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1.AMAC VE KAPSAM

Yasa Bagli Makiila Dejenerasyonu (YBMD), makiilayi tutan, genetik egilim ve ¢evresel
faktorlerle ortaya ¢ikan, prevalans: yasla artan, ilerleyici, kalici santral gérme kaybina
neden olan ve heniiz etkin tedavisi olmayan bir hastaliktir. Hastaligin etyopatogenezi ve
risk faktorleri tam olarak bilinmemektedir. Kisith tedavi segenekleri, hastaliktan

korunmanin énemini arttirmis ve ciddi halk saglig: problemi olmasina neden olmustur.

YBMD gelismis iilkelerde 65 yas ve iizeri santral gérme kaybinin en énemli nedenidir.!
YBMD’nin neovaskiiler (yas) ve non-neovaskiiler (kuru) olmak iizere iki ana tipi vardir.
Hastalarin % 90’ 11 kuru tip olusturmaktadir. Kuru tip YBMD; retina pigment epitelinde
(RPE) degisiklikler, atrofi, drusen ile karakterizedir. Yas tip YBMD ise koroidal

neovaskiilarizasyon ile karakterizedir.?

RPE hiicreleri retinanin dis tabakasinda bulunup, fotoreseptor hiicrelerinin yenilenmesi
ve onartmi gibi birgok o6zellige sahiptir.>* RPE hiicrelerinde normal fizyolojik islevin
bozulmas1 YBMD'nin patogenezinde en erken bulgulardan biridir.®> Artan kanitlar
YBMD’de oksidatif strese bagli RPE dejenerasyonun kritik bir rol oynadigim
gdstermektedir.’ RPE hiicreleri, siiperoksit radikalleri(02-), hidroksil radikalleri(OH-),
hidrojen peroksit (H202) gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu oksidatif strese
kars1 ozellikle savunmasizdir.”® ROSun bircok doku ve hiicrede, hiicre hasarini ve
apoptozu indiikledigi gosterilmistir. Arastirmalar, ¢esitli antioksidanlarin ve ¢inko igeren
takviyelerin  YBMD ilerlemesini engelleyebilecegini ve gormeyi koruyabilecegini
gostermistir. 81 Bu nedenle, oksidatif stresi sinirlandirarak RPE hiicrelerini korumak,
YBMD hastalarinda gérme kaybini yavaslatmak veya muhtemelen tersine ¢evirmek icin
etkili bir yaklagim olabilir. ROS ile indiiklenen RPE hiicresi hasarinin énlenmesi, YBMD
ilerlemesini engelleyebilir.}12 Katalaz, siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), RPE hiicrelerini oksidatif hasara karsi koruyan baslica enzimlerdir.
1314 Malondialdehit (MDA), lipid peroksidasyonunun bir iiriiniidiir ve ekspresyonu
genellikle lipid peroksidasyonunun ve oksidatif hasarm bir belirteci olarak kullanilir.'®
Apoptoz, programlanmis hiicre 6liimiiniin bir seklidir ve patolojik apoptoz da YBMD ile

iliskilidir.18t



Kurkumin, Zingiberaceae ve Araceae bitkilerinin rizomlarindan ekstrakte edilen bir
bilesiktir.'® Jat ve ark.!® yapt1g1 bir arastirma, kurkuminin giiglii antioksidatif etkilere sahip
oldugunu ve lipid peroksidasyonu, protein karbonilasyonu ve mitokondriyal geg¢irgenlik
artisina karst korudugunu gostermektedir. Antioksidan aktiviteye sahip zerdegalin
(Curcuma longa L.) biiyiikk bir biyoaktif bilesigi olan kurkuminin kanser, artrit ve
Alzheimer gibi hastaliklar icin yararlar1 oldugu gosterilmistir.?%? Ozellikle, in vitro
calismalar kurkumin'in apoptoz ile iligkili proteinlerin ve antioksidan enzimlerin
degistirilmesiyle hiicre canliligini iyilestirdigini ve RPE hiicrelerindeki apoptozu ve

oksidatif stresi azalttigimi gostermistir.?42

Lutein, retinada insan makiiler pigmentleri olusturan, retinaya zararlt mavi 15181 6nleyen
ve RPE hiicrelerinin antioksidan savunmasinin gili¢lendirilmesine katkida bulunan bir tiir
karotenoiddir.?’?® Insan viicudu luteini sentezleyemez. Lutein kaynaklar1 esas olarak diyet
kaynaklidir. YBMD'nin baslamasi ve ilerlemesi riskinin makuladaki lutein konsantrasyonu
ile negatif korelasyonu oldugu bildirilmektedir.1®?° Luteinin retina pigment epiteli (RPE)

hiicrelerindeki oksidatif stresi azaltti1 gsterilmistir.%

Bir diger antioksidan ajan, safranda bol miktarda bulunan bir antioksidan karotenoid
olan krosetindir. Birgok hiicre tipinde birden fazla farmakolojik etkisi gosterilmistir.
Etkileri arasinda skleroderma fibroblastlarinda antifibrotik etkisi bulunur. Krosetin,
antioksidan, antienflamatuar, apoptozu indiikleme ve noroprotektif etki gibi gesitli
ozelliklere sahiptir.®® Yapilan bir baska calismada krosetin ile 6n muamele edilen
ARPE19 hiicrelerinin, ERK1/2 yolaklarinin aktivasyonu yoluyla LDH salimi, ATP

tiiketimi, hiicre iskeleti kayb1 ve oksidatif stresden korudugu gosterilmistir. 3/

Kurkumin ve luteinin oksidatif hasara maruz birakilan RPE hiicrelerinde, antioksidan
enzim seviyelerini arttirdigi ve apoptotik yolu etkiledigi gosteren ¢aligmalar olmakla
birlikte, krosetinin benzer etkileri heniiz net olarak degerlendirilmemis olup, yine bu ii¢
molekiiliin etkileri karsilastirilmamistir. Bu nedenle, bu ¢alismada, kurkumin, lutein ve
krosetinin oksidatif hasara maruz birakilmis RPE hiicreleri iizerindeki antioksidan
etkilerini ve apoptozis lizerine olan etkilerini arastirmak ve bu etkilerini karsilagtirmayi

amacladik.



2.GENEL BILGILER

2.1 Retina Anatomisi ve Histolojisi

Retina néroektoderm kokenli, 151k sinyallerinin sinirsel iletiye doniistiiriildiigi, ince,
seffaf yapida bir dokudur. Kalinlig1 100 ile 300 mikron arasinda degisen retina igten

(vitreus tarafindan), disa dogru (koroid tarafina) su tabakalardan olusur (Sekil 1):
1) I¢ limitan membran (Miiller Hiicreleri terminal uzantilar1 ve bazal membran)
2) Sinir lifi tabakasi (ganglion hiicre aksonlari)
3) Ganglion hiicre tabakasi (ganglion hiicre ¢ekirdekleri)
4) I¢ pleksiform tabaka (bipolar, amakrin, ganglion hiicreleri sinaptik baglantilar1)
5) I¢ niikleer tabaka (bipolar, horizontal, amakrin ve Miiller hiicre ¢ekirdekleri)

6) Dis pleksiform tabaka (Fotoreseptor, bipolar, horizontal hiicrelerin sinaptik

baglantilari, Henle  lif tabakasi)

7) Dis niikleer tabaka (fotoreseptor g¢ekirdekleri, kon niikleuslar1 dis grupta, rod

niikleuslar1 daha ¢ok i¢ grupta)
8) D1s limitan membran

9) Fotoreseptor tabakasi



——— — 'T:'i‘:: ) ~ Ic limitan membran
R4 Sinir 1ifi tabakast

Ganglion hiicre tabakasi

Ic pleksiform tabaka

I¢ niikleer tabaka

A WV W
oV Ry S s SE Dis pleksiform tabaka
. = N B =
| N ]l A\
( ," @ & £
A\ N ¥ 7 Dis niikleer tabaka
L S e /e
—— . A $ il
R ‘i J/ i \J ’] | .
| } A | J f Dis limitan membran

Retina pigment epiteli

Bruch membrani

Sekil 1. Retinanin histolojik kesiti: R: Rod fotoreseptor, C: Kon fotoreseptor, B:
Bipolar hiicresi, H: Horizontal hiicresi, A: Amakrin hiicresi, G: Ganglion hiicresi, M:
Miiller hiicresi

2.1.1 Duyusal retina

Fotoreseptorler: Retina pigment epiteli (RPE) ile dis limitan membran arasinda yer alan

koni ve basil (rod) olarak adlandirilan, iki tip fotoreseptdr bulunmaktadir. Her bir
fotoreseptoriin i¢ ve dis olmak iizere iki segmenti bulunmaktadir.®® Basiller alaca
karanlkta ve gece gérmeden (skotopik gorme) sorumludur, foveada hi¢ bulunmaz ve
perifere dogru sayilari hizla artar, ug periferde hafifce azalir. 3 Koniler ise parlak 1sikta
gorme (fotopik gorme), renkli gorme ve keskin gérmeden sorumludurlar. En ¢ok foveada

bulunmaktadir.

Bipolar Hiicreler: Dendritleri dis pleksiform tabakada koni ve basiller ile, aksonlar1 ise

i¢ pleksiform tabakada gangliyon ve amakrin hiicrelerle sinaps yapan bu hiicreler radyal



yerlesimlidir.®® Gorevleri fotoreseptdrlerden gelen sinyali gangliyon hiicrelerine

aktarmaktir.

Gangliyon hiicreler: Retinanin i¢ kisminda bulunan gangliyon hiicreleri multipolar

hiicrelerdir. Dendritleri bipolar hiicre aksonlari ve amakrin hiicreler ile sinaps yapar.*®

Gangliyon hiicre aksonlarmin birlesmesiyle optik sinir olusur. 4

Horizontal hiicreler: Horizontal hiicreler basil ve konilerin terminal genislemelerinin
yakinlarinda yer alan multipolar hiicrelerdir. Fotoreseptorleri inhibe eden antagonistik

internéronlardir.*°

Amakrin Hiicreler: Bol sitoplazmali, pargali niikleuslu ve ¢ok sayida dendritleri olan

aksonsuz hiicrelerdir ve ¢gogunlukla inhibitor internéronlardir.

Miiller Hiicreleri: Retinanin glial hiicre yapisini olusturan en 6nemli hiicrelerdir.

Retinada mikroglia ve makroglia (Miiller hiicreleri, astrosit, oligodendrosit ve
Schwann hiicreleri) olmak tlizere iki tip ndronal olmayan hiicre grubu bulunur.
Mikroglial hiicreler yardimci immiin hiicreler, makroglialar ise retinal néronlarin
fonksiyonlarini diizenleyen hiicrelerdir.*® Retinanin destek yapisini olusturan Miiller

hiicreleri, dis limitan membrandan i¢ limitan membrana kadar uzanmaktadir.

2.1.2 Retina Pigment Epiteli

Retina pigment epiteli (RPE), Bruch membran1 ve retina arasinda bulunan
noroektodermal kokenli, tek katli, altigen sekilli kiiboidal hiicre tabakasidir. Optik disk
kenarindan ora serrataya kadar uzanir. Rod ve kon hiicrelerinin dig kisminin fagositozu ve
151k absorbsiyonunda rol oynarken aym zamanda dis kan-retina bariyerini de olusturur.*!
RPE’nin gorevleri; fotoreseptor dis segment fagositozu, oksidatif stresten korunma,
avaskiiler dis retinanin saglanmasi, imminitenin saglanmasi, A  vitamini
metabolizmasin1  diizenlemek, rodopsin sentezini diizenlemek, vizuel pigment
yenilenmesi, sitokin ve biiyiime faktorlerinin salgilanmasi, dis kan retina bariyerinin
(KRB) olusturulmasi ve devamliliginin saglanmasi, subretinal alandaki sivi ve besin

kontroliinii ve retinal yapisikligin saglanmasidir.3®

Infant goziinde 4.2-6.1 milyon arasinda RPE hiicresi bulunmaktadir. Yas arttik¢a goziin

yiizey alani geniglemesine ragmen hiicre sayisinda 6nemli artis olmaz. Eriskin goziinde



normalde RPE de mitotik aktivite bulunmamaktadir. Hiicre sekli fundusun degisik
bolgelerinde birbirinden farklilik gosterebilir. Hiicre biiytikligi 10 pm ile 60 um arasinda
degisir. Makulada RPE hiicreleri daha uzun ve ince iken perifer retinada daha kisa ve
genistir ve ayni zamanda iki ¢ekirdeklidirler. Makula bolgesinde 12-18 um genisliginde ve
yaklasik 10-14 pum yiiksekligindedirler. Ora serrata yakininda pigment epitel hiicrelerinin
genisligi 60 mikrona yaklasir ve daha kisa hale gelirler. Makula bolgesindeki pigment
hiicreleri yaslandik¢a boylar1 uzar ancak genislikleri azalir. Makula daha fazla ve daha
genis melanozomlar igerir. Tek sira halindeki RPE hiicreleri optik sinir kenarinda baglar ve
ora serrataya kadar uzanir, siliyer cismin pigment epiteli olarak devam eder. RPE

hiicrelerinin yogunlugu fovea merkezinden perifer retinaya dogru giderek azalir.*?

RPE hiicrelerinin apeksi fotoreseptorlerin dis segmentleri ile yiiz ylizedir ve RPE tabani
alttaki Bruch membranina siki yapisiklik gosterir. RPE bazal membrani, Bruch
membraninin en i¢ tabakasina karsilik gelir. RPE hiicreleri, i¢indeki melanin graniilleri
nedeni ile kahverengi goriiliir. Goz dibinin gozledigimiz tipik pigmentasyon, RPE igindeki
pigmen-tasyon miktarinin degisiklilerine baglidir. Pigmentasyon paterni de yaslanma ile
birlikte degisir. Makula bolgesindeki hiicreler daha az pigmente hale gelirken periferdeki
hiicrelerin pigmentasyonu artar. En yiiksek pigment konsantrasyonu perifer retinada
bulunurken, makiila bolgesinde RPE en diisiik melanin pigmenti konsantrasyonuna

sahiptir, 4344

Makiila bolgesindeki pigment hiicrelerinde lizozomal enzimler daha aktiftir ve dolayisi
ile melaninin daha fazla degradasyonuna bagli olarak perifere kiyasla bu bolgede melanin
konsantrasyonu daha diisiiktiir. Retina ve RPE subretinal bosluk dedigimiz potansiyel bir
aralik ile ayrilmiglardir. RPE hiicreleri farkli yilizey alanlarina sahiptir ve her bir ylizeyin
farkli ultrastriiktiirel 6zellikleri ve fonksiyonlar1 vardir. Apikal hiicre membrani 3-7 um
uzunlugunda ¢ok sayida mikrovilliis ile karakterizedir. Yaklagik 5-7 mikron uzunlugunda
olan uzantilar fotoreseptorlerin dis segmentleri arasina girerken yaklasitk 3 mikron
uzunlugunda olan mikrovilliisler, fotoreseptorlerin dis segmentlerinin tigte bir dis kisimlari
etrafinda bir kilif olusturur. D1 segmentlerin fagositozu ile yenilenmesinde daha c¢ok 3
mikronluk villiislar gérev yapmaktadir. Iki elin parmaklarmin birbirine kenetlenmesi gibi
bu villiislar fotoreseptorlerin dis segmentleri ile parmaksi baglantilar olusturur.

