, meme, bas ve boyun dahil olmak {izere ¢esitli kanser
tiirlerinde kullanilmaktadir (165). Bir floropirimidin analogu ve antimetabolit olan 5-Fu hiicre
dongiisiinin S ve G2 fazinda DNA ve RNA’ya dahil olarak niikleik asitlerin normal
fonksiyonlarini se¢ici olarak inhibe eder (16). Buna ek olarak, 5-Fu deoksiniikleotit havuzunda
bir dengesizlik meydana getirerek DNA sentezini ve DNA’nin onarimini bozarak oldiiriicii
DNA hasarina neden olabilmektedir (17). GEM ise DNA’y1 olusturan niikleotidlerin
olusumunu engelledigi bilinen bir antimetabolik sitotoksindir (20). Niikleosid analoglari, her
bir ilacin trifosfatindan sonra DNA iplik¢iginin uzamasimmi dogrudan sona erdirerek ve
riboniikleotid rediiktazi inhibe ederek hiicresel dNTP'leri azaltir bdylece hiicresel DNA
sentezini inhibe ederler (21-23). Sistemik antikanser ilaglar1 toksik maddeler olup korunmus bir
bolge olarak kabul edilen gozler, bu sitotoksik ajanlara karsi yliksek seviyede hassasiyet
gostermektedirler. Kanser kemoterapi tedavisi tarafindan meydana getirilen bu okiiler toksisite
g6zlin anatomik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinde 6nemli hasarlara neden olmaktadir
(8). Diyabetli hastalarda uzun siireli hiperglisemik ortama maruz kalan retina incelmeye baslar
ve dolayisiyla digtaki kan-retina bariyeri zarar goriir. Retina metabolik olarak oldukg¢a aktif bir
doku oldugundan retinal pigment epitel hiicrelerinde bulunan glukoz ve monokarboksilat
tastyicilart géorme fonksiyonu igin onemlidir (173). Bununla birlikte diyabet ve adjuvant
kemoterapi gibi etkiler optik noéropatinin edinsel toksik tiplerini icermektedir (174). Buna
ilaveten, retinal vaskiiler bir hastalik olarak kabul edilen diyabetik retinopati ise 40 yas ve iistii
diyabetli hastalarin yaklasik %40’ 1nda goriilmektedir. Epidemiyolojik ¢aligmalar tip 1 diyabetli
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hastalarin %70’inde 30 yil igerisinde proliferatif diyabetik retinopatinin goriilebilecegini
bildirmektedir (175). Gemsitabin+5-Fu’nun kombine olarak uygulandig: safra yollar1 ve ileri
pankreas kanseri tedavisinde; GEM 1000 mg/m? ve 5-Fu 600 mg/m? dozlarinda intravendz
olarak kullanilmaktadir (166, 167, 176). Bununla birlikte bu iki kemoterapi ajaninin tek basina
olacak sekilde kullaniminin hem diyabet hastas1 olmayan hem de diyabetik bireylerde okiiler
dokularda yan etkilerinin oldugu gosterilmistir (16, 177-180). Bu ¢alismada GEM ve 5-Fu’nun
kombine olarak kullaniminin diyabetik ve normal insan retinal pigment epitel hiicrelerinde
(ARPE-19) hiicre canliligi, DNA polimorfizmi, genomik kalip kararliligi, oksidatif stres ve
mitokondriyal apoptoz gen/protein ekspresyonlari ve yara iyilesmesi {izerine etkisinin

belirlenmesi ve karsilastirilmas: amaclandi.

Calismamizda ilk olarak normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde 5-Fu ve
Gemsitabin kombine uygulamasinin ICso degeri belirlendi. Buna gore, normal ARPE-19
hiicrelerinde ICsp degerleri 5-Fu ve GEM igin sirasi ile 0,267 uM ve 6,369 uM, diyabetik
hiicrelerde ise 0,119 uM ve 2,832 uM olarak hesaplandi (Sekil 16). Uygulama siiresinin
belirlenmesi igin 24 ve 48 saatlik uygulamalarin sonunda istatistiksel degerlendirme sonucunda
en etkili uygulama siiresinin 48 saat oldugu saptandi ve calismalara 48 saatlik uygulama

yapilarak devam edildi.

Yapilan calismalarda retina pigment epitel hiicrelerinde paklitakselin 1Cso degeri 3.0 nM
olarak bildirilmistir (181). Yine ARPE-19 hiicre hattina Sisplatin+5-Fu kombinasyonu
uygulanmis ve ICso degeri 5-Fu igin 56,42 uM, sisplatin i¢in 2,45 uM olarak bulunmustur (182).
Buna ilaveten, RPE hiicrelerine uygulanan topotekan, etoposid, doksorubisin ve daunorubisin
kemoterapi ilaglarmin ICsp degerleri sirasiyla 0.1-1, 1-10, <0.1,ve <0.1 pg/ml olarak
bildirilmistir (183). Baska bir ¢alismaya gore ise 5-Fu uygulamasinin ARPE-19 hiicrelerindeki
ICso degeri 20 uM olarak bulunmustur (184).

Calismamizda normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerine ait 1Cso ve kemoterapi dozu
uygulamalarinin canli, 6lii ve apoptotik hiicre orani ilizerine etkilerini belirlemek amaciyla
yapilan TALI goriintii tabanli sitometri analizi ile kontrol ve uygulama gruplaridaki canli, 6lii

ve apoptotik hiicre sayilar1 ve yiizdeleri belirlendi (Sekil 29).

Calismamizda 5-Fu ve GEM kombinesinin uygulandigi normal ve diyabetik ARPE-19
hiicrelerinde, TALI gériintii tabanl sitometri analizi ile kullanilan canli, 6lii, apoptotik hiicre
oranlarinda degisim gozlenmekle birlikte en etkili uygulama dozunun kemoterapi dozu oldugu
goriildi. Buna gore, normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde ICso dozu uygulamasinda canli

hiicre orani sirastyla %62,50+7,14 ve %40,66+4,67, 6lii hiicre orani sirastyla %26,50+5,71 ve
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%37,5049,18, apoptotik hiicre oran1 sirastyla %11,00+3,84 ve %22,00+7,66 olarak saptandi.
Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde kemoterapi dozu uygulamasinda canli hiicre orani
sirastyla %44,83+£3,25 ve %23,16+4,79 olarak, 6l hiicre orani sirasiyla %46,33+2,06 ve
%57,66+9,09 olarak, apoptotik hiicre oranmi sirasiyla %8,83+3,12 ve %19,16+8,18 olarak
saptandi. TALI goriintii tabanli sitometri analizi calismasinda elde edilen veriler dogrultusunda
diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde normal ARPE-19 hiicrelerine gore her uygulama grubunda,
canli hiicre oranimin daha diisiik oldugu, 6lii ve apoptotik hiicre oranlarinin ise daha yiiksek
oldugu gortldi (Tablo 14). Bu veriler 1s18inda 5-Fu ve GEM kombine uygulamasinin normal
ARPE-19 hiicrelerine gore diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde daha etkili oldugu diisiiniildii.

Calismamizda antioksidan enzimlerden SOD1, SOD2, KAT ve GPX gen ifadelerinin
ICs0 dozunda normal hiicrelerde arttigi, diyabetik hiicrelerde ise sadece GPX ekspresyonunun
arttig1 belirlendi (Sekil 30). Kemoterapi dozunda ise hem normal hem diyabetik ARPE-19

hiicrelerinin antioksidan enzim gen ifadelerinde anlaml artiglar saptandi.

Retinal pigment epitel hiicrelerinin reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonunda ve
oksidatif hasardan korunmada etkili bir antioksidan savunma sistemine sahip oldugu 6zellikle
Mn-SOD, Cu-Zn-SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon-S-transferazlar gibi
antioksidan enzimler bakimindan zengin oldugu bildirilmistir (185-187). Katalaz ve SOD,
stiperoksitlere ve H>Oxz'ye karsi koruma mekanizmalari igin 6nemlidir ¢linkii bu enzimler reaktif
tirleri dogrudan disariya atarlar (188). Yapilan ¢alismalarda insan korneal epitel hiicresinde
SOD1 gen ifadesinin Zidovudin antiviral ilaci ile artis gosterdigi bildirilmistir (189). Kanwar
ve ark. (132) streptozotosinin, diyabetik ve normal farelerin retinalarindan izole edilmis
mitokondrilerde  siiperoksit seviyelerine etkisini arastirmis ve diyabetik retina
mitokondrilerinde siiperoksit seviyelerinin dnemli l¢iide arttigini bildirmiglerdir. Diyabette
artan MnSOD ekspresyonunun, retinay1 diyabetik kosullar altinda artan oksidatif hasardan
korudugu rapor edilmistir (142, 190).

Bizim ¢alismamizda normal ve diyabetik retinal pigment epitel hiicrelerinde antioksidan
enzimlerin gen ifadelerinde meydana gelen degisimler yapilan uygulamalar sonucunda
hiicrelerde artan reaktif oksijen tiirlerinin zararsiz hale getirilmesi i¢in antioksidan sistemin
aktive oldugunu diislindiirdii. Buna ilaveten diyabetik hiicrelerde SOD1, KAT ve GPX gen
ifadelerinin normal hiicrelere gore anlamli diizeyde daha yiiksek olmasi bu hiicrelerin maruz
kaldig1 yiiksek glisemik ortam sonucunda daha yiliksek oranda strese maruz kaldigini

diistindiirdii. SOD2 yani mitokondriyal MnSOD gen ifadesinin ise normal ve diyabetik
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hiicrelerde benzer ekspresyon gostermesi her iki hiicrenin de benzer diizeyde mitokondriyal
oksidatif strese maruz kaldigini diigiindiirdii. Buna ilaveten reaktif oksijen tiirlerinin floresan
mikroskobik goriintii analizinde ICso dozu uygulamasinda normal retinal pigment epitel
hiicrelerinin reaktif oksijen tiir diizeyinin diyabetik hiicrelerden daha diisiik oldugu, kemoterapi
dozunda ise daha yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 35). Bu durumun TALI gériintii temelli
sitometre analizlerinde de goriildiigli gibi diyabetik hiicrelerde kemoterapi dozu uygulamasinda
Oli hiicre sayisinin normal hiicrelere gore daha yiiksek ve canli hiicre sayisinin daha diisiik

olmasi nedeni ile daha diisiik floresan vermesinden kaynaklandigi diisiiniildii.