Bahsettigimiz bu parmaksi i¢ ice gegme seklindeki yapilanma, retina ve RPE arasindaki



anatomik olmayan yapisikligin siirdiiriilmesinde 6nemli etkendir. Zira fotoreseptor dis
segmentleri ile pigment hiicrelerinin apikal mikrovilliisleri arasinda siki baglantilar (gap
junctions) bulunmamaktadir. Retina-RPE temasinin devamini saglayan diger iki etken ise
ekstraselliiler matriks ve RPE hiicrelerinin apikal ylizeyinden salinan ndéral hiicre adezyon
molekiilidiir (N-CAM). Ekstraselliiler matriks, i¢inde laminin ve fibronektin gibi adezyon
molekiillerinin bulunmamast ve anatomik baglantinin olmamasi nedeni ile patolojik

durumlarda sensoriyel retina, pigment epitelinden kolayca ayrilabilir.42-4®

2.1.2.1 Retina Pigment Epitel Fonksiyonu

Her bir RPE hiicresi 30-45 aras1 sayida fotoreseptor hiicresi ile temas halindedir. RPE
hiicreleri o kadar yiiksek bir hizla dokiilmiis olan rod dis segmentlerini fagosite eder ve
sindirirler ki 70 yillik bir yasam siireci iginde tek bir RPE hiicresi yaklasik 3 milyar disk
sindirir ve degrade eder. RPE hiicrelerinin apikal yiizeyinde 6zellikle de mikrovilliisler
lizerinde yerlesmis membran proteinleri olan avp5 integrin, mannoz reseptdrleri ve CD36
rod dis segment fagositozunda ¢ok 6nemli rol oynarlar. RPE hiicreleri apikal membraninda
yerlesik olan Na+/K+ ATPaz pompa sistemi RPE tarafindan koroide olan aktif sodyum
akiminda kritik rol alir. RPE hiicresinin bazal membran yiiziinde ise yaklagik 1 um
uzunlukta ice katlantilar vardir. Bazal membran a3p1, a6p1 ve avp3 adi verilen integrinleri

salar ve Bruch membranina yapisikliktan sorumludur.*’->2

RPE hiicrelerinin yan duvar membranlari apikal yiizeyin aksine, 6zellesmis anatomik
sik1 baglantilara sahiptir. Bu baglantilar RPE hiicrelerinin birbirleri ile yapisikligr ve
haberlesmesinden sorumludur. Bitisik RPE hiicrelerinin lateral yiizleri zonula okludens ve
zonula adherens baglantilari ile birbirine siki yapisiktir. Bu baglantilar makromolekiillerin
koryokapillaris ile yer degistirdigi bolge olan subretinal araligi gegislere kapatir ve
Verhoeff membrant adini1 alir. Verhoeff membrani ¢ok yiiksek c¢oziiniirliklii optik
koherens tomografisinde RPE bandi ile i¢ segment/dis segment bandi arasinda
hiperreflektif ayr1 bir bant seklinde secilebilir. Ancak bu bandin fotoreseptor dis
segmentleri ¢evreleyen apikal ylizdeki mikrovilliis ¢ikintilarina karsilik geldigi de iddia
edilmistir. RPE hiicreleri arasindaki zonula okludens yapilari hiicreler aras1 siki baglantilar
olusturur. Bu siki baglant1 bitisikteki okludin molekiillerinin hiicre dis1 alanlarinin
arasindaki etkilesimlere baglidir. Bu baglanti sayesinde yiiksek transepitelial direng ve kan

retina bariyeri olusur. Siki baglantilar aynm1 zamanda molekiillerin apikal ya da bazal



plazma membran alanlarina hapsolmasina neden olur. Bu molekiillerin bazis1 koroidden
dis retina katlarina besin tasinmasi ve aksi yonde su, iyon ve atiklarin atilmasindan
sorumludur. Zonula adherensler ise 200A ara ile bir baglanti olusturur ve gevresel
mikrofilaman demetleri ile iligkilidir. Adherens baglantilarda bulunan katedrin molekiilleri
baglanma ve sinyal i¢in kalsiyuma ihtiya¢ duyar. Bu baglanti kompleksinin sitoplazmik
yiizleri katenin proteinleri ile etkilesir. Katenin proteinleri a-aktinin ve vinkiilin ile
kompleks olusturur. Adherens baglantilar1 aktin iskeletinin organizasyonu ve RPE
hiicrelerinin poligonal seklinin korunmasinda 6nemli rol oynarlar. Bazolateral hiicre
membranlarinda da bulunan siki baglantilar(gap junctions), hiicreler arasi iyon ve

metabolit degisiminde gorev yapar.>3>®

Retinanin RPE ile olan yapisikligi aktif ve pasif olan giicler tarafindan saglanir ve
devam ettirilir. Pasif giiclerin nispeten kiiglik bir rolii vardir. Pasif giigleri vitreus jelinin
endotamponat saglamasi, transretinal sivi gradienti, fotoreseptorler arasi madde ve
koroidin osmotik basinci olusturur. Apeksinde yerlesik Na+/K+ pompasi ve sekonder
olarak HCO3 transport sistemi ile RPE hiicreleri, subretinal bosluktan su ve elektrolitleri
aktif olarak disar1 pompalayarak retinanin yatisikligin1 devam ettirir. Yukarida bahsedildigi
gibi RPE hiicrelerinin mikrovilliisleri ile fotoreseptor dis segmentleri arasindaki parmaksi
icice gecmeler retinal yatisikligin saglanmasina ¢ok daha az katki saglarken duyusal
noronlar i¢in fiziksel bir koruma olusturur. Yine yukarda bahsedildigi gibi RPE
hiicrelerinin apikal yiizeyinden salinan N-CAM retinal yatisikligin saglanmasina katkida

bulunur.

Retinanin gozlemledigimiz kirmizims: rengi fotoreseptorler i¢inde yer alan rodopsin
proteininden kaynaklanmaktadir. Bu rengin devamu i¢in sensorindral retinanin RPE ile
kontaktinin ve dolayis ile gorme Siklusunun devami gerekir. Retina dekolmaninda veya
Oliim sonrasi retina bu kirmizimsi goriinlimiinii kaybeder. Retina pigment epitelinin yas
agirhginin yaklasik %3’tinii lipidler ve fosfolipidler olusturur. Fosfolipid igeriginin de
%80’inden fazlasin1 fosfatidilkolin ve fosfatidiletanolamin olusturur. Pigment epiteli
icindeki doymus yag asitleri bitisikteki fotoreseptor dis segmentlerinden daha fazladir.
Proteinler RPE’nin %8’ini olusturur ve hiicre iskelet proteinleri, plazma membran
reseptorleri ve hidrolitik enzimlerini igerir. Protein devir hizi RPE i¢inde oldukga aktiftir.

Fotoreseptorlerde yliksek konsantrasyonda bulunan taurin giris-¢ikist RPE araciligr ile



olur. RPE i¢inde yaklagik 850 proteinin bulundugu tanimlanmistir. Yaklasik 200 asidik
protein mevcuttur. Hiicre iskelet proteini olan aktin bunlardan birisidir. Plazma
membranlarinda bulunan reseptor proteinleri hiicre fonksiyonlarinda anahtar rol oynarlar.
Glutatyon peroksidaz, katalaz ve siiperoksit dismutaz gibi detoksifiye edici enzimler,

protein yapisindaki hidrolitik enzimler arasinda yer alir.’

2.1.2.2 RPE Hiicrelerinin Yaslanmasi

Yaslanma ile RPE hiicrelerinde 6zel degisimler goriiliir. Yas artarken apoptotik RPE
hiicrelerinin orani artar ve bu apoptotik hiicreler baslica makula bolgesi icindedir.
Periferdeki RPE hiicreleri makuladaki RPE hiicrelerinin 6liimiinii telafi edebilirler. Ayrica
yaslanma ile RPE hiicreleri sekil ve biiyiikliikk olarak daha diizensiz hale gelirler. Hiicre
icinde metabolizma artig1 veya sindirilemeyen materyaller artar ve bu maddeler Bruch
membraninda toplamir. Hiicre sitoplazmasinda ise lipofuskin miktar1 artar,#2-48:58:59
Lipofuskin, pigment epitelinin ikinci en belirgin pigmenti olup dogumdan sonra yaklasik
16. ayda goriilmeye baslar, fagositoz artiklar1 ve hiicre metabolizmasindan geriye kalan
artiklardan olusur. Lipofuskin graniillerinin sayisi yaslanma ile artar. Lipofuskin graniilleri
yaklasik 1.5 pm biiyiikligiinde olup hiicrenin bazal kisminda yerlesiktirler, ancak bazi
olgularda tim sitoplazmay1 doldurabilirler. Lipofuskin graniilleri sari rengindedir ve
otofloresansa neden olurlar. Lipofuskin miktarmnin asir1 artisinin YBMD ile iligkili oldugu
diiginiilmektedir. RPE  hiicresinde lipofuskin  birikimi en nihayetinde hiicre
metabolizmasinin bozulmasina yol agar. Bu durum saglikli RPE hiicrelerine muhtag olan
fotoreseptorler igin ciddi sonuglar dogurur. Lipofuskin igerigi tam olarak tanimlanmamis
olmakla birlikte; fototoksik bir florofor olan A2E igerdigi bilinmektedir. A2E, RPE
hiicresinde dejenerasyona yol agma potansiyeline sahiptir.**#®%® Yaglanma ile RPE
igerisindeki baz1 enzimler artar iken bazilar1 azalmaktadir; ancak bu konudaki bilgiler su an
icin smirhidir. RPE hiicrelerinin yapigsma, hareket ve farklilasma gibi fonksiyonlarinda
gorev alan glikozaminoglikanlarin dagilimi1 yaslanma ile degismektedir. Yaslanan RPE
hiicresinin Bruch membranina afinitesi muhtemelen azalmakta, Bruch membraninda ortaya
cikan kalinlagsma, koroid ile RPE arasindaki molekiiler transportun bozulmasina yol
acmaktadir. Yaslanma ile birlikte RPE hiicrelerinde kayiplar ortaya ¢ikmakta ve geriye
kalan hiicrelerin boyutu artmaktadir. Apoptotik hiicre o6liimii ¢evredeki hiicrelerin

yayilmasi ile tamir edilmektedir. Yaslanma ile birlikte RPE hiicrelerinin proliferasyon



kabiliyeti de azalmaktadir. Tiim bu degisiklikler YBMD patogenezinde yer almaktadir.**
46,48,58,59

RPE hiicreleri sahip olduklar1 fizyolojik fonksiyonlar1 yerine getirmek ve yeterli
miktarda ATP tiretmek i¢in, yiiksek sayida mitokondriye ve yliksek metabolik aktiviteye
sahiptir.®® Genel olarak mitokondri, ROS iiretimi ve klirensinin ana hiicre i¢i kaynagidir.
Tiim bu fizyolojik fonksiyonlar nedeniyle iiretilen ROS, RPE hiicreleri igin savunmasiz bir
ortam meydana getirmekte ve RPE hiicrelerinin oksidatif hasara karst duyarliliklarini
arttirmaktadir.361% RPE hiicreleri ayn1 zamanda bircok fizyolojik antioksidan savunma
mekanizmasina sahiptir, ancak yaslanmayla birlikte kronik ve uzun siireli oksidatif strese
maruz kalma zamanla antioksidan kapasitenin azalmasina, ROS birikmesine ve
mitokondriyal hasara neden olur.®*®" Bu siirecler sonunda meydana gelen RPE

hiicrelerinin dejenerasyonu, YBMD?’ nin erken klinik dzelliklerinden biridir.%8°

2.1.3 Bruch Membrani

RPE’nin taban kismidir ve RPE bazal membrani, i¢ kollajen alan, esnek lifler, dis
kollajen alan, koryokapillaris endoteli olmak iizere bes tabakadan olusur. Yasam boyunca,

yaglar ve oksidatif olarak harap edilen maddeler bruch membrani icinde birikirler.*!

2.1.4 Koroid

Kan arka siliyer arterler ile koroide girer. Koroidal damarlarin dis tabakasi, Haller
tabakas1 olarak bilinir ve goreceli olarak biiyiiktiir. Bu damarlar Sattler tabakasi olarak
bilinen tabakadaki kiigiik ¢apli damarlarla birlesir. Boylelikle arteryel basincin koroid
seviyesine gelmesi diizenlenmis olur. Arka kutupta, koryokapilaristeki kapillerler lobiiler
yapida olmasa da, islevsel olarak lobiil olusturan bir ags1 yapidadir. Bu ags1 yapi1 fovea
altinda 4-5 kat iken ora serrataya dogru gidildikge 1-2 kata kadar diiser. Kan
koryokapillarise varinca, ampullalara doniisen veniiller igerisinde toplanir ve vorteks
venler yardim ile iist oftalmik vene ulasir. Retina, agirligina gére metabolizma orani en
yiiksek dokulardandir ve yogun kan akimina sahip koroid tarafindan beslenir. Koroidi terk
eden vendz kanda dahi c¢ok yiiksek oranda oksijen mevcuttur. Boylece koryokapillaris
tizerinde yer alan RPE hiicreleri herhangi bir hiicreden daha ¢ok oksijene maruz kalirlar ve

oksidatif hasar olasilig1 da artar.*!

10



2.1.5 Vitreus Anatomisi

Vitreus; lens, arka kamara, silier cisim ve retina arasinda yerlesen, goz kiiresi
hacminin yaklasik %80’ini olusturan, goziin en biiyiik i¢ yapisal elemanidir. Vitreus,
vitreus tabani, kortikal vitreus ve kor vitreus gibi farkli boliimlerden meydana gelir.
Eriskinde ortalama 4 mm? olup, agirhig1 ise yaklasik 4 gr’dir.®® Vitreus yapisal olarak
sivi igerigi fazla hyaluronik asit matrikste asili kollejen fibril agindan ibarettir ve
%99’u su olmasina ragmen viskositesi suyunkinin yaklasik iki kat1 kadardir. Geriye
kalan %1’ lik kisim ise disiik molekil agirlikli yaglar ve inorganik tuzlardan,
¢oziilebilen ve ¢oziilemeyen proteinlerden ve hyaluronik asitten olusur. *° Vitreusta
bulunan serbest amino asitler serumdaki miktarinin beste biri kadardir. Vitreusta
hiicresel eleman olarak en sik hyalosit olarak bilinen mononiikleer fagositler olmakla
beraber daha az sayida fibroblast ve glial hiicreler sayilabilir. Vitreusun en 6nemli

protein icerigini kollajen olusturur.

Vitreustaki kollajen, fibroblastlar tarafindan iiretilen tip-11 kollajendir. Polisakkarit
bilesiminde bir glikozaminoglikan olan, hyalositlerce sentezlenen hyaluronik asit en
yogun kortikal vitreusta en az kor vitreusun O6n kisminda bulunur. Tim yasam
siiresince On kortikal vitreustan arka kamaraya gecer. Hyaluronik asit vitreusun
stabilizasyonunun, saydamligini ve viskoelastik yapisinm gii¢lendirir. Geng vitreus %80
jel iken, yas ile beraber likefiye olmaya baslar ve 70-80 yaslarinda vitreusun yarisi
likefiye olur.®®* Vitreus ile retinanin komsuluklari1 kalici kilan baglantilar vitre
taban1 ve optik sinir basinda giicliidiir. Bu baglantilar daha zayif olmak tiizere, lensin
gerisindeki hyaloid fossa periferinde, pars plana silier epiteli yiizeyinde, retina
damarlar1 ve makula diizleminde de gozlenmektedir. Vitreus tabani ora serratanin 1,5-
2,0 mm Oniinde, nazalde 3 mm, temporalde ise 1,8 mm arkasina ve birka¢ mm vitreus

icine dogru yiikselen ii¢ boyutlu bir yapidir.”®

Kortikal vitreus, vitreusun periferde retinaya komsu 100-300 mikron kalinliktaki dis
kismidir. Vitreus tabani 6ntindeki fibrillerin 6ne ve i¢e dogru yonelmesi ile 6n kortikal
vitreus, arkasindan ice ve arkaya dogru yonelmesi ile arka kortikal vitreus
olugsmaktadir. Miiller hiicrelerinin bazal membrani olan i¢ limitan membran ile

kortikal vitreustaki fibriller sayesinde retina-vitreus baglantilar1 saglanmaktadir. Kor
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vitreus kortikal vitreusun cevreledigi, merkezdeki boliimdiir. Daha az yogun bir yap1

olup daha az kollejen fibril igerir.”

2.2 Retina Kan Dolasimi

Retina birim agirlik basina oksijen tiiketiminin yiiksek oldugu bir dokudur. Optik diskin
yakinindaki bliyiik dallar disinda gercek arter ve ven igermemektedir. Retina arterleri

anatomik olarak ug-arter olup arteriovendz anastomoz gostermemektedirler.

Arterler: Santral retinal arter (SRA); internal karotid arterden ayrilan oftalmik arterin
dalidir. Retinal kan dolasimi retinal ve iiveal (koroidal) olmak iizere iki ayr1 kaynaktan
gelir. Dis pleksiform ve dis niikleer tabakalar, fotoreseptorler ve pigment epitelinden
olusan retinanin 1/3 dis kismi1 koroid dolasimindan, 2/3 i¢ kismi ise santral retinal arterden

beslenir.

Oftalmik arterin, SRA dan sonraki dallar1 olan kisa ve uzun arka siliyer arterler globa
optik sinir etrafindan girerler. Posterior koryokapillaris kisa arka siliyer arterlerden,
anterior koryokapillaris ise uzun arka siliyer arterlerden ve oOn siliyer arterlerden

beslenmektedir.3°

Venler: Ora serratada venler, arterlerin sonlandigi yerin daha periferinden baslarlar.
Ekvatordan itibaren ise arterlerle birlikte seyrederler ve papillada toplanarak santral retinal
veni olustururlar. Santral retinal ven ya superior oftalmik ven yolu ile veya direkt olarak

kaverndz siniise drene olur.3%4°

Kapillerler: Retina arteriyolleri ile veniilleri arasinda kapillerler bulunur. Retina
kapillerleri c¢oklu arteriyoler baglantilar icermektedir. Boylelikle bir besleyici damarin
kapanmasi ile kapiller yatakta dolasim durmaz. Koryokapillerlerin duvarlarinda genis
porlar bulunmasina ve gegirgen olmalarina karsilik, retina kapillerlerinin duvarlari
gecirgen degildir. Retina kapillerleri yiizeyel ve derin olmak iizere iki ag seklinde
mevcuttur. Retinada kapillerlerin olmadig1 ii¢ bolge mevcuttur: Ora serratadan 1,5 mm
gerisine kadar olan bolge, fovea santralinde ortalama 0,5 mm’lik bolge (foveal avaskiiler

zon) ve biiyiik arterlere ya da daha az oranda venlere komsu bdlgeler.3>4

Kan-Retina Bariyeri (KRB)
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Dis KRB, komsu RPE hiicreleri arasindaki siki baglanti kompleksleri olan zonula
okliidens ve zonula adherensler aracilig1 ile olusturulmaktadir. ¢ KRB ise non-fenestre
retinal vaskiiler endotel hiicreleri ve bunlarin arasindaki siki baglantilar tarafindan

olusturulmaktadir.

2.3 Yasa Bagh Makula Dejenerasyonu

2.3.1 YBMD Epidemiyolojisi

YBMD, bat1 toplumlarinda, 50 yas ve lizeri popiilasyonda en sik yasal korliik nedenidir.
YBMD, yash bireyler arasinda geri doniisiimsiiz gorme kaybinin 6nde gelen nedenidir ve
diinya capinda korliiglin %8.7'sini olusturmaktadir. Hastalikk en fazla Avrupa kokenli
popiilasyonda yaygindir ve toplam popiilasyonun yaklagik %1-3 ileri bir YBMD
formundan muzdariptir.”*"® Global olarak, 2040 yilinda herhangi bir YBMD tipine sahip
toplam etkilenen hasta sayisinin 288 milyon bireye yiikselmesi beklenmektedir.”
Framingham goz c¢alismasinda 2631 gorme kaybi olan kiside etyolojide %15.5 senil
katarakt, %3.1 diyabetik retinopati, %8.8 YBMD saptanmistir ve YBMD’nin 5 yillik
insidans1 65 yas i¢in %2.5, 70 yas icin %6.7, 75 yas iistii icin %10.8 olarak bildirilmistir.”*
Tiim calismalarda YBMD prevelans: yasla birlikte artis gdstermektedir. Beyaz irkin
cogunlukta oldugu genis toplum tabanli Beaver Dam G6z Calismasi(BDES)’ nda 75 yas
{istinde 15 yillik insidans erken YBMD’de %24, gec YBMD’de %8’dir.”® Cografik
atrofinin veya neovaskiiler YBMD’nin 55 yas Oncesinde nadir oldugu, 75 yas ve iizeri
hastalarda daha sik oldugu goriilmektedir. Latin ve Latin kokenli bireylerden olusan Los
Angeles Latino G6z Calismasi (LALES)’nda, 70-79 yas arasi YBMD prevalanst %1.5
iken, 80 yas listii %8.5 olarak saptanmistir. BDES’te 70-79 yas aras1 prevelanst %3.7, 80
yas iistii ise %9.5 olarak saptanmustir.”>’® Baltimore goz calismasinda gdrme kaybi
beyazlarda %2.7, siyahlarda %3.3 olarak saptanmis ve bunlarin %14.4’i YBMD’ vye,
%7.3’1 diger retinal hastaliklara baglanmis ve bu caligmada retinal hastaliklarin gérme

kaybindaki siklig1 vurgulanmigtir.”’

2.3.2 YBMD Etyopatolojisi

YBMD’ nin kesin patofizyolojisi halen anlasilamamis olmasina ragmen yapilan
caligmalarda ¢ok sayida biyolojik yol tanimlanmistir. Bunlar yaglanma, RPE hiicrelerinde
lipofuskin birikimi, koroidal iskemi ve oksidatif stres gibi ¢esitli patolojik siiregleri

igermektedir.
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Yaslanma: RPE, fotoreseptdrler icin ¢ok Onemli olan metabolik ve destekleyici
fonksiyonlara sahiptir. Fotoreseptor hiicrelerin dis kisimlarinda disk seklindeki membran
yapilar1 bulunmaktadir. Bu diskler diizenli olarak yenilenmekte ve eski diskler hiicrelerin
dis kistmina itilmektedir. iste RPE bu dokiilen fotoreseptdr dis segmentlerini fagosite eder.

Metabolik artiklar ise daha sonra koryokapillaris yolu ile gézden uzaklastirilmaktadir.’

Yaglanma ile birlikte RPE hiicrelerinin sayisinda zamanla azalma olmaktadir. Hiicre
sayisinda azalma kalan hiicrelerin metabolik yiikiiniin artmasina ve metabolik artiklarin
tam olarak uzaklastirllamamasina sebep olur. Bu durumda artik materyaller hiicre
sitoplazmasinda birikmeye baglar. Bu birikim kalan RPE hiicrelerinin de 6liimiine yol
acabilir.”® RPE sitoplazmasinda biriken fagozomal birikimler lipofuskin olarak adlandirilir.

Yasla birlikte lipofuskin birikimi giderek artmaktadir.®

RPE sitoplazmasinda lipofuskin biriktik¢e fonksiyonel sitoplazma gittik¢e azalir ve RPE
fonksiyonunda bozukluklar ortaya ¢ikmaya baslar. Lipofuskin, RPE hiicrelerinde oksidatif
hasara ve lizozomal enzimatik faliyetin azalmasina neden olabilir.®8! RPE hiicrelerinin

oliimii ise fotoreseptor kayb1 ve koryokapillariste atrofiye neden olabilir.®

Bruch membrani YBMD patogenezinde kritik bir rol oynamaktadir. Genglerde ve
saglikli gozlerde Bruch membrani oksijen ve glukoz gibi sivi ve kiiciik molekiilleri
geciren, yapisal bir destek olarak fonksiyon gosterir. Ayrica antianjiojenik molekiiller

icererek elastin tabaka da neovaskularizasyona karsi bir bariyer olarak islev goriir.

RPE, VEGF iretir. VEGF, Bruch membranindan koryokapillarise gecebilir. Buna
ragmen Bruch membranindaki antianjiojenik molekiiller koroidden gelen neovaskiiler

kilcal damarlarin biiyiimesini engelleyerek yas tip YBMD’ nin gelismesine engel olur.

Bruch membran1 5 tabakadan olusmaktadir. Bunlar sirasiyla; RPE bazal membrani, i¢
kollajen tabaka, elastik tabaka, dis kollajen tabaka ve koriokapillarisin bazal membranidir.
Yaslanmayla birlikte Bruch membraninda da bazi degisiklikler goriilmeye baslar. Bruch

memraninda goriilen ilk dejenerasyon belirtileri bazal laminar depozitlerdir.

Yaslandigimizda Bruch membrani elastin laminada debris birikimi ve ayrica kollajen
tabaka ve RPE bazal laminasi arasinda drusen birikimi olusmaya baslar. Bu debris birikimi

Bruch membranmin gecirgenliginde azalmaya sebep olur. Bu RPE tarafindan goziin
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icinden dismna atik maddelerin pompalanmasina engel olarak RPE dekolmanina sebep
olabilir. Ayrica kuru tip YBMD’ de goriilen atrofinin de yine Bruch membranindaki artik

madde birikimi nedeniyle olustugu diisiiniilmektedir.®®

Yasglanma ayrica Bruch membranindaki elastin tabakada incelmeye ve kirilmalara yol
acar bu tabakada incelme antianjiojenik proteinlerin azalmasina bagli olarak
neovaskiilarizasyon riskini artirir. Ayrica elastin  yikim {rlinlerinin  kendileri de
anjiojeniktir. Bu nedenle Bruch membran elastinlerinin yikimi sadece neovaskiilarizasyona

kars1 olan bariyerin azalmasina sebep olmaz ayni zamanda damar biiylimesini de sitimiile

eder.8

Koroidal kan akim: Yaslanma ile sklera, Bruch membrani ve damar yapilarinin

duvarlarina lipid maddelerin infiltrasyonu sonucu koroidde kan akimina karsi artmig bir
diren¢ izlenmektedir. Bunun sonucu olarak da géz ve beyin arterindeki goreceli dirence
bagli olarak koroid perfiizyon basincinda azalma veya koryokapiller damar i¢i basingta

artma izlenir.

Ramrattan ve ark.%® calismasinda dogumdan (200um) 90 yasina kadar (80um) koroid
kalinliginda progresif bir azalma izlenmistir. Yasla beraber koryokapillaris yogunlugu ve
liimen cap1 azalmaktadir.®® Bu bilgilerin 1s1¢1inda subfoveolar koroidal kan akiminin yasla
birlikte azalmas1 siirpriz degildir.2® Ornegin 50 yasin iizerindeki bireylerde indosiyanin
yesili ile koryokapiller dolma gecikmis, YBMD hastalarinda makiilada hipofloresan alanlar
goriilmeye baslanmistir. Submakiiler koryokapillarisin Laser Doppler Flowmetrisi 46

yasindan biiytik bireylerde diisiik koroidal kan akimini ve voliimiinii géstermistir.

Guymer ve ark® Bruch membramndaki endotelyal hiicre ¢ikintilarnin Bruch
membranindan atik temizlemede 6nemli bir rolii oldugunu sdylemektedir. Bu nedenle yasa
bagl koryokapiller kayb1 Bruch membran1 kalinliginin artmasinin sebebi olabilir. Ayni
zamanda RPE normal koryokapiller yogunlugu ve anatomisini koruyucu maddeler
tiretmektedir. Bruch membran kalinlagmas1 koryokapillarise bu maddelerin yayilmasin
bozarak yasa bagli koryokapiller degisiklere yol acar.2® Koroid perfiizyonunun azalmasi
RPE metabolizmasmi etkileyerek RPE dejenerasyonuna ve atrofisine neden

olmaktadir.*”8°
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Ayni zamanda artmis koroid basinci ise RPE den gelen atik maddelerin atilimim
zorlagtirmakta ve Bruch membraninda lipoit infiltrasyonunu kolaylastirmaktadir. Bu
drusen ve bazal laminar birikintilerin olusumuna yol a¢gmaktadir. Artmis koroid basinci
retina pigment epitel dekolmaninin (PED) da nedeni olabilir. Ek olarak sistemik
hipertansiyon da koroidde vaskiiler degisikliklere yol agarak damar intimasinda kalinlagma

ve tikanikliga sebep olabilmektedir.%%!

Oksidatif stres: Hiicrelerin oksidatif hasari yaglanma siirecinde énemli bir rol oynar.