Calismamizda detoksifikasyon pompalarindan ABCC1, ABCC2 ve GST genlerinin
ifadeleri belirlendi (Sekil 31). 1Cso dozunda ABCC2 ve GST gen ifadelerinde normal ARPE-
19 hiicrelerinde kontrole gore anlamli artiglar belirlenirken, diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde
tiim genlerin ifadelerinde anlamli artiglar belirlendi. Kemoterapi dozunda ise hem normal hem
diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin ABCC2 ve GST gen ifadelerinde anlamli artiglar saptandi.
Retina pigment epitel hiicreleri noral retinay:1 sistemik olarak dolasan ksenobiyotiklerden
korumaktadir. ATP baglayici kaset (ABC) ailesinin proteinleri (p-glikoprotein gibi), ilaglart
hiicrelerden hiicre dis1 bosluga pompalar (191). P-glikoprotein (P-gp), kanser terapétikleri dahil
olmak tizere ¢esitli ilaglara direng saglar (191, 192). Proliferatif vitreoretinopati tedavisinde
intravitreal olarak kullanilan daunorubisinin epiretinal membranlarda ¢oklu ila¢ direnci ile
iligkili P-glikoproteinin ekspresyonunun incelendigi bir ¢alismada, intravitreal daunorubisine
onceden maruz kalan 10 hastanin tiimiinde P-glikoprotein ekspresyonunun belirlendigi, buna
ilaveten uygulamadan sonra sekiz ay iginde giiglii ekspresyonun devam ettigi bildirilmistir
(193). Giiglii vd. tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise 5-Fu ve sisplatin kombine uygulamasinin
retinal pigment epitel hiicrelerinde GST gen ifadesinde dnemli artiglara neden oldugu rapor

edilmistir (182).

ABCC1 ve ABCC2 ATP-baglayic1 kaset tip tasiyici siiper ailesinin iiyeleridir. Bunlar
hem kanser hem de normal hiicrelerde disar1 ilag pompalayan ATP-bagimli pompa islevi
gortirler. GST de yine ATP-baglayici kaset tip tasiyicilarinin ¢ sinifina ait bir ¢oklu ilag direnci
pompasidir (194). Bu pompalar hiicre i¢ine giren toksik maddelerin detoksifiye edilmesinde
aktif gorev alirlar. Calismamizda GST gen ifadesinin kemoterapi dozu uygulamasinda normal
hiicrelerde diyabetik hiicrelere gore yiiksek olmasimin nedeninin bu hiicrelerde diyabetik
hiicrelerden daha etkili bir detoksifikasyon mekanizmasinin oldugu ve diyabetik hiicrelerde

detoksifikasyon mekanizmasinin zarar gérmiis olabilecegi diistiniildii.
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Calismamizda 1s1sok proteinlerinden HSP60 ve HSP70 genlerinin ifadeleri belirlendi
(Sekil 32). ICsp dozunda HSP70 gen ifadesinde normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde
kontrole gore anlamli artiglar belirlendi. Kemoterapi dozunda ise normal ARPE-19 hiicrelerinde
HSP70 gen ifadesinde, diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde ise HSP60 gen ifadesinde anlamli

artiglar saptandi.

Is1 sok proteinleri ¢esitli stresler sonucunda hiicrelerde meydana gelen yanlis katlanmais
protein cevabinda gorev alirlar (187). Bu proteinler yanlis katlanmig proteinlerin taninmasinda,
tamirinde veya yikim i¢in ubikutinlenmesinde islev goriirler. Stres sonucu meydana gelen bu
“yanlis katlanmis protein cevabi” 1s1 sok proteinleri ile olusur (25). Ayrica HSP’ler
katlanmamis proteinlerin hiicresel hasarin1 6nlemek i¢in molekiiler saperonlar olarak islev
gorebilir (195). HSP60 ve HSP70, niikleer genler tarafindan kodlanan mitokondriyal
proteinlerin taginmasina Ve katlanmasina aracilik eder. Mitokondriyal proteinler ise HSP70 ile
tasinir ve sonra HSP60 mitokondriyal protein katlanmasina aracilik eder (196, 197). Boylelikle
HSP ekspresyonlarindaki bu degisimler ayn1 zamanda bozulmus stres mekanizmalarina bir
yanit olarak mitokondriyal biyogenezi de temsil etmis olurlar. Yapilan ¢aligmalarda, 5-Fu ve
sisplatin kombinasyonunun uygulandigi ARPE-19 hiicrelerinde HSP70 gen ekspresyonunun
anlaml diizeyde arttig1 bildirilmistir (182).

Caligmamizda HSP60 ve HSP70 gen ifadelerinde meydana gelen artiglarin hiicrelerde
5-Fu+GEM uygulamasinin proteinlerin yanlis katlanmasina sebep olmasi sonucu olabilecegi
diisiiniildii. Buna ilaveten uygulama yapilan gruplarda diyabetik hiicrelerde gen ifadelerinin
normal hiicrelerden daha diisiik diizeyde olmasinin nedeninin normal hiicrelerde daha gii¢lii bir

151 sok protein cevabinin olmasindan kaynaklandig: diisiiniildii.

Hiicresel stres ve hiicre 6liimii olaylar1 baglantili olmakla birlikte strese yanit olarak
indiiklenen HSP'ler, apoptozun kontroliinde kilit diizenleyici noktalarda islev gérmektedir.
Apoptozda mitokondriyal (i¢sel) yolak ve 6liim reseptorii (digsal) yolagi olmak tizere iki ana
yolak bulunmaktadir (198-200). Sistein proteazlarinin kaspaz ailesi, apoptozun kritik
etkenleridir. Mitokondriyal ve 6liim reseptorii aracili yolaklar, farkli apikal kaspazlari (sirastyla
kaspaz-9 ve -8), kaspaz-3'in proteolitik aktivasyonunu aktive eder. HSP’lerin bircogu ise
antiapoptotiktir ve kaspazlarin aktivasyonunu dogrudan inhibe edebilir (201, 202). Ornegin,
HSP70, apoptotik proteaz aktivasyon faktorii 1'e (APAF-1) baglanarak kaspaz-9’un
aktivasyonunu onleyebilir (203, 204). Bu verilere ek olarak, retina pigment epitel hiicrelerinde
yapilan calismalarda oksidatif stresin kaspaz-3'iin aktivasyonu yolu ile apoptozu indiikledigi
bildirilmistir (205, 206).
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Calismamizda igsel apoptoz yolagi proteinlerinden p53, BCL-2, BAX, Sitokrom-C,
APAF-1 ve Kaspaz-3 genlerinin ifadeleri belirlendi (Sekil 33). 1Cso dozunda p53, BAX,
Sitokrom-C ve Kaspaz-3 gen ifadelerinde normal ARPE-19 hiicrelerinde kontrole gére anlaml
artiglar saptanirken, diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde sadece BAX ve Kaspaz-3 gen
ifadelerinde anlamli artiglar saptandi. Kemoterapi dozunda ise normal hiicrelerde p53, BAX,
Sitokrom-C, APAF-1 ve Kaspaz-3 gen ifadelerinde 6nemli artislar belirlenirken, diyabetik
ARPE-19 hiicrelerinde p53, BAX, APAF-1 ve Kaspaz-3 gen ifadelerinde 6nemli artislar
belirlendi. Calismamizda ayrica normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde kontrol ve
uygulama dozlari gruplar1 arasindaki BCL-2, BAX, Kaspaz3 protein seviyelerindeki degisimler
western blot ile belirlendi. 1Cso dozunda BAX, Kaspaz3 protein seviyelerinde hem normal hem
de diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde kontrole gore anlamli artislar saptandi. Kemoterapi
dozunda ise BAX, Kaspaz3 protein seviyesi normal ARPE-19 hiicrelerinde artarken, diyabetik
ARPE-19 hiicrelerinde ise yalnizca Kaspaz-3 protein seviyesinde artis saptandi (Sekil 38 ve
39).

Mitokondri, apoptozu diizenlemede anahtar rol oynar. Reaktif oksidanlar, mitokondriyi
sitokrom ¢ ve apoptoz indiikleyici faktorii serbest birakmasi icin tetikleyebilir ve artan lipid
peroksidasyonun mitokondriyal membran potansiyeline zarar vermesiyle apoptozu baglatabilir
(207, 208). Sitokrom C’nin mitokondriden salinmasiyla kaspaz-3'ii aktive eden ve DNA’nin
parcalanmasiyla sonuglanan bir dizi olaylar zincirini baslatan kaspaz-9 aktive edilir (141).
Kaspaz-3'ten yoksun hiicrelerin apoptoza direngli oldugu rapor edilmistir (209), bununla
beraber kaspaz-3'iin tek bagina aktivasyonunun bile kalp kasinda hiicre 6liimiine neden oldugu
da bildirilmistir (210). Proapoptotik bir protein olan Bax, mitokondriye translokalize olur ve
mitokondriyal gecirgenligi indiikleyerek sitokrom c¢ salimimini artirir (211, 212). Yapilan
caligmalarda, diyabetik retinada ve yiiksek glukoz ortaminda inkiibe edilmis retina
perisitlerinde, Bax ekspresyonunun arttigini ve retinal perisitlerdeki bu artan ekspresyonun
apoptoz ile iliskili oldugu bildirilmistir (136). Buna ek olarak, Bcl-2’nin apoptotik hiicre
oliimiine kars1 koruma sagladig ve bir¢ok hiicresel olaya dahil olan 6nemli bir hiicresel bilesen
oldugu bilinmektedir. Apoptozun inhibisyonun Bcl-2’nin regiilasyonu ile iligkili oldugu da
bildirilmistir (213, 214). Yapilan bir ¢alismada, ¢esitli uyaranlar (simiile edilmis iskemi,
eksitotoksisite ve HSP27 antikoru ile kiiltiirleme) ile indiiklenen retina pigment epitel
hiicrelerinin apoptotik siirecinde, uyaranin ¢esidi fark etmeksizin, Bcl-2 ekspresyonunda

azalma ve Bax ekspresyonunda artig bildirmistir (215).

Calisma sonuglarimiza gore diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin APAF-1 ve Kaspaz3
genlerinin yiiksek seviyede gen ifadesine sahip olmasi ve TALI analiz sonuglar1 diyabetik

ARPE-19 hiicrelerinin 6limiiniin apoptoza bagli olarak gerceklestigi bulgulari ile desteklendi.
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Elde edilen veriler 1s181nda, gerceklesen apoptozun APAF-1 olusumu ile Kaspaz-3 aracili
oldugu diisiiniildii. Buna ek olarak, western blot protein analizi sonuglar1 karsilastirildiginda
normal ARPE-19 hiicrelerine gore diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin Kaspaz-3 protein

seviyesindeki artig gen ifadesi seviyesindeki artis ile uyum gosterdi.