Yasla birlikte DNA onarim sisteminde bozukluk, yogun oksidatif stres ve azalmis
antioksidan savunma nedeniyle DNA hasar1 artar.? Fotoreseptér ve RPE gibi non-
proliferatif postmitotik hiicreler, hiicre dongiisii kontrol noktalarinda herhangi bir DNA
hasar tespit sistemlerine sahip olmadiklari igin oksidatif hasara duyarldir.®® Makiilada
predominant fotoreseptorler koni hiicreleridir. Rodlardan daha fazla enerji iiretmeye

ihtiyac oldugu icin ayn1 zamanda daha fazla oksijene de ihtiya¢ duyarlar.%*%

Retina goriiniir 1518a maruz kalmasindan dolay1 yiiksek oksijen tiiketen bir organdir. Bu
nedenle retina oksidatif strese karsi duyarlidir.% Isiga ve oksidatif strese maruz kalma

durumu protein, lipid ve DNA’da lipid peroksidasyonuna neden olmaktadir.®’

Ayrica bazi c¢aligmalar antioksidan vitaminler olan vitamin A,C ve E vitaminlerinden
zengin gidalar tiiketenlerde YBMD riskinde azalma gostermistir.!%%® Ek olarak Eye
Disease Case Control Study diisiik plazma C vitamini diizeylerinin artmig YBMD riski ile

iliskili oldugunu gostermistir,*

YBMD’de plazma glutatyon rediiktaz seviyeleri anlamli derecede diisiik izlenmistir.*%
Yine bir ¢calismanin sonucu sigara kullanmanin da oksidatif hasara yol acarak YBMD ig¢in

risk faktorii oldugunu gostermektedir.®’

Inflamasyon: Epidemiyoloji ve laboratuar ¢alismalari, enflamasyonun drusen ile
YBMD patogenezinde rol aldigmi gostermektedir.’?1% YBMD’ye neden olan ana
patolojik degisiklikler enflamasyon, oksidatif stres ve endoplazmik retikulum (ER)
stresidir.'® Hipoksi ile indiiklenebilir faktor (Hif)-la, VEGF-A gen ekspresyonunun

diizenlenmesinde kritik bir rol oynayan hipoksik yanitin anahtar bir aracidir.1%
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Doku kesitlerinin histolojik incelemelerinde RPE’ye ait hiicre atiklarinin, RPE bazal
lamina ve bruch membrani arasinda birikip kronik enflamasyon yoluyla drusen
olusturabildigi goriilmistiir. Drusen, akut ve kronik enflamatuar cevap olusturan proteinler
amiloid P ve kompleman proteinlerini de igerir. Enflamasyon anjiyogenez ile alakalidir ve

ileri YBMD’de neovaskiilarizasyonda rolii oldugu diisiiniilmektedir.10%-104

Kuru tip YBMD’nin anlamli belirtisi olan drusen; apolipoprotein E, koagiilasyon
proteinleri, akut faz proteinleri, IgG, kompleman faktorleri gibi c¢ok sayida pro-
inflamatuvar faktorler icermektedir ve lokal inflamasyon YBMD’nin erken patogenezini

olusturmaktadir.'%’

2.3.3 YBMD Histopatolojisi

Normal yaslanmaya bagli olarak makiilada c¢esitli degisiklikler meydana gelir. Bunlar;
fotoreseptdr yogunluk ve dagiliminda azalma, pigment epitelinde ultrastriiktiirel
degisiklikler, melanin graniillerinde azalma, lipofuskin graniil ve artik cisimlerin

olusumudur.

Bazal laminar depozitlerin birikimi yagdan zengin graniiler materyal ve genis araliklarla
yerlesmis kollajen fibrillerinin, RPE’nin hiicre plazma membrani ve onun bazal membrani

arasinda birikmesidir.

Mlerleyici involiisyonel koryokapiller degisiklikler normal yaslanma siireci ile ilgili olup
YBMD nin bir pargasi olmayabilir. YBMD’ye bagh degisiklikler ise yaglanmanin pargasi

degildir ve neovaskiiler olmayan ve neovaskiiler olarak siniflandirilabilir.*!

Yaglanmayla beraber, drusen formasyonu ve lipofuskin olusumunu hizlandiran cok
sayida metabolit retinada belirmeye baslar. Lipofuskin hiicre yaslanma faktorii olarak
isimlendirilir. Bunlar fotoreseptorlerin eksternal segmentlerinin inkomplet metabolizma
tirtinleridir. Protein lipid memran sikiligmin kaybi sonucu lipofuskin once sitoplazmaya

sonrasinda ekstraselliiler alana cikar ve sonunda drusenleri olusturur.'%®

Lipofuskin molekiilii hibrid florofor A2-E (toksik vitamin A dimeri) igerir ve
fotoreseptdr apoptozunda aktif bir rol oynamaktadir.!%® Asir1 diizeylerde, lipofuskin ve A2-

E fotoreseptorleri ve koryokapillarisi hasarlar ve jeografik atrofiye sebep olur. RPE’ye
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toksik  olmanin yaninda A2-E’nin kompleman kaskadim1 aktive ettigi de

gdsterilmistir, 109110

2.3.4 Yasa Bagh Makula Dejenerasyonu Simiflandirmasi

2000 yilinda yayimlanan ¢ok merkezli “Yasa Bagli Makulopati Calisma Grubu” (Age
Related Eye Disease Study- AREDS) YBMD smiflamasini asagidaki gibi diizenlemistir;''!

AREDS kategori 1: Drusen olmamasi veya bilateral yaygin olmayan kii¢iik drusen (<63

um) ile karakterizedir.

AREDS Kkategori 2 (Erken Evre YBMD): En az bir gozde yaygin kiigiik drusen (<63
um), 20’den az sayida orta drusen (63-124 um) veya pigment anomalileri ile

karakterizedir.

AREDS kategori 3 (Orta Evre YBMD): Bir¢ok orta boy drusen (63-124 um) veya en az

bir biiylik drusen (>124 um) veya merkezi makula igine uzanmayan jeografik atrofiyi

icermektedir.

AREDS Kkategori 4 (ileri Evre YBMD): En az bir gozde foveay: tutan jeografik atrofi

veya koroid neovaskularizasyonu veya norosensoryal retina veya RPE’nin ser6z ve/veya
hemorajik dekolmani, retinal sert eksiidalar, subretinal ve sub-RPE fibrovaskiiler
proliferasyon, diskiform skar durumlarini igeren neovaskiiler makiilopati durumlarinin tek

bir gozde biri veya birkaci ile karakterizedir.

2.3.4.1 Non-Neovaskiiler Anormallikler (Kuru Tip YBMD)

Atrofik tip YBMD’de goriilen temel lezyonlar; drusen, RPE degisikligi, RPE’nin
cografik atrofisi ve fokal hiperpigmentasyonudur. Atrofik tip, YBMD’nin %90’ mdan
sorumlu iken ancak hastalarin %10’unda agikar gérme azalmasi meydana gelir. Atrofik tip
YBMD’de gorme azalmasi yillar i¢inde yavas yavas gelismesine karsin, atrofik tip

zamanla eksiidatif tipe doniisebilir ve ani gorme azalmasi olusabilir.}?
Drusen

Almanca nodiil anlamina gelen, ilk defa 1854 yilinda Donders tarafindan tariflenen
drusen, makula i¢inde RPE seviyesinde yer alan, genellikle 50 yasindan biiyiiklerde
goriilen sari-beyaz, hafifce kabarik birikintilerdir. Drusen tipik olarak kollajen, RPE
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organelleri ve hiicre proseslerini kapsayan ekstraseliiler eozinofilik materyallerin fokal
birikimidir ve RPE bazal membrani ile Bruch membranin kollajenez kati arasinda yer
alir. 311 Bugiine kadar drusenin olusumu hakkinda ¢ok cesitli hipotezler 6ne siiriilmiistiir
fakat genellikle bu birikintilerin RPE kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.'*> Histopatolojik
incelemeler drusenin dagiliminin  koryokapilleris patternine uygunluk gdsterdigini
gdstermistir.'’® Drusen'de plazma proteinlerinin gozlemlenmesi, enflamatuar bir yanit
sirasinda, immiin aracili, kompleman aktivasyonunun sebep oldugu mekanik onerilere yol
agcmistir. RPE’den gelen sinyaller tarafindan tetiklenen olaylar, nedensel olarak drusen
olusumunda yer almaktadir. Oksidatif protein modifikasyonlar1 protein ¢apraz baglari,
AGE'ler ve lipidler kaynakli degisiklikler drusen formasyonunda birincil katalizorler
olabilir. Gergekten de AGE'ler vaskiiler endotelyal biiylime faktor salgilanmasini ve in
Vivo anjiyogenezisi uyarir bunun sonucunda da YBMD'de koroidal neovaskiilarizasyonda
rol oynayabilir.!'” Drusen her zaman makula dejeneresansina ilerlemez ve yalnizca normal
yaslanma bulgusu olarak kalabilir. Ilerleyici formda aym hastada zaman igerisinde farkli
drusen formlar1 olusabilir. Hastaligin prognozunda oynadiklar1 rol acisindan sayi, sekil ve

biiyiikliiklerine gore siniflandirilabilirler.
Boyuta gore:
1- Kiigiik drusen: < 63 mikron
2- Orta drusen: 63-124 mikron
3- Biiyiik drusen: >124 mikron

Klinik gbériiniimiine gore:

Sert drusen: Bruch membraninin i¢ yiizeyinde hyalin materyalin birikiminden olusur.

Cap1 63 mikrondan kiiciik sinirlar belirgin sari-gri renkte goriiliir.

Sert drusen kiimeleri: Sert drusen birikimlerinin sik1 bir sekilde bir araya gelmesi ile
olusan ve yumusak druseni andiran lezyonlardan ibarettir. FFA ve indosiyanin yesili

anjiyografisinde (ICGA) erken ve gec evrede hiperfloresan olarak izlenirler.!*2

Yumusak drusen: Yumusak drusen, 63 mikrondan biiyiik, sinirlar1 belirsiz ve farkl

buyiiklik ve sekildedir. Genellikle birlesme ve kiimeler olusturma egilimindedir.
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Histopatolojik olarak diffiiz bazal laminer veya bazal lineer depozitlerle birlikte, RPE-
Bruch membran1 kompleksinde yaygin fonksiyon bozuklugunu temsil eder. FFA’da
gecikmis ve hafif bir hiperfloresans gosterirler, drusenin blyiikligi arttik¢a floresansi
azalir. ICGA’da tiim fazlarda hipofloresandir. Yumusak drusenin bati toplumlarinda
erigkinlerde goriilme sikligt %13-20 arasinda verilmektedir. Hem insidansi hem de

prevelans: yasla iliskilidir ve KNV gelismesi acisindan biiyiik risk tagirlar. 118121

Drusenin gerilemesiyle ilgili bulgular, beyazliginin artmasi, sinirlariin keskinlesmesi,
pigment birikintilerinin olugmast ve kalsifikasyonudur. Drusenin gerilemesiyle incelmis
RPE veya fokal jeografik atrofi alanlar1 ortaya ¢ikar. FFA’da atrofik alanlar hiperfloresan,
pigment ve kalsifikasyon hipofloresan olarak izlenir. ICGA nin erken fazinda hiperfloresan
olarak baslayan atrofi alanlarinin bazilar1 anjiografi ilerledik¢e tamamen hipofloresan

olarak izlenirken, bazilar1 ise zemin koroid floresansina gore daha hiperfloresan hale geger.

Retikiiler Drusen: Retikiiler drusenler FFA’da bulgu vermezler. Histolojik yapisi

aydinlatilamamistir. KNV olusmast igin yiiksek risklidir.*??

Gerileyen drusen: Drusenin gerilemesi ile ortaya ¢ikan keskin sinirli, beyaz, kalsifiye,
pigment birikimleri ile seyreden ve bunu zamanla RPE incelmesi veya atrofisinin takip
ettigi lezyonlardir. FFA’da RPE atrofisi, pigment kiimelerine bagli pencere defektlerinin
oldugu hiperfloresan goriiniimler verirken kalsifik drusen ise hipofloresan 6zellik gosterir.

Bunlar, ICGA’da hiperfloresans goriiniim verirler.!?
Retina Pigment Epiteli Degisiklikleri

Bruch membraninin i¢ katinin diffiiz kalinlagsmasiyla birlikte klinik olarak tespit edilen
yumusak drusen birlikte RPE degisiklikleriyle birlikte seyredebilir. Bu degisiklikler
RPE’nin jeografik atrofisi, RPE’nin non-jeografik atrofisi, fokal hiperpigmentasyon ve
bruch membraninin distrofik kalsifikasyonudur. Non-jeografik atrofi; baslangigta fovea
disinda beliren, zamanla foveayr da etkileyebilen keskin sinirli ve alttaki koroidal
damarlarin secilebildigi RPE’nin fokal atrofisidir. RPE’de genis atrofi alanlar1 disinda
sensoriyal retina ve koriokapillarisin atrofisinin de izlendigi, biiyilk damar arkadlarini
asmayacak sekilde foveay1 da i¢ine alan atrofiler jeografik atrofi olarak tanimlanir. Non-
jeografik atrofi FFA’da erken donemde pencere defektine uyacak sekilde lekeli

hiperfloresans 6zellik gosterirken, ge¢ donemde hiperfloresans giderek azalir. Jeografik
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atrofide ise FFA’da erken fazda koriokapillaris atrofisine bagli hiperfloresans izlenmezken,

gec donemde koroid ve skleranin boyanmasi nedeniyle hiperfloresans izlenir.!?*

2.3.4.2 Neovaskiiler (yas) YBMD

Yas tip YBMD’nin kuru tipten ayirdedilmesi, Bruch membran/RPE kompleks
biitiinliigiiniin ayrilmas: neticesinde meydana gelen pigment epitel dekolmani (PED) ile
olur. Sub-RPE ve subretinal potansiyel bosluklara koryokapiller damarlarin ilerlemesiyle
PED ve cksudatif tip YBMD meydana gelir. PED’in en sik komplikasyonu koroidal
neovaskiiler membrandir. insan retinas1 viicuttaki en yiiksek oksijen tiiketimi ve metabolik
aktiviteye sahiptir. Retina damarlar1 dis pleksiform tabakaya kadar beslenmeyi saglarken
daha derin tabakalarin beslenmesi koroid damarlarindan saglanir. Depozitlerin varlig
biiyiime faktorlerini tetikleyebilir. Anjiogenez (Vaskiiler Endotelial Growth Factor, VEGF)
ve anti- anjiogenez (Pigment Epithelium Derived Factor, PEDF) faktorleri arasindaki

dengenin bozulmas1 koroidal neovaskiilarizasyonu (KNV) tetikler.®

KNV: Yas tip YBMD nin en 6nemli bulgusu KNV’dir. KNV, koroidden yeni damar
olusumudur. Olusan yeni damarlardan sizan sivilar, retina tabakalarinda ayrilmalara ve
riptiirlere, subretinal ve intraretinal kanamalara sebep olmaktadir. Koryokapiller damarlar,
Bruch membranindaki ¢atlaklardan gegerek RPE ve Bruch membrani arasindaki bosluga
(sub-RPE KNV, tip 1 biiyiime paterni), retina ve RPE arasina (subretinal KNV, tip 2
biiylime paterni) veya her iki bosluga (kombine biiylime paterni) ilerleyebilirler. Tip 1
KNV nin anjiyografik bulgusu okiilt, tip 2 KNV’nin anjiyografik bulgusu klasik tipe
karsilik gelir. Tip 1 KNV, yas tip YBMD i¢in karakteristiktir.