Calismamizda digsal apoptoz yolagi proteinlerinden TNF-a, FAS, TRAIL ve Kaspaz-8
genlerinin ifadeleri belirlendi (Sekil 34). ICso dozunda tiim enzimlerin gen ifadelerinde normal
ARPE-19 hiicrelerinde kontrole gore anlamli artiglar belirlenirken, diyabetik ARPE-19
hiicrelerinde FAS, TRAIL ve Kaspaz-8 genlerinin ifadelerinde anlamli artiglar saptandi.
Kemoterapi dozunda ise hem normal hem diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin tiim gen ifadelerinde
anlamli artiglar belirlendi. Kaspazlarin aktivasyonu, 6liim reseptor yolagi veya mitokondriyal
yolagi gibi farkli yollardan plazma membraninda baslatilabilir (216). CD95 (APO-1/Fas) veya
TNF-iligkili apoptoz indiikleyici ligand (TRAIL) reseptorleri gibi timor nekroz faktorii (TNF)
reseptor siliper ailesinin Oliim reseptorlerini uyarmasi, apoptozu baslatici kaspaz-8'in
aktivasyonu ile sonuglanir (217). Fas’in (CD95 ve ligandi CD95L) hiicrelerin yiizeyinde
bulunan CD95 reseptoriiniin trimerizasyonu ile apoptoza aracilik ettigi bilinmektedir (218).
Yapilan bir c¢alismada, oksidatif strese maruz kalan retina pigment epitel hiicrelerinde
apoptozun FAS aracili sekilde indiiklendigi bildirilmistir (219). Baska bir ¢alismada ise,
daunorubisin uygulamasi yapilmis retina pigment epitel hiicrelerinde apoptozun CD95 ve
ligandi CD95L ile modiile edildigi bildirilmistir (220). Calismamizda normal ARPE-19
hiicrelerine gore diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin yiiksek seviyede TRAIL gen ifadesine sahip
oldugu saptandi. Buna gore, mitokondriyal (igsel) apoptoza ek olarak, TRAIL aracil

apoptozunda Kaspaz-3’ii aktive ederek hiicreleri 6liime gotiirdiigii diisiiniildi.

Antimetabolit bir kemoterapotik bir ajan olan 5-Fu, DNA ve RNA gibi
makromolekiillere dahil olarak onlarin fonksiyonlarin1 bozmaktadir (146). GEM ise sitotoksik
etkisini DNA zincirine dahil olarak DNA sentezininin inhibisyonu yoluyla gosterir (158). Bu
kemoterapi ilaglarinin etki yollar1 DNA/RNA’nin sentezinin, uzamasinin ve stabilitesinin
hasar gormesi ile kesismektedir (221, 222). Bu nedenle ¢alismamizda, degisen RAPD bant
profilleri ve buna ilaveten genomik kalip kararlilig1 degeri ile gen tamir mekanizmalarinin
gen ifade seviyeleri belirlendi (Sekil 27,28). Calismamizda genomik kalip kararliliklarinin
hem normal hem de diyabetik hiicrelerde 5-Fu+GEM uygulamasi ile azaldigi, en diisiik
diizeyinin ise diyabetik hiicrelerde kemoterapi dozu uygulamasinda oldugu belirlendi. Buna
ilaveten diyabetik hiicrelerin genomik kalip kararliligimin hem kontrol hem de uygulama

gruplarinda normal hiicrelerden daha diisiik diizeyde oldugu saptandi. Calisma sonucglarimiza

87



paralel olarak 5-Fu+sisplatin uygulanmig ARPE-19 hiicrelerinde, genomik kalip kararliliginin
anlamli diizeyde azaldigi rapor edilmistir (182). Genomik kalip kararliligi, DNA hasarinin
seviyesi, DNA nin onarimi ve replikasyonu ile ilgilidir (223). Bant profil degisikliginde RAPD
tirlinliniin kayb1 (bant kayb1), DNA’daki tek ve ¢ift sarmal kirilmalar, DNA-protein c¢apraz
baglari, nokta mutasyonlar1 dahil olmak {izere DNA hasarin1 ve genotoksinlerin neden oldugu
kromozomal yeniden diizenlemeleri gibi olaylar ile iliskilendirilebilir (223-226). Bant profil
degisikliginde RAPD yeni iiriinii, yeni baglanmalarin gergeklesmesi, iki baglanma bolgesinin
yakinlagsmasi veya homolog rekombinasyon (primer ile eslesen iki sekansin yan yana gelmesi)

gibi mutasyonlara bagli olarak DNA sekansindaki degisiklikleri temsil edebilir (227).

Calismamizda DNA tamir mekanizmalarinda yer alan EXO1 ve NEIL1 gen ifadelerinin
hem normal hem diyabetik hiicrelerde gen ifadelerinde artisa neden oldugu ve diyabetik
hiicrelerde normal hiicrelerden anlamli olarak yiliksek oldugu saptandi (Sekil 28). Bunun
diyabetik hiicrelerde daha fazla DNA hasarinin meydana gelmis olmasi nedeni ile olabilecegi

diistinildii.