Klasik KNV: KNV’nun histolojik olarak gosterildigi ilk anjiografik tiptir. Asikar KNV
Bruch membranindaki bir ¢atlaktan koroid kapillerinin proliferasyonu sonucu, anjiogramin
erken fazinda, sinirlar1 son derece iyi belirlenen, komsu dokulardan ayirt edilebilen parlak
hiperfloresans veren ve giderek floresein sizmasi sonucu geg¢ gollenme tarzinda
cevresindeki subsensoriyal retinal alani sizinti ile dolduran durumdur. YBMD’lerin %12’si

yas tiptedir ve bunlarm %13’ii klasik KNV 6zellikleri gosterir.}?®

Okiilt KNV: Klasik dis1 tim goriiniimleri kapsayan subretinal pigment epitelyum
lezyonudur. Beraberinde eksudatif veya hemorajik belirtiler olmas1 tizerindeki pigment

epitelinin veya damarsal etkisiyle degisik goriintiiler sergiler.!?® FFA’da floresein
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gollenmesinin kesin odagi net olarak izlenmeyebilir. Koroidal fléresansin goériilmesini
engellemeye yetecek kalinlikta kanama olmasi, hiperplastik RPE’nin serdz dekolmanlari,
KNV’nin yavas kan akimi veya fibroz doku nedeniyle organize olmus kabarik alanda
floresansin blokajina bagli olarak, KNV smirlarini1 maskeleyen 6zellikler ortaya gikar,!2/128
Makuler Fotokoagulasyon Calisma Grubu tarafinda floresein anjiografide 2 farkli gizli
KNV floresans paterni belirtilmistir. Bu paternler fibrovaskiiler pigment epitel dekolmani

(PED) ve kaynagi belirsiz ge¢ faz hiperfloresanstir.

2.3.5 Yasa Bagh Makula Dejenerasyonunda Tedavi

2.3.5.1 Non-Neovaskiiler (Kuru Tip) YBMD Tedavisi

Atrofik tip YBMD tedavisini ve hastaligin ilerlemesi ile eksiidatif tipe doniigiimiiniin
engellenmesini saglayabilecek kabul edilmis etkin bir tedavi yontemi yoktur. Oksidatif
stresin azaltilmasi ya da dnlenmesi i¢in antioksidan vitamin ve bazi minerallerden zengin
diyet ve takviye ilaclarin kullanimi son yillarda YBMD profilaksisinde giindeme

gelmigtir. 129132

Besinlerdeki bazi vitamin ve mineraller, retina antioksidan savunma sisteminin
pargasidir. Antioksidan vitaminlerin YBMD patogenezindeki Onemi giin gegtikce
artmaktadir. Vitamin C, E, karotenoidler gibi antioksidanlarin, retinanin yapisinda ve
retinanin fizyolojisinde yer almas1 YBMD ile iliskisini diisiindiirmektedir. Antioksidanlar,
retinanin oksidatif hasarin1 6nleyerek YBMD gelisimini engellerler. Retinada fotoreseptor
hasar1, foto-oksidasyon veya lipid peroksidasyonu ile agiga ¢ikan serbest radikallerle
olusabilir. Bunun sonucunda okside maddelerin saglikli dokularda birikmesi hiicre
6liimiine, RPE fonksiyon bozukluguna ve sonug¢ta makulay: tutan dejenerasyona yol agar.
Antioksidanlar, bu zararli maddelerin olusumunu engeller, azaltir veya kompanse ederler.
Retinanin oksidatif strese karsi olusan savunma sistemleri, endojen antioksidan enzimler
ve diyet kaynakli olan non-enzimatik ekzojen antioksidanlardan (karotenoidler, vitaminler
ve eser mineraller) olusur.'*?** Endojen antioksidan enzimler glutatyon peroksidaz (GPx),
superoksid dismutaz (SOD) ve katalazdir. Diyetle alinmas1 gereken ekzojen kaynakli
antioksidanlar ise vitamin C (askorbik asit), vitamin D ve vitamin E (alfa tokoferol)
vitaminleri; selenyum (Se), ¢inko (Zn), bakir (Cu) ve magnezyum (Mg) eser mineralleri ile

alfa (a) karoten, beta (3) karoten, kriptoksantin, lutein ve zeaksantin karotenoidleridir.

22



Lutein ve zeaksantin (L-Z), makula pigment epiteli yapisinda yiiksek miktarda bulunur,
makulaya sar1 rengini verir, UV ve kisa dalga boylu mavi 15181 (430-490 nm) absorbe
ederek foto-oksidatif hasar1 engeller, antioksidan 6zelligi ile oksijen radikallerini baskilar
ve lipofuskin olusumunu azaltir. Giinde 10 mg luteinin diger antioksidan ve minerallerle
birlikte kullanimi, YBMD’de makula pigment yogunlugunu, kontrast duyarligr ve gérme
keskinligini (GK) artirdigi bildirilmistir.’3* Memelilerde bu karotenoidler sentez
edilemezler, beslenme ile alinmahidirlar. Yas ilerledik¢e serumdaki L-Z miktar1 da
azaldigindan, diyette antioksidanlarin yer almasi daha da 6nem kazanmaktadir. Kuru Tip
YBMD’de degistirilebilir-onlenebilir risk faktorleri dikkate alinarak koruyucu 6nlemlerin
alinmas1 ve Ozellikle erken hastalik evrelerinde serbest radikalleri nétralize eden
antioksidan tedaviler konusunda pek ¢ok calisma yapilmistir. Plasebo kontrollii, ¢ift kor,
randomize olarak diizenlenen “Lutein Antioxidant Supplementation Trial- LAST”
calismasinda atrofik YBMD’si olan 90 hastada bir gruba 10mg/giin lutein, diger gruba 10
mg/glin lutein ve antioksidan vitamin/mineral destegi verilmis; 12 ay takip sonunda lutein
grubunda %36, luteintantioksidan verilen grupta %43 oraninda makula pigmenti optik
yogunlugu (MPOY) artarken, plasebo grubunda MPOY azalmistir. Ayrica lutein verilen
grupta 5.4 harf, lutein+antioksidan verilen grupta 3.5 harf gérme artis1 saptanirken, plasebo
grubunda gérme azalmustir. Ilag verilen her iki grupta da kontrast duyarlik 12 ay sonunda

artis gdstermis, plasebo grubunda ise azalma tespit edilmistir.'**

Benzer sekilde Waterford calismasinda da MPOY o6lc¢iilmiistiir. Arastirmada MPOY ’un
yas, sigara, kadin cinsiyeti ve ailede YBMD varlig1 ile azaldigi; tiim YBMD hastalarinda
azalmis olarak tespit edilen MPOY’un, besinlerle lutein alimi sonucunda arttig1
saptanmigtir.’*® YBMD’de Lutein/Zeaksantin (L-Z) alimu ile ilgili ok merkezli, plasebo
kontrolli, ¢ift kor AREDS (Age Related Eye Disease Study)- Yasa Bagli Goz Hastaligi
caligmast yapilmis ve sonuglart 22 numarali rapor olarak yaymlanmistir.® Raporda
beslenmeyle daha fazla L-Z alanlarda ileri evre YBMD, biiyiik ve yaygin drusen riskinin
azaldig1 bildirilmistir. Giinde 4 mg yiiksek doz L-Z beslenmeye ilave edilirse, kontrol
grubuna gore, jeografik atrofi riskinde %55, yas tip YBMD riskinde %35 ve drusen
riskinde %27 azalma oldugu tespit edilmistir. AREDS 22 numarali raporunda YBMD
riskini azaltmak i¢in saglikli kisilerin giinde 6 mg L-Z almasini, YBMD hastalarinda ise bu
dozun 12 mg’a kadar yiikseltilebilecegini onermistir.’*® Benzer sekilde BMES(Blue
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Mountains Eye Study) calismasinda diyetle alinan L-Z’nin, yas tip YBMD riskini,

yumusak ve retikiiler drusen sikligini azalttigin1 gdstermistir. '

Lutein ve zeaksantin (L-Z) destegini takiben MPOY ve serum Kkarotenoid
konsantrasyonlarindaki degisikliklerin incelendigi LUNA (Lutein Nutrition Effects
Measured by Autofluorescence) ¢alismasinda 6 ay boyunca 2 mg L ve 1 mg Z, 120 mg
vitamin C, 17.6 mg vitamin E, 10 mg ¢inko, 40 p g selenyum verilmis ve serum L-Z
diizeyleri ve MPOY o0l¢limii yapilmistir. Calisma sonunda serum L-Z diizeylerinin anlamli
arttig1, L-Z kullananlarin %96’sinda 6 ay kullanimdan sonra MPOY nun arttig1 ve 6 ay
kullanimdan sonra ila¢ kesildiginde, 3. ayin sonunda MPOY’nin tekrar azaldigi tespit

edilmistir.'%’

YBMD riski ile karotenoid alimi iliskisini inceleyen EDCC (The Eye Disease Case-
Control Study) de 391 yas tip YBMD olgusuna giinde 6 mg Lutein/Zeaksantin verilmis,
577 kontrol grubu ile birlikte tiim hastalarda serum karotenoid ve vitamin diizeyleri
incelenmistir. Karotenoid serum diizeyleri yiliksek olanlarda, diisiik olanlara gére YBMD
riskinde %43 azalma ve benzer sekilde lutein serum diizeyleri yiiksek olanlarda, diisiik
olanlara gore YBMD riskinde anlamli azalma saptanmustir.’® Beta karoten diger
vitaminlerle birlikte kullanildiginda YBMD riskini azaltmakta, yliksek miktarda  karoten
alinmas1 ise YBMD riskini artirmaktadir. Ancak B karoten ve vitamin A alinmasi, 6zellikle
sigara icenlerde akciger kanseri riskini ciddi olarak arttirmaktadir; bu nedenle kullanimi

sigara icenlerde dnerilmemektedir.'361%

C vitamini hidrofilik ortamda antioksidan serbest radikalleri nétralize eder, hiicre
membranini stabilize eder ve enzimlerin ko-faktoriidiir, okside E vitamininin yenilenmesini
saglar. E vitamini de serbest radikalleri baglar, hiicre membranini stabilize eder, yag
asitlerinin peroksidasyonuna karsi koruma saglar, dolagimi gii¢lendirir. Ancak VECAT
caligmasinda vitamin E kullaniminin YBMD gelisimi {izerine etkisi olmadigi rapor
edilmistir.’*® Benzer sekilde E vitaminin giinliik 400 IU iizerinde alimmin kardiyovaskiiler
hastalig1 olan bireylerde mortaliteyi arttirdig1 gosterilmistir.1*° D vitamini antianjiojenik ve
antienflamatuvar etkilidir. Parekh ve ark.’*! yaptig1 calismada serum D vitamini yiiksek

olan kisilerde erken YBMD riskinin azaldig: tespit edilmistir.

24



Omega 3 (alfa linoleik asit, EPA ve DHA) doymus yag asitlerinden fakir esansiyel yag
asitidir; damar koruyucu ve noéronlarin temel yapi tast olup, yagda eriyen vitaminler icin
gereklidir. Glutatyon peroksidaz ve stiperoksit dismutaz dogrudan serbest radikallere
etkilidirler. Selenyum glutatyon peroksidaz’in ko-faktoriidiir. Diger nonenzimatik
antioksidanlar ¢inko, selenyum, bakir, magnezyum gibi eser elementler de retinanin
antioksidasyon fonksiyonlarinda yer alirlar. Cinko, bakir ile birlikte enzimatik
antioksidanlarin temel tasi olup, RPE’de siiperoksid dismutaz (SOD), katalaz gibi
antioksidan enzimlerin aktivasyonu i¢in ko-faktordiir.™®® 200 kadar enzimi aktive eder;
rodopsinin rejenerasyonu ve stabilizasyonunda, retinoliin retinaya taginmasinin ve
fotoreseptorlerden sinaptik iletinin kolaylastirilmasinda, serbest radikallerin baglanmasinda
cinko gereklidir, ayn1 zamanda antienflamatuvar etkilidir. BMES calismasinda 15.8
mg/giin ve tlizeri ¢inko aliminin erken ve ge¢ YBMD sikligimi azalttigi, AREDS
caligmasinda antioksidan vitamin ile birlikte 80 mg/giin ¢inko oksit aliminin ileri evre
YBMD riskini azalttigi gosterilmistir. 3013+13¢ AREDS’in 8 no’lu raporunda belirtilen
giinliik dozlardaki destek maddelerinin, ileri YBMD riskini %25, iic ve daha fazla sira
gorme kaybi riskini %19 oraninda azalttig1 bildirilmistir. Aragtirmada giinliik 500 mg Vit-
C, 400 1U Vit-E, 80 mg ¢inko oksit, 2 mg bakir oksit ve 15 mg [-karoten kullanilmistir.
Raporda bir gozde erken ve orta evre YBMD olan hastalarda, belirtilen antioksidanlarin
kullanimi ile, diger gozde ileri evre YBMD gelisme riskinin anlamli derecede azaldigi,
erken evredeki olgularda ise anlamli sonuglarm elde edilmedigi belirtilmistir.*?® Ancak iki
genis kapsamli ¢alisma olan Nurses’ Health Survey ve The Health Professionals Follow-up

Study, ¢inko aliminin YBMD riskini azaltmadigim gostermislerdir.?

Yiiksek doz mikro-besinlerin yasa bagl goz hastaliklari iizerindeki etkisini incelemek
amaciyla planlanan AREDS-1 aragtirmasinda oksidatif stresin azaltilmasi veya 6nlenmesi
i¢cin antioksidan vitamin ve mineralleri igeren ilaglarin kullaniminin sonuglari randomize,
plasebo kontrollii klinik ¢alisma ile incelenmistir.!?® Takip siiresi ortalama 6.3 yil olan
1992 yilinda baslatilip, 2001 yilinda sonlandirilan 11 merkezli AREDS-1 ¢alismasinda 55-
80 yaslarinda 3640 orta evre YBMD hastasi ve 1117 kontrol grubu en az 5 yil siireyle takip
edilmislerdir. Tedavi grubu hastalarina her giin 500 mg vitamin C, 400 IU vitamin E, 15
mg B karoten, 80 mg ¢inko ve 2 mg bakir verilmis ve plasebo grubu ile karsilastirilmigtir.
Sonugta ileri evre YBMD’ye gecis riskinin, plasebo ile karsilastirildiginda sadece ¢inko
kullananlarda %21, sadece antioksidan (vitamin C ve E) vitamin kullananlarda %17 ve
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antioksidan+cinko  kullananlarda %25 oraninda azaldifi rapor edilmistir.}?%134

Arastirmacilar orta ve ileri evre YBMD hastalarinda 5 yilda 15 harf gérme keskinligi kayb1
riskinin sadece ¢inko kullananlarda %11, sadece antioksidan kullananlarda 910,
antioksidan ve ¢inko birlikte kullananlarda %19 oraninda azaldigini tespit etmislerdir. Beta
karotenin sigara kullananlarda akciger kanseri gelisme riskini artirmasi, ¢inkonun
gastrointestinal sistemde yan etkilere yol agmast AREDS-1’de belirtilen formiilasyonda
degisiklik yapilmasini giindeme getirmistir. Ayrica bazi ¢calismalarda L-Z, DHA gibi baska
besinlerin de koruyucu rollerinin bildirilmesi yeni formiilasyon diizenleme gereksinimini
ortaya ¢ikarmistir. Bunun sonucunda 2006 yilinda baslayan National Eye Institute (NEI)
tarafindan desteklenen ve yiiksek doz lutein, zeaksantin, omega-3 uzun zincirli doymamis
yag asitleri takviyesinin yas tip YBMD olusumuna etkisini incelemeyi amaglayan AREDS
-2 ¢alismasi baglatilmistir. Bu plasebo kontrollii, randomize, ¢ift kor ¢alismada giinliik
antioksidan dozlar1 ¢inko 40 mg seklinde azaltilmis, beta karoten tamamen ¢ikarilmis ve
omega-3 uzun zincirli yag asitleri (DHA ve EPA) 1000 mg, lutein 10 mg ve zeaksantin 2
mg dozda ilave edilmistir.*#*%141 AREDS-2 ¢alismasi, AREDS-1 calismasindaki orijinal
formiile lutein, zeaksantin ve omega 3 eklenmesinin herhangi bir yararinin olmadigim
gostermistir. Bu calisma ayni1 zamanda diisiik ya da yiliksek doz c¢inko takviyesinin
etkinligini de arastirmigtir ve her iki doz arasinda bir fark bulunamamistir. Lutein ve
zeaksantin igeren AREDS formiiliinii kullanan hastalarla beta-karoten iceren AREDS
formiliinii kullanan hastalar karsilagtirilmis ve lutein ve zeaksantin igeren formiilii
kullanan hastalarda ileri YBMD gelistirme riskinde %18 azalma goriilmiistiir. Bu ¢alisma
ayrica gostermistir ki beta karoten iceren AREDS formiiliinii kullanan ve sigara icen
hastalarda artmis akciger kanseri riski vardir.}?°242 Lutein (L) ve Zeaksantin (Z) makulaya
rengini veren pigmentlerdir. L bitki pigmenti, Z lutein izomeri karotenoidlerdir. Bunlar da
Omega 3 gibi viicutta sentezlenmezler, besinlerle alinirlar. Yasl bireylerde yapilan bir
calismada 5 hafta boyunca giinde bir yumurta tiiketimi ile, serumda L ve Z diizeyi %26-38

yiikselmis; buna karsilik serum lipid ve kolesterol diizeyleri degismemistir.}4®

Sonu¢ olarak kuru tip YBMD i¢in halen etkinligi kanitlanmis bir tedavi
bulunmamaktadir. YBMD’nin 06nlenmesi ve ilerlemesinin yavaglatilmasi i¢in risk
faktorleri de goz ontline bulundurularak saglikli bir yasam bi¢imi siirdiirmek, 6zellikle 55
yasin lzerindeki saglikli bireylere sigarasiz yasam, diizenli egzersiz, kilo, tansiyon ve

kolesterol kontrolii, yag1 ve sekeri azaltip, koyu yesil yaprakli sebzeler, ceviz ve meyve
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yani sira haftada 1-2 kez balik tiiketmeleri Onerilmelidir. Ancak erken evre YBMD
saptandiginda 10 mg/giin lutein ve 500-1000 mg/giin omega 3 alimi uygun goriiliirken, bir
gbzde ileri evre YBMD varliginda AREDS caligmalarinda belirlenen yogun antioksidan
destegi giindeme gelebilir.!** Antioksidan, vitamin ve mineral destegi en azindan diger
gozii korumak icin yararli olmasina ragmen destek tedavisinin de yan etkileri oldugu
unutulmamalidir. Beta karoten alan ve sigara icenlerde akciger Ca riski oldugu, yliksek
dozda E vitamininin kardiyovaskiiler hastaliklar ve O6liime yol agabilecegi, ¢inko ile
alzheimer ve prostat hiperplazisi riskinin, omega 3 ile kanama riskinin oldugu, 100 ugr

tizerinde selenyumun toksik etki yapacagi hatirda tutulmalidir.

2.3.5.2 Neovaskiiler (Yas Tip) YBMD Tedavisi

Lazer Fotokoagiilasyon

Fotodinamik Tedavi

Transpupiller Termoterapi (TTT)

Radyasyon Tedavisi

Cerrahi Tedaviler

Antianjiyojenik Tedavi

2.4 Serbest Radikal Olusum Mekanizmalari ve Viicuttaki Antioksidan Savunma

Sistemleri

Yasa bagli makula dejenerasyonu, diinyada korliiglin 6nde gelen nedenlerindendir ve
yine de patogenezi tam olarak aydinlatilamamistir. ROS olusumunun neden oldugu
hiicresel hasar1 ifade eden oksidatif stres, ozellikle yasla ilgili bozukluklar olmak {iizere
birgok hastalik siirecinde rol oynamaktadir. ROS’lar arasinda serbest radikaller, hidrojen
peroksit ve tekli oksijen bulunur ve bunlar genellikle oksijen metabolizmasinin yan
uriinleridir. Retina, yiiksek oksijen tiiketimi, yiiksek oranda ¢coklu doymamis yag asitleri ve

151¢a maruz kalmasi nedeniyle oksidatif strese 6zellikle duyarhdir.

"Oksidatif stres” terimi, hiicrenin antioksidan savunma sistemi ile hiicre i¢inde her
zaman bir dereceye kadar mevcut olan ROS arasindaki dengesizligi ifade eder. Oksidatif

stres birgok uyaran ve kosul tarafindan indiiklenebilir. Hiicre tipine, ortama ve yasa bagh
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olarak, endojen olarak iiretilen ROS'dan kaynaklanabilir veya sigara dumani, ¢evre kirliligi
veya radyasyon gibi dis kaynakli olabilir.1*>!%® Cogu durumda, oksidatif olarak hasar
gormiis hiicresel bilesenler onarilir veya otofajiye ugrar ve yeni sentezlenen bilesenlerle
degistirilir. Bununla birlikte, yas ilerledik¢e, bu denge skalanin pro-oksidatif tarafina dogru
kayar. Postmitotik hiicrelerde, bu biiyiik dl¢lide otofajik klerensin azalmasina ve lipofuskin
dahil hiicresel atiklarin birikmesine baglidir, bu da daha sonra ROS iiretimini daha da
artirir.**” Sinirli miktarda oksidatif stres siklikla hiicre replikasyonunu uyarirken, biraz
daha fazlas1t DNA hasari, bliylime durmasi ve onarici otofajiye neden olacaktir. Son olarak,
asagida daha ayrintili olarak tartisilacagi gibi, orta veya ileri oksidatif stres, lizozomlarin

iceriklerinin sitozole salinmas1 sonucu apoptoz veya nekroz ile sonuglanmaktadir.48

2.4.1 Oksidatif Siirecler

Kimyasal olarak, oksidasyon elektronlarin uzaklastirilmasini ve indirgeme elektronlarin
kazanimin ifade eder. Diyetteki karbonhidratlardan, proteinlerden ve lipidlerden CO2 ve
H>O'ya oksitleyerek enerji saglanir. Trikarboksilik asit (TCA) dongiisii olarak bilinen bir
dizi reaksiyon, yakitlarin oksidasyonunun c¢ogundan sorumludur ve elde edilen enerji,
indirgenmis elektron kabul eden koenzimler, NADH ve FAD (H2) seklinde korunur. Bu
koenzimlerin elektronlari, oksijeni (O2) elektron tasima zincirinde H2O’ya doniistirmek
icin kullanilabilir ve bu reaksiyon, oksidatif fosforilasyon olarak bilinen bir islemde
adenosin difosfat ve Pi'nin adenosin trifosfata (ATP) donistiiriilmesi ile enerji agiga
cikarir.}4® Oksidatif fosforilasyon mitokondride meydana gelir ve ATP sentaz ile katalize
edilir. Elektron tagima zinciri toplam O tiiketimimizin yaklasik% 90'n1 olusturur, geri

kalani oksidaz veya oksijenaz igeren reaksiyonlar tarafindan kullanilir.'>

2.4.2 Reaktif Oksijen Ara Maddeleri

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), iki ortak 6zellige sahip, nispeten kararsiz molekiillerden
olusan farkli bir grup olusturur. Oksijenden (O) tiiretilirler ve giiclii oksitleyici 6zellikleri
nedeniyle diger molekiillerle etkilesime c¢ok egilimlidirler. ROS, serbest radikalleri,
hidrojen peroksit veya tekli oksijeni tanimlamak igin kullanilan bir terimdir. Serbest
radikaller, dig yoriingelerinde bir veya daha fazla eslestirilmemis elektron iceren
molekiillerdir ve Ornekler arasinda siiperoksit anyonu (O2- ¢), hidroksil serbest radikali

(OH *), hidroperoksit radikalleri (HO2 ) ve lipid peroksit radikalleri bulunur.t51%2
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ROS genellikle iki grupta siniflandirilir; radikal olmayan ve radikal tiirler (“serbest
radikaller” olarak da bilinir). Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir veya daha fazla
eslestirilmemis elektronun varlig1 ile karakterizedir. Bu eslesmemis elektronlar nedeniyle
radikal olmayan ROS’dan ¢ok daha reaktiftirler ve genellikle ¢ok kisa yar1 Omiirleri
vardir.!>® Bir elektronu bagislayabilir ya da diger molekiillerden bir elektron kabul edebilir,
bu nedenle oksidanlar veya indirgeyiciler gibi davranirlar. Bu molekiiller ¢cekirdekte DNA,
proteinler, karbonhidratlar ve lipidler gibi biyolojik olarak ilgili molekiillere zarar veren,
hiicre zarinda bulunan oldukc¢a reaktif tiirlerdir. Serbest radikaller, hiicre hasarina ve
homeostatik bozulmaya yol agan énemli makromolekiillere saldirir.?>* Serbest radikallerin
hedefleri viicuttaki her tiirli molekiilii igerir. Bunlar arasinda lipidler, niikleik asitler ve

proteinler ana hedeflerdir.

Serbest radikaller, insan viicudundaki normal temel metabolik islemlerden
kaynaklanabilir. ROS {iretimini arttirdigi bilinen uyarilar arasinda radyasyon, yaslanma,
iltihaplanma, ytikseltilmis kismi O2 basinci, hava kirleticileri (O3,NO2), sigara dumani ve

reperfiizyon hasar1 vardir,1>>1%

Serbest radikal olusumu, hem enzimatik hem de enzimatik olmayan reaksiyonlarin bir
sonucu olarak hiicrelerde siirekli olarak meydana gelir. Serbest radikallerin kaynag1 olarak
gorev yapan enzimatik reaksiyonlar, solunum zincirinde, fagositozda, prostaglandin
sentezinde ve sitokrom P-450 sisteminde yer alir. Serbest radikaller ayrica oksijenin

organik bilesiklerle reaksiyonu veya iyonlastirici reaksiyonlarla da olusabilir.t>’
Serbest Radikal Kaynaklar:

] I¢ Kaynaklar

] D1s kaynaklar

(1 Fizyolojik faktorler
I¢ Kaynaklar

Bunlar serbest radikallerin kaynagi olarak goérev yapan enzimatik reaksiyonlardir.
Solunum zincirinde, fagositozda, prostaglandin sentezinde ve sitokrom P450 sisteminde

yer alan reaksiyonlari igerir. Serbest radikallerin bazi i¢ tiretim kaynaklari, mitokondri,
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ksantin oksidaz, fagositler, demir ve diger gecis metallerini igeren reaksiyonlar,

peroksizomlar, arasidonik asit yollari, egzersiz, iskemi/reperfiizyon ve inflamasyondur.
Dus kaynaklar

Bunlar oksijenin organik bilesiklerle enzimatik olmayan reaksiyonlarini igerir. Serbest
radikaller, iyonlastirict radyasyonlarla baslatilan reaksiyonlarda da ortaya ¢ikar. Bazi
serbest radikal kaynaklari sigara dumani, c¢evresel kirletici maddeler, radyasyonlar,

ultraviyole 151k, ozon, bazi ilaglar, bocek ilaglari, anestezikler ve endiistriyel ¢oziiciilerdir.
Fizyolojik Faktorler
Stres, ruhsal durum ve hastalik kosullar1 da serbest radikallerin olusumundan sorumludur.

2.4.3 Reaktif Oksijen Ara Maddeleri ve Hiicre Hasar1

Karbonhidratlar, membran lipidleri, proteinler ve niikleik asitlerin hepsi reaktif oksijen
tirlerinin neden oldugu hasara karsi savunmasizdir ve bu hasarin bir¢cok hastaligin

patogenezine katkida bulunduguna inanilmaktadir,*>21%8

Yaglar

Serbest radikal oto-oksidasyonu olarak bilinen lipid serbest radikallerinin ve lipid
peroksitlerin olusumu, normal olarak organik molekiillerin oksidasyonunu geciktiren, spin
kisitlamasinin kinetik bariyerlerine tabi degildir. Coklu doymamis yag asitleri (PUFA'lar)
serbest radikal hasarma 6zellikle duyarhdir, ¢linkii konjuge cift baglar1 bir elektron igeren
uygun hidrojen atomu kaynaklaridir. Lipid radikali daha sonra oksijenle birleserek lipid
peroksit radikallerini ve lipid peroksitleri olusturmak igin sadece diger ¢oklu doymamis
yag asitlerinden elektronlar calarak ve boylece degerli PUFA'lar1 tiiketen ve hasarli
molekiiller iireten bir sitotoksik reaksiyon dizisi olusturarak kararli bir duruma ulasabilir.
Sonunda lipidin bozulmasi, kan ve idrarda bulunan ve serbest radikal hasarinin bir belirteci

olarak kullanilabilen malondialdehit gibi iiriinler olusturarak meydana gelir.
Protein

Proteinlerin par¢alanmasi, ¢apraz baglanmasi ve proteolize kars1 varolan giivenlik agigi,

amino asitlerinin oksidasyonuna neden olur.
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Niikleik Asitler

ROS ile etkilesimlerden kaynaklanan DNA'nin oksitlenmis bazlar1 yaglanma ve yasa

bagl bozukluklara 6nemli dl¢iide neden olur.®

2.4.4 Oksidatif Strese Karsi Savunma Mekanizmalari

Oksijen toksisitesinin etkilerine karsi korunmak igin kullanilan mekanizmalar arasinda
hiicresel boliimlendirme, onarim, ROS ’un enzimatik olarak uzaklastirilmasi ve serbest

radikallerin vitaminler ve diger bilesikler tarafindan atilmasi yer almaktadir.'®

-Boliimlendirme, ROS’un oksidatif hasara duyarli hiicresel bilesenlerden ayrilmasini
ifade eder. Ornegin, H20, olusumunda rol oynayan enzimler, yiiksek miktarda antioksidan
enzim igerigine sahip olan ve ayni organel icindeki diger oksidatif reaksiyonlar i¢in H20:

kullanan peroksizomlarda bulunur.