Insan ekzoniikleaz 1 (EXO1, 5 ' — 3 "), hiicre déngiisii kontrol noktalarinin, replikasyon
catalinin ve replikatif DNA onarim yolaklarinin diizenlenmesine katkida bulunur. Buna
ilaveten, yanlis eslesme onarimi, ¢ift sarmal kirilmasinin onarmmi gibi DNA replikasyon
stresinin azaltilmasinda rol oynayan birkag DNA onarim yolaginda da gorev alir. Bu islemler,
replikasyon stresine ve replikasyon ¢atalinin cokmesine yol acabilecek durdurulmus veya bloke
edilmis DNA replikasyonunun ¢oziimlenmesi i¢in gereklidir. DNA replikasyon siirecinin
yeniden baglatilamamasi, ¢ift sarmal kirilmalarina, hiicre dongiisliniin durmasina veya hiicre
oliimiine neden olabilir (228-230). Oksidatif metabolizmanin bir yan iiriinii olarak olusan
yuksek derecede reaktif radikaller, potansiyel mutajenik ve sitotoksik pirimidin lezyonlar1 dahil
olmak {izere pek ¢ok oksidasyona ugramig DNA bazi iiretir (231). Reaktif oksijen tiirlerinin
genotoksisitesi, DNA ile reaksiyona girerek ¢ok sayida DNA baz lezyonu ve iplik kopmalari
meydana getirmesi ile sonuglanir. Cift iplikli kirtlmalar disindaki tim bu lezyonlar,
Okaryotlarda temel baz eksizyon onarimi (BER) yolu ile onarilir (232). Endojen ve cevresel
olarak indiiklenen reaktif oksijen tiirlerinin baz oksidasyonu, tek iplikli DNA kalibinin
replikasyonunda meydana gelir ve mutajenik baz lezyonlarimin prereplikatif onarimini
gerektirir. Replikasyonu engellemeyen bu tiir baz lezyonlarinin, tek iplikli DNA kalibinin
replikasyon onarimi i¢in nasil isaretlendigi bilinmemektedir. Buna ilaveten, onarimi baslatan,
S-faz1 sirasinda aktive olan Nei-benzeri 1 (NEIL) DNA glikozilazidir. NEIL, baz lezyonuna
baglanir ancak eksize etmez, replikasyon c¢atalinin ilerlemesini engeller (kalip DNA zincirini
bolerek oldiiriicii bir ¢ift iplik kopmasina yol agar) ve daha sonra lezyon onarimina izin vermek

igin geri ¢ekilir (233, 234).
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Bu ¢alismada sonug olarak, meme, pankreas, bas ve boyun gibi ¢esitli kanser tiirlerinde
kullanilan 5-Fu+GEM kombine tedavisinin hem normal hem de diyabetik ARPE-19 hiicreleri
tizerindeki etkisi arastirildi. MTT hiicre canlilik testi sonucuna gore 48 saatlik 5-FU+GEM
uygulamasinda diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin ICsp degerinin normal ARPE-19 hiicrelerine
kiyasla daha diisiik olmasi diyabetik retinopati hastalarinda kemoterapétik ajan uygulamasinin
retinal pigment epitel hiicrelerine daha yiiksek seviyede hasar verecegini diisiindiirdii. TALI
analizinde, uygulama yapilan gruplarda diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin normal ARPE-19
hiicrelerine gore canli hiicre oraninda yaklasik %20 azalma, 6lii hiicre oraninda yaklasik %10
artig ve apoptotik hiicre oraninda yaklasik %10 artis meydana geldigi saptandi. Elde edilen
veriler dogrultusunda diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde meydana gelen hiicre Sliimlerinin

apoptotik yollar ile meydana geldigi diistiniildii.

Enzsoly ve ark. (235) dosetaksel-doksorubisin-siklofosfamid tedavisi alan bir hastada
kistoid makiiler 6dem gelistigini ve bunun kemoterapinin dosetaksel igermesi ile ilgili oldugunu
ve kemoterapinin olas1 oftalmolojik yan etkileri igin yeni degerlendirmelere ihtiya¢ oldugunu
da bildirmislerdir. Bagka bir calismada ise, oksaliplatin ile tedavi edilen ileri kolorektal kanserli
hastanin kemoterapi sonrasi gorme kaybi, goriiste renk degisimi ve norolojik semptomlardan
sikayet etmesiyle okiiler ve ndrolojik toksisite siiphesi ile antineoplastik tedavi durdurulmustur.
Yapilan testler sonucunda retina pigment epitelinde ciddi bozulmalar meydana geldigi
bildirilmistir. Bu vaka bulgulart ile oksaliplatin kemoterap6tik ajaninin daha 6nce bildirilmemis
olan retina pigment epitelindeki toksisitesini gostermislerdir. Oksaliplatinin kemoterapotik

kullanimui ile gelisebilecek toksisiteye dikkat gekmislerdir (236).