-DNA onarimi, sarmalin bozuk boélgesinin bir DNA polimerazin etkisiyle
degistirilmesini ve ardindan bir ligazin etkisiyle kopmanin kapatilmasini igerir. Tek bir
bazin zarar gormesi DNA glikozilazlar kullanilarak onarilir. Proteinlerin oksitlenmis amino
asitleri, proteinin parcalanmasi veya yeniden sentezi ile onarilir ve oksitlenmis yag

asitlerini membran lipidlerinden ¢gikarmak i¢in de mekanizmalar mevcuttur.

-Antioksidan aktiviteye sahip birka¢ enzim vardir ve bunlar arasinda siiperoksit

dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz bulunur.

-C, E vitaminleri ve bazi karotenoidler, ROS ile dogrudan ve enzimatik olmayan bir
sekilde reaksiyona girerek zararsiz iirlinler sentezlenir ve bdylece serbest radikal zincir

reaksiyonunu sonlandirir.

-Retinal antioksidan savunma sistemine dahil olan diger maddeler arasinda

metallotionein, melanin ve glutatyon bulunur.

2.4.5 Retinada Reaktif Oksijen Ara Uriinlerinin Uretimi

In vivo olarak ROS’lar, hiicresel metabolizmanin yan iiriinleri olarak veya fotokimyasal
reaksiyonlarin bir sonucu olarak ortaya cikabilir.!®! Retinada, gesitli nedenlerden dolay:
reaktif oksijen tiirlerinin {iretimi olmaktadir. Ilk olarak, retina tarafindan oksijen tiiketimi

diger dokulardan ¢ok daha fazladir. %2 Ikincisi, retina yiiksek diizeyde kiimiilatif 1s1nlamaya
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tabidir. Ugiinciisii, fotoreseptdr dis segment membranlari, kolaylikla oksitlenebilen ve
sitotoksik bir zincir reaksiyonu baglatabilen ¢oklu doymamis yag asitleri bakimindan
zengindir.!®® Dérdiinciisii, norosensoriyal retina ve retina pigment epiteli (RPE) bol
miktarda 1513a duyarlilastirict igerir.284%% Son olarak, RPE tarafindan fagositoz siirecinin

kendisi oksidatif bir strestir ve ROS olusumuyla sonuglanir.*®’

RETINAL FOTOKIMYASAL HASAR

Fotokimyasal retina hasar1 ilk kez 1000 saniye boyunca mavi 1s18a (441 nm) maruz
kalan 20 Rhesus maymunun retinasmin histopatolojik bulgular1 ile Ham ve ark.l®
tarafindan bildirilmistir. Kisa dalga boylu 1518 fotoreseptoér dis segmentlerine, hiicresel
cogalmaya ve RPE ile koroiddeki mitotik aktiviteye hasar verdigi ve RPE’nin
hipopigmentasyonuna neden oldugu kaydedilmistir.’®® Retinanin 151k hasarma duyarlilig,
daha sonra sekiz farkli monokromatik dalga boyu kullanarak Rhesus maymunlarinda retina
hasarina neden olan ayn1 arastirmacilar tarafindan incelenmistir. Fotik hasara olusturmak
icin gereken giiciin, maruz kalma stiresine (1 ila 1000 saniye) bagl olarak, kizilotesi dalga
boylarina (1064 nm) gére mavi 151k (441.6 nm) i¢in 70 ila 1000 kat daha diisiik oldugu

bulunmustur.*6°

Kisacasi, 1518a maruz kalmanin ana etkisi, fotoreseptdrlerin segici dejenerasyonu, uzun
zincirli ¢oklu doymamis yag asidinin azalmasi ve lipid konjuge dienlerin seviyesindeki
artistt.’® Wu ve ark.! mavi 1513a bagh hiicre &liimii mekanizmasinin apoptoz oldugunu
dogruladilar. Organisciak ve ark.?® ise retinal 151k hasarmin antioksidatif stres proteini hem

oksijenaz-1 (HO-1) ekspresyonunu indiikledigini gostermislerdir.
POLIANSATURE (COKLU DOYMAMIS) YAG ASITLERI

Hem rodlarin hem de konilerin fotoreseptér membranlari, stabil bir matriks saglayan
lipid ¢ift tabakas icerir. Iyonlara pasif olarak gecirgen ve rodopsin gibi integral membran
proteinlerinin stabilizasyonunu saglayan bir membrandir. Coklu doymamis yag asitleri, rod
dis segment membranlarinin yaklasik %50'sini olusturur ve proteinler ise kalan %50'yi
olusturur. Dogada en ¢ok bulunan ¢oklu doymamis yag asidi olan dokosaheksaenoik asit
(DHA)(22: 6v-3), kon fotoreseptor fosfolipidlerinin yaklastk %50'sini olusturur.!’
Dokosaheksaenoik asit ve onciisii, esansiyel yag asidi olan alfa-linoleik asit, tamamen

diyet menselidir. DHA alt1 ¢ift bag icerdiginden ve doymamis yag asitlerinin oksidasyona
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yatkinligt dogrudan ¢ift bag sayisi ile iliskili oldugundan, retina dogal olarak lipid
peroksidasyonuna duyarlidir.}”® Membran PUFA'larinin lipid peroksidasyonu, membran
fonksiyonunda kayip ve yapisal biitiinliik ile sonug¢lanir. Peroksidasyon isleminin ilk adima,
HO veya tekli oksijen gibi giiclii bir serbest radikallerin, hiicresel zar veya fagosite edilmis
fotoreseptorler gibi PUFA igeren bir yapiya yakin olarak {iretildiginde meydana gelir.
Yiiksek reaktiviteleri nedeniyle, radikal PUFA’dan hemen bir hidrojen atomunu ¢ikarir, bu
da su ve bir peroksit radikalinin olusumuna yol acar. Bir radikal ile radikal olmayan bir
madde arasindaki reaksiyon her zaman baska bir radikalin olusumuna yol ac¢tifindan, bu
islemi Onlemenin tek yolu radikalin bir anti-oksidan temizleyici (6rnegin E vitamini)
tarafindan tuzaga diisiiriilmesi veya radikal olmayan bir tiir iiretmektir.’* Bu reaksiyon
hizli bir sekilde sonlandirilmazsa, tehdit altindaki membranlar, iyonlar, proteinler ve diger
kapali bilegsenlerin hiicre digsina sizmasiyla onarilamaz sekilde hasar goriir. Lipid
peroksidasyonunun membrana zarar veren dogrudan etkilerinin yani sira, son iriinleri

(malonaldehit gibi) de lipofuskin iiretimi i¢in bazi yap1 taglarm olusturur.’

Insan retinasiin lipid peroksidasyonuna yatkinlig1 bolgeye ve yasa baglidir. De La Paz
ve Anderson, 15 insan kadavra goziinde makiiler ve periferik retinanin in vitro lipid
peroksidasyonunu karsilastirdi.  Posterior kutup retinasimin lipid peroksidasyonuna
duyarliligmin yas ile pozitif iliskili oldugu, ancak periferik retina i¢in boyle bir iliski
olmadig1 kaydedildi.!”® Ayrica, insan makula bolgesinde periferik retina ile
karsilastirildiginda daha diisik DHA seviyeleri bildirilmistir, bu da makiilanin periferik
dokudan daha biiyiik bir oksidatif stresle karsilastigim1 gosterir.”” Bu nedenle, makulada
yani en ¢ok ihtiya¢ duyuldugu yerde bir antioksidan savunma sunma yeteneginin artan
yagla birlikte azaldigi goriilmektedir. Fotoreseptér dis segment membranlarinin lipid
peroksidasyonuna duyarliligi, diyet modifikasyonu ile degistirilebilir. Bush ve ark.!® siklik
(12 saat/12 saat) aydinlik/karanlik bir ortamda yetistirilen ve DHA ve a-linoleik asitten
eksik bir diyetle beslenen erkek sicanlarda yaptiklari caligmada, retina DHA diizeyleri
kisitlt diyetleri olan hayvanlarda kontrol grubuna gore %65-75 daha diisiik olarak rapor
edilmistir ve DHA eksikligi olan siganlar, kontrol grubuna kiyasla énemli 6lgiide daha az
fotoreseptdr dis segment membran bozulmasi, 1518a bagli disk dokiilmesi ve rodopsin kaybi1
sergilemistir. Baska bir ¢alismada, Organisciak ve ark.}”® linoleik asitten yoksun diyetle

beslenen siganlarda retinal 151k hasarina karsi korudugunu dogrulamistir.
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RETINAL KROMOFORLAR

Kromoforlar veya 1s1ga duyarlilagtiricilar, kimyasal bir reaksiyon olusturmak i¢in 15181
emen molekiillerdir. Fotokimyasal hasar, UV nin ve goriiniir 15181n bir kromofor tarafindan
emilmesinden kaynaklanan ve substratin uyarilmis duruma elektrolit gegisine yol agan
yaralanma olarak tanimlanabilir.}® Retina kromoforlari arasinda rodopsin, melanin,

lipofusin ve sitokrom c oksidaz gibi mitokondriyal solunum enzimleri bulunur.
Rodopsin

Sicanlardaki 1s1ga baglh fotoreseptor hiicre dejenerasyonunun rodopsin aracili oldugu ve
yaralanma siddetinin maruziyet dncesi rodopsin igerigi ile iliskili oldugu gosterilmistir. 8!
183 Rodopsin aracili 151k hasarinin oksidatif dogasi, artmis retinal antioksidan savunmanin
goriiniir 1518a maruz kaldiktan sonra rodopsin miktarini artirabildigini gésteren Organisciak
ve ark.nm bulgular ile desteklenmektedir.®*18° Ayrica, rodopsin kaybi ile iliskili retinal
fotik yaralanma, antioksidatif stres proteini hem oksijenazin ekspresyonunu indiikler ve

dimetiltiyoiire uygulanmasiyla iyilestirilebilir.%
Lipofuskin

Lipofuskin, kisa dalga boyu 15181 ile uyarildiginda otofloresan, yag asitlerinin
oksidasyonu ile elde edilen aldehit kopriileri ile birbirine baglanan protein kalintilarindan
olusan bir polimerdir. N6ronal ve néronal olmayan, metabolik olarak aktif gesitli post-
mitotik hiicrelerin lizozomlar1 i¢inde olusur. Yasla biriktigi i¢in, lipofuskin “yas pigmenti”
olarak adlandirilir ve hiicresel yaslanmanin bir belirteci olarak kabul edilir. Ayrica, varlig
yasa bagl ¢esitli hastaliklarla iligkilidir. Lipofuskin belirli kimyasal ve fiziksel 6zelliklere
sahiptir, ancak kesin bilesimi kaynagina bagli olarak degisir. Proteinlere, lipidlere ve
karbonhidratlara ek olarak, bu sarimsi kahverengi, otofloresan bilesik ayrica onemli
miktarda metal, dzellikle demir igerir.1¥ RPE’de lipofuskin graniilleri tipik olarak hiicrenin

bazal yarisinda ¢ekirdegin etrafinda konsantre edilir.

RPE hiicre lipofuskini nispeten esit biiyiikliikteki graniillerin i¢inde bulunur *¥7 ve Wing
ve ark. bu graniillerin artan yasla birlikte asamali olarak biriktigini ve konsantrasyonlarinin
arka kutupta zirve yaptigini kaydetmistir.2% Bununla birlikte, foveadaki RPE lipofuskin

konsantrasyonunda fokal bir azalma siirekli olarak gosterilmistir.*®1# Harcanan hiicre igi
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organellerin eksik otofajik degradasyonundan elde edilen ¢ogu dokudaki lipofuskinden
farkli olarak, RPE lipofuskini ayrica fagositoz edilmis fotoreseptor dis segmentlerinden de
tiiretilir.>® Bu nedenle, RPE lipofuskininin hem benzersiz hem de heterojen olmasi

muhtemeldir.

Bilesimi biiyiikk olgiide bilinmemekle birlikte, bazi lipidler ve Schiff bazi reaksiyon
{iriini  N-retiniliden-N-retiniletanolamin ~ (A2-E)  tanimlanmstir.'®®  Histopatolojik
calismalar yiiksek seviyelerde lipofuskin ile RPE hiicrelerinin ve fotoreseptorlerin
dejenerasyonu arasinda bir iliski oldugunu gostermistir.’® Bilindigi kadariyla, lipofuskinin

RPE hiicresel aktivitelerini bozabilecegi ii¢ olasi mekanizma vardir.

Birincisi, fonksiyonel sitoplazmik bosluktaki azalma ve hiicre igi lipofuskinin
varhgindan kaynaklanan hiicresel mimarinin bozulmasidir.*®1%2  ikincisi, lipofuskin
gercekte cevre dokularin oksidatif hasarini indiikleyebilir, ¢linkii reaktif oksijen ara
{iriinlerinin {iretimi icin bir 15132 duyarlilastirict gorevi goriir. Ugiinciisii, RPE lizozomal
bozunma fonksiyonlar1 N-retinilidin-N-retiniletanolamin tarafindan inhibe edilir, boylece

hiicrenin hiicre i¢i ve hiicre dis1 materyali sindirme kapasitesini sinirlar.