Sonug olarak ¢alisma sonucunda elde edilen veriler literatiir verilerini destekler nitelikte
cesitli kanser tedavilerinde kombine olarak kullanilan 5-Fu ve GEM kemoterap6tik ajanlarinin
okiiler toksisiteyi indiikledigini buna ilaveten diyabetik hastalarda kemoterapinin okiiler
toksisitesinin daha yiiksek oldugunu gosterdi. Literatiir verileri ve c¢alisma bulgularimiz
15181nda, elde edilen verilerin daha kapsamli ¢alismalar ile desteklenmesi halinde 5-Fu ve GEM
kombine ilaglarinin hem normal hem de diyabetik retinal pigment epiteli izerine oftalmolojik
yan etkilerinin daha iyi anlasilacagi ve bu verilerin kanser tedavisi goren diyabetik retinopatili

hastalarin tedavisine yeni bir yaklasim getirecegi diisiiniildii.

89



SONUCLAR

Bu calisma Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Laboratuvar’inda
gerceklestirilmistir. Cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilan 5-Fu ve GEM’in kombine
kullaniminin hem normal hem de yiiksek glikoz ile indiiklenerek olusturulan diyabetik ARPE-
19 hiicrelerinde hiicre canliligi, RAPD-DNA polimorfizmi, genomik kalip kararliligi, oksidatif

stres, apoptoz ve yara iyilesmesi iizerine etkisinin arastirildigi bu ¢alisma sonucunda;

1. Normal ve diyabetik ARPE-19 hiicrelerine uygulanan 5-Fu+GEM’in en etkili
uygulama siiresinin 48 saat oldugu ve ICso dozunun normal ARPE-19
hiicrelerinde 5-Fu i¢in 0,267 uM ve GEM ig¢in 6,369 pM, diyabetik ARPE-19
hiicrelerinde ise 5-Fu i¢in 0,119 uM ve GEM i¢in 2,832 uM oldugu belirlendi.

2. TALI gériintii temelli sitometre analizinde, 5-Fu+GEM uygulamas1 sonucunda
diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin normal ARPE-19 hiicrelerine gore daha fazla
apoptoza ugradigi ve floresan mikroskop goriintiilerinin de bu durumu
destekledigi goriildii. Apoptozun gen ve protein ifadesi ile incelenmesi
sonucunda diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde dissal ve igsel apoptoz yolak gen
ifadelerinin daha yiiksek ifade oldugu ve protein ifadelerinin de gen ifadeleri ile
paralel oldugu belirlendi.

3. Diyabetik ARPE-19 hiicrelerinin antioksidan enzim gen ifadelerinin genel
olarak normal hiicrelerden daha yiiksek oldugu belirlendi.

4. Diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde detoksifikasyon gen ifadelerinin 1Cso dozunda
normal hiicrelerden daha yiiksek, kemoterapi dozunda ise daha diisiik oldugu,
1s150k protein gen ifadelerinin ise her iki dozda da daha diisiik ifade oldugu

saptandi.
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5. Diyabetik ARPE-19 hiicrelerinde DNA hasarinin gostergesi olan genomik kalip
kararliliginin normal hiicrelere gore daha diisiik ve tamir genlerinden EXO1 ve

NEIL gen ifadelerinin de daha yiiksek oldugu saptandi.
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OZET

Diyabetik retinopati, eriskinlerde diyabetin 6nemli bir komplikasyonu olarak gérme
kaybinin 6nde gelen nedenidir. Retina, kan-retina bariyeri olarak goérme fonksiyonunun
devamliligini saglamaktadir. Diyabetik hastalarda, retinanin uzun siire hiperglisemik ortama
maruziyeti retinaya hasar vermektedir. Retina pigment epitel hiicrelerinde meydana gelen hasar

hiicre kaybina, retinal dejenerasyona ve korliige neden olabilmektedir.

5-Florourasil+Gemsitabin kombinasyon tedavisi bas, boyun, meme gibi ¢esitli kanser
tirlerinin tedavisinde kullanilmaktadir. 5-Florourasil, DNA ve RNA’ya, Gemsitabin ise DNA
zincirine dahil olarak makromolekiillerin fonksiyonlarin1 bozmaktadir. Bdylelikle 5-
Florourasil+Gemsitabin, DNA zincirinin sentezlenmesine ve uzamasina hasar vermektedir.
Cesitli kanser tiirlerinde kullanilan 5-Florourasil+Gemsitabin kombine tedavisinin retinal

pigment epitel hiicrelerinde 6nemli hiicresel sinyal yolaklarina etkisi belirlenmemistir.

Bu ¢alismada, 5-Florourasil ve Gemsitabin kombinasyonunun normal ve diyabetik
insan retinal pigment epitel (ARPE-19) hiicrelerinde hiicre canliligi, yara iyilesmesi, DNA
hasar1, oksidatif stres ve apoptoz tizerindeki etkilerinin belirlenmesi ve normal ve diyabetik
hiicrelerin kemoterapi ilaglarina verdikleri hiicresel ve molekiiler tepkilerin karsilastiriimasi

amaclandi.

5-Florourasil ve Gemsitabin kombinasyonunun normal ve diyabetik ARPE-19
hiicrelerindeki hiicre canliligina olan etkileri MTT ve Tali goriintii temelli sitometre ile,
genomik kalip kararliligina olan etkileri rastgele cogaltilmis polimorfik DNA analizi ile
belirlendi. Ayrica DNA hasar yanitt EXO1 ve NEIL genlerinin ifadesi ile, oksidatif stres tepkisi

reaktif oksijen tiirlerinin CM-H2-DCFDA molekiiler floresan boyamasi ve antioksidan
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enzimlerin gen ifadeleri ile, hiicresel apoptoz yolagindaki gen/protein ifadeleri ve floresan

mikroskobik boyama ile belirlendi.

Calisma sonuglarina gore, 5-Florourasil+Gemsitabin uygulamasinin  diyabetik
hiicrelerde ICso degerinin daha diisiik konsantrasyonda oldugu belirlendi. Kombine kemoterapi
uygulamasinin diyabetik hiicrelerde yiiksek DNA hasar1 ile genomik kalip kararliliginin daha
diisiik olmasina ve DNA tamir genlerinin daha yiiksek ifade olmasina neden oldugu saptandi.
Buna ilaveten hem normal hem diyabetik hiicrelerde artan reaktif oksijen tilirlerinin diizeyi ile
oksidatif stres meydana geldigi ve diyabetik hiicrelerde antioksidan enzimlerin gen ifadelerinde
daha belirgin artis oldugu belirlendi. Kemoterapi toksisitesinin hiicrelerde i¢sel ve dissal

apoptoz yolagini aktive ettigi ve diyabetik hiicrelerde apoptozun daha yiiksek oldugu saptandi.

Retinal pigment epitel hiicrelerinin gérme i¢in birgok vital ve koruyucu rolii vardir. Bu
nedenle bu hiicrelerde uzun siireli hiperglisemik ortam ve kemoterapi sitotoksisitesi sonucu
meydana gelen hasar gérme bozukluklarina neden olabilmektedir. Caligmamizda 5-Florourasil
ve Gemsitabin uygulamasinin hem hiicresel hem de molekiiler diizeyde sitotoksik ve
genotoksik etkilerinin diyabetik hiicrelerde daha belirgin olmasi nedeni ile diyabetik hastalarda

bu yan etkilerin g6z dniinde bulundurulmasi gerektigi diisiiniildii.

Anahtar kelimeler: Diyabetik retinopati, ARPE-19, 5-Florourasil, Gemsitabin
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EFFECT OF GEMCITABINE AND 5-FU COMBINATION ON
OXIDATIVE STRESS AND MiTOCHONDRIAL APOPTOSIS
PATHWAY iN NORMAL AND HiGH GLUCOSE-INDUCED DIiABETIC
RETINAL PiGMENT EPiTHELIUM (ARPE-19) CELLS

SUMMARY

Diabetic retinopathy is a leading cause of vision loss in adults as a major complication
of diabetes. The retina provides the continuity of visual function as a blood-retinal barrier. In
diabetic patients, prolonged exposure to hyperglycemic environment damages to the retina.
Damage to retinal pigment epithelial cells can cause cell loss, retinal degeneration and

blindness.

5-Fluorouracil+Gemcitabine combination therapy is used in the treatment of various
types of cancer such as head, neck and breast. 5-Fluorouracil is incorporated into DNA and
RNA, and Gemcitabine also, incorporated into the DNA and damage functions of
macromolecules. Thus, 5-Fluorouracil+Gemcitabine damages the synthesis and elongation of
the DNA chain. The effect of 5-Fluorouracil+Gemcitabine combine therapy, used in various
cancer types, on important cellular signaling pathways in retinal pigment epithelial cells has not

been determined.

In this study, we aimed to determine the effects of 5-Fluorouracil and Gemcitabine
combination on cell viability, wound healing, DNA damage, oxidative stress and apoptosis in
normal and diabetic human retinal pigment epithelium (ARPE-19) cells, and compare the

cellular and molecular responses of normal and diabetic cells to chemotherapy drugs.
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The effects of 5-Fluorouracil and Gemcitabine combination on cell viability in normal
and diabetic ARPE-19 cells were determined by MTT and Tali image-based cytometers, and
the effects on genomic template stability by random amplified polymorphic DNA analysis. In
addition, DNA damage response was determined by expression of EXO1 and NEIL genes,
oxidative stress response by CM-H,-DCFDA molecular fluorescent staining of reactive oxygen
species and gene expression of antioxidant enzymes, gene/protein expressions in the cellular

apoptosis pathway and fluorescence microscopic staining.

According to the results of the study, it was determined that diabetic cells had a lower
ICso value response to 5-Fluorouracil+Gemcitabine treatment. It was determined that combined
chemotherapy administration caused higher DNA damage, lower genomic template stability
and higher expression of DNA repair genes in diabetic cells. In addition, it was determined that
oxidative stress through the increased reactive oxygen species in both normal and diabetic cells
and higher increase in the gene expression of antioxidant enzymes in diabetic cells. It was
determined that chemotherapy toxicity activates the intrinsic and extrinsic apoptosis pathway

in cells and apoptosis was higher in diabetic cells.

Retinal pigment epithelial cells have many vital and protective roles for vision.
Therefore, damage to these cells as a result of long-term hyperglycemic environment and
chemotherapy cytotoxicity can cause vision disturbances. In our study, due to the cytotoxic and
genotoxic effects of 5-Fluorouracil and Gemcitabine at both cellular and molecular levels were
more pronounced on diabetic cells, it was thought that these side effects should be considered

in diabetic patients.

Keywords: Diabetic retinopathy, ARPE-19, 5-Fluorouracil, Gemcitabine
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