Bu oksidatif olarak modifiye edilmis lipofuskin bilesikleri lizozomal enzimlerin ayrisma
etkilerine karst direnglidir ve bu nedenle zamanla, 6zellikle boliinmeyen hiicrelerde
birikecektir.1%® RPE hiicrelerinde lipofuskin birikimi YBMD gelisimi ile agikea iliskili olsa
da, bu korelasyonun arkasindaki kesin mekanizmalar ayrintili olarak bilinmemektedir.
Bununla birlikte, lipofuskin birikiminin RPE hiicrelerinin hem hetero hem de otofagositik
aktivitesini engelledigi, dolayisiyla fagosite fotoreseptor dis segmentinin, hiicre igi
makromolekiillerin ve organellerin degradasyon kapasitelerini azalttig1 gosterilmistir. Bu,
protein yanlis katlanmasi ve mitokondriyal solunumun inhibisyonu gibi diger lipofuskin
aracil etkilerle birlikte RPE hiicre hasarinin artmasina neden olacaktir 817519419 Avpica
lipofuskin hiicreleri foto-oksidasyona duyarli hale getirir ve lizozomlari, lizozomal
parcalayict enzimlerin sitozole salinmasi nedeniyle olusan hiicre Oliimiiyle birlikte
oksidatif hasara daha duyarl hale getirir.!®"*%® Lipofuskin, HO olusumunu katalizleyen
demir agisindan zengin oldugu igin lipofuskin yiikli lizozomlar oksidatif strese karsi
0zellikle savunmasiz olabilir. RPE hiicreleri, giinliik olarak herhangi bir bagka postmitotik
hiicre tiirlinde benzeri olmayan bir fagositik gorevi yerine getirirken, yogun 1s18a

maruziyet, ¢ok yiiksek oksijen gerilimi, yiiksek metabolik aktivite ve artan hiicre i¢i demir
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miktarlaria émiir boyu maruz kalmaktadir. Bunu goz 6niinde bulundurarak, bu tek hiicre
tabakasinin bir sekilde genellikle yasamin sonlarina kadar 6nemli lipofuskin birikiminden

kaginmay1 basarmasi dikkat ¢ekicidir.
Melanin

Celiski olusturacak sekilde hem fototoksisiteden koruyucu hem de fototoksik
fonksiyonlar okiiler melanine atfedilmistir.!®® Bununla birlikte, tipik in vivo kosullar
altinda, melanin aracili fotooksidasyonun nispeten énemsiz olduguna dair genel bir fikir

birligi vardur, 166199200

Sitokrom C Oksidaz

Sitokrom c oksidaz, oksidatif fosforilasyonda rol oynayan 6nemli bir mitokondriyal
enzimdir.?®® Bu enzimin absorbansi, redoks durumuna gore degisir ve indirgenmis
formunda 440 nm'lik bir pik emilimine sahiptir.2%2?% Mavi 1s181n neden oldugu retina
hasarma mitokondriyal solunum enzimleri aracilik ettigi varsayilmistir.2%%2%4 Bu hipotez,
mavi 1518a maruz kaldiktan sonra sitokrom c oksidaz iceriginin RPE de gozlenen azalmasi
ile desteklenmektedir.?%®

2.4.6 Serbest Radikal Cesitleri

(] Hidroksil Radikali (.OH)
[] Siiperoksit Radikali (O2-)
(1 Hidrojen Peroksit (H202)
(] Uglii Oksijen (30y)

] Aktif Oksijen

2.4.6.1 Siiperoksit

Sekil 2'de gosterildigi gibi, O2'nin H2O'ya indirgenmesi, elektronlar her seferinde bir
tane aktarilarak kademeli olarak gerceklesir. Ilk adimda, en bol bulunan hiicre i¢i ROS
olan, stiperoksit anyonu (O2)- olusur. Serbest radikal olarak siniflandirilmasina ragmen, en
giiclii olan1 degildir ve bazi1 hassas enzimler disinda diger makromolekiillere zarar vermek

icin yeterli reaktiviteye sahip degildir.2%
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Oze- formasyonunun ana kaynagi, mitokondride elektron tasima zincirinden
elektronlarin kazara kagmasidir. Mitokondride kullanilan oksijenin yaklasik %1'inin
stiperoksit radikalleri seklinde s1zdig1 tahmin edilmektedir. Ancak yash bireylerde bu oran

daha fazladir.2%’

ol e il E‘ i E‘ i E‘
C. . .C C
02 — 02-- e HEOE -—;.« HO"1 hy HEO
. N"C
2H° H" H,0 H*

Sekil 2: Mitokondriyal solunumda oksijenin kademeli olarak rediiksiyonu, Oz ye
elektronlar teker teker kabul edilir ve sirasi ile dnce Ooe-, sonrasinda H»O; ve son olarak
bir proton ve bir elektron eklenmesi ile hidroksil radikali (HO¢) olusur. En son basamakta

ise H20 olusur.

2.4.6.2 Hidrojen Peroksit

Genellikle Oze-, spontan olarak veya siiperoksit dismutazin (SOD) enzimatik etkisi ile
hizla hidrojen peroksit (H202) e doniisiir. H20, zarlardan kolayca niifuz eder ve hiicrede
boliimlere ayrilmaz. Cogunlukla hizli bir sekilde bozunur ve suya, 6zellikle katalaz ve
peroksidazlarin enzimatik etkisiyle doniismesine ragmen, her zaman diisiik, fizyolojik bir
H.0. seviyesi mevcuttur ve bu da sitozolik redoks aktivitenin diizenlenmesinde sinyal
molekiilii olarak 6nemli bir islev gériir.l‘r’o'zo8 Bununla birlikte, antioksidan savunma
sistemi ROS aktivitesine kars1 koyamadigi zaman oksidatif stres kosullar1 altinda H2O2, bir
hidroksil anyonu ve yiiksek derecede reaktif bir hidroksil radikalinin (HO ) olusmasina

neden olacak sekilde ayrilir.
Bu ayrigma, Fenton tipi reaksiyonda redoks-aktif demir ile katalize edilir:
Fe** + H,02 — Fe®* + HO+ + OH-

2.4.6.3 Hidroksil

HO -+ ¢ok kisa yarilanma dmriine sahiptir ve amino asitler, sekerler, yag asitleri, DNA ve

fosfolipidler gibi hiicredeki her tiir molekiil i¢in son derece tehlikelidir. ROS’larin en
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reaktif olanidir ve olusumdan hemen sonra ve en yakin yapiya zarar verir. Bu nedenle,
demir ve H»O; hiicre iginde ayn1 yerde bulustugunda, bu ¢evreleyen molekiiller i¢in biiyiik
risk olabilir.1¥® HOe«’ya benzer sekilde, tekli oksijen de oldukca agresiftir ve hemen

membranlar veya diger hiicresel bilesenlerle reaksiyona girmeye calisir.

2.4.7 Antioksidanlar

Antioksidan 0Ozellikteki molekiiller temel olarak serbest radikal temizleme
ozelliklerinden dolay: hiicresel hasar1 geciktirir veya inhibe eder.?’® Bu diisiik molekiiler
agirlikli antioksidanlar, serbest radikallerle glivenli bir sekilde etkilesime girebilir ve vital
molekiiller zarar gérmeden Once zincir reaksiyonunu sonlandirabilir. Glutatyon, ubikinol
ve turik asit dahil olmak ilizere bu tiir antioksidanlarin bazilari, viicuttaki normal
metabolizma sirasinda iiretilir.?!® Diger hafif antioksidanlar diyette bulunur. Viicutta
serbest radikalleri temizleyen birka¢ enzim sistemi bulunmasina ragmen, temel mikro
besin (vitaminler) antioksidanlar1 E vitamini (a-tokoferol), C vitamini (askorbik asit) ve
beta karotendir.?!! Viicut bu mikro besinleri iiretemez, bu nedenle diyetle alinmalart

gerekir.
Enzimatik ve Peptid Yapili Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidanlar icin iki temel etki mekanizmasi 6ne siiriilmiistiir.?'? ilki, birincil
antioksidanin viicutta mevcut serbest radikallere bir elektron verdigi zincirleme bir
mekanizmadir. Ikinci mekanizma, ROS/reaktif azot tiir baslaticilarinin  (ikincil
antioksidanlar) zincir baslatic1 katalizorii sondiirerek ¢ikarilmasini igerir. Antioksidanlar,
biyolojik sistemler iizerindeki etkilerini, elektron bagisi, metal iyonu selati, yardimci
antioksidanlar veya gen ekspresyon diizenlemesi dahil olmak iizere farkli mekanizmalar ile

uygulayabilir.?*3

Birinci savunma hatti serbest radikal olusumunu baskilayan koruyucu antioksidanlardir.
Her ne kadar in vivo radikal olusumunun kesin mekanizmasi heniiz tam olarak
aciklanmamasina ragmen, hidroperoksitlerin ve hidrojen peroksitin metal kaynaklh
parcalanmalarinin 6nemli kaynaklardan biri oldugu diisiiniilmektedir. Bu tiir reaksiyonlar1
bastirmak i¢in, bazi antioksidanlar, serbest radikallerin ve bazi proteinlerin metal iyonlarin
serbest birakmadan, hidroperoksitleri ve hidrojen peroksiti, sirasiyla alkollere ve suya

indirgemektedir. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon-transferaz ve peroksidazin;
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lipid hidroperoksitleri karsilik gelen alkollere parcaladigi bilinmektedir. GSH-PXx, biyo-
zarlara entegre edilmis fosfolipidlerin hidroperoksitlerini azaltabilmesi bakimindan

benzersizdir. GSH-Px ve katalaz, hidrojen peroksidi suya indirger.

Ikinci savunma hatt1 zincir baslangicini bastirmak ve/veya zincir yayilma reaksiyonlarini
kirmak i¢in aktif radikalleri temizleyen antioksidanlardir. Cesitli endojen kok temizleyici
antioksidanlar bilinmektedir. Bazilar1 hidrofilik, bazilari ise lipofiliktir. C vitamini, trik
asit, bilirubin, albiimin ve tiyoller hidrofilik radikal temizleyici antioksidanlardir.E
vitamini ve ubikuinol lipofilik radikal temizleyici antioksidanlardir. E vitamini, en giicli

radikal temizleyici lipofilik antioksidan olarak kabul edilir.

Ugiincii savunma hatt1 tamir ve de novo antioksidanlaridir. Sitozolde ve memeli
hiicrelerinin mitokondrilerinde bulunan proteolitik enzimler, proteinazlar, proteazlar ve
peptidazlar oksidatif olarak degistirilmis proteinleri tanir, bozar ve uzaklastirir ve
oksitlenmis proteinlerin birikmesini 6nler. DNA tamir sistemleri ayrica toplam savunma
sisteminde oksidatif hasara kars1 dnemli bir rol oynamaktadir. Hasarli DNA'y1 onarabilen

glikozilazlar ve niikleazlar gibi ¢esitli enzimler bilinmektedir.

Serbest radikallerin iiretimi ve reaksiyonlar1 i¢in sinyalin uygun antioksidanlarin
olusumunu ve dogru bolgeye tasinmasini sagladig1 adaptasyon adi verilen baska bir nemli
fonksiyon vardir.?!* Hiicreler etkilesimli bir antioksidan enzim ag1 ile oksidatif strese kars1
korunur.?!® Burada, oksidatif fosforilasyon gibi islemler tarafindan salian siiperoksit dnce
hidrojen peroksite doniistiiriiliir ve daha sonra suya doniiserek daha da azalir. Bu
detoksifikasyon yolu, birden fazla enzimden olusmaktadir. Siiperoksit dismutazlar ilk
basamag: katalize eder, sonra katalaz ve hidrojen peroksidi kaldiran gesitli peroksidazlar

ile detoksifikasyon devam eder.?16

2.4.7.1 Siiperoksit dismutaz (SOD)

SOD, siiperoksit anyonunun oksijen ve hidrojen peroksite pargalanmasimi 1000 kat
hizlandiran bir metaloenzimdir.?!” SOD enzimleri hemen hemen tiim aerobik hiicrelerde ve
hiicre dis1 sivilarda bulunur.?*® Cogu Oze- mitokondri i¢inde hiicresel solunumun bir yan
irlinii olarak olustugundan, SOD bu bolgede en fazla bulunur. Metal kofaktore bagl olarak
baslica siiperoksit dismutazlar; Cu/Zn (hem bakir hem de ¢inko baglayan), Fe ve Mn tipleri

(demir veya mangant baglayan) ve son olarak nikeli baglayan Ni tipi olarak
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smiflandirilmistir. Mn-SOD, mitokondri ve peroksizomlarda bulunur. Fe SOD, esas olarak
Kloroplastlarda bulunur, ancak peroksizomlarda da tespit edilmistir ve Cu/Zn SOD, sitozol,

kloroplast, peroksizomda lokalize edilmistir.21%-22

Insanlarda, ii¢ siiperoksit dismutaz formu mevcuttur. SODI sitoplazmada, SOD2
mitokondride ve SOD3 hiicre disinda bulunur. Birincisi bir dimerdir (iki birimden olusur),
digerleri ise tetramerlerdir (dort alt birim). SOD1 ve SOD3 bakir ve ¢inko igerirken, SOD2
reaktif merkezinde manganez igerir.??2 SOD sentezinde artis oksidatif stres kosullari

altinda indiiklenir.??

De La Paz ve ark.?* 7 ile 85 yaslar1 arasindaki donédrlerden, saglikli insan gdzlerinin
merkezi ve periferal nérosensoriyal retinasinda SOD aktivitesini 6l¢miis ve makuladaki bu
enzimin aktivitesinde yasa bagh bir diisiis bulamadigin tespit etmislerdir. Frank ve ark.??®
eritrosit CuZn-SOD' vyi inhibe etmek icin bir poliklonal antikor kullanarak, patoloji
olmadan 19 insan dondr gozlinin makiiler RPE’sinde siiperoksit dismutaz
immiinoreaktivitesini ve koroid neovaskiiler membram1 (KNVM) benzer sayida
Olemiislerdir. Her iki gruptaki gozler i¢in yas ve sitoplazmik ve lizozomal CuZn-SOD
immiinoreaktivitesi arasinda pozitif bir iliski oldugu gosterilmistir, ancak bu iliski sadece
KNVM'li gozlerde sitoplazmik enzim seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli olmustur.
Liles ve ark.?%® toplam RPE-SOD aktivitesinin YBMD olan ve YBMD olmayan gozler icin

istatistiksel olarak karsilastirilabilir oldugunu ve yasla ilgisi olmadigini1 bulmusglardr.

Bu nedenle, retinal SOD'nin YBMD'ye kars1 korumada genel yerel antioksidan savunma

sistemine olan katkisindan bagka 6nemli bir rol oynadig1 gosterilememistir.

2.4.7.2 Katalaz

Katalaz esas olarak yag asitlerinin beta-oksidasyonunun bir sonucu olarak ortaya ¢ikan
H202'nin ayrigmasini etkin bir sekilde katalize ettigi peroksizomlarda bulunur. Katalaz
etkisi ¢cok giicliidiir, tek bir molekiil yaklasik 6 milyon H>O2 molekiiliinii her dakika suya
ve oksijen gazina doniistiirebilir.'*® Tlging bir sekilde, katalaz seviyelerinin RPE
hiicrelerinde diger tiim okiiler dokulara gore alt1 kat daha yiiksek oldugu, ancak yagh veya
YMBD’den etkilenen gozlerde énemli dlgiide azaldigi bulunmustur.??® Erken baslangiclh
makiiler dejenerasyonu olan sinomolgus maymunlarinin retinal homojenatlarinda, normal

akrabalar ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda 6nemli Ol¢iide daha diisiik katalaz

40



aktivitesi rapor edilmistir, ancak insan ¢alismalar1 ile uyumlu olarak, iki grup arasinda

sistemik katalaz aktivitesi agisindan anlamli bir fark gézlenmemistir.20%22

2.4.7.3 Glutatyon, Glutatyon Peroksidaz ve Glutatyon Rediiktaz

Sitozolde bulunan bir selenoenzim olan glutatyon peroksidaz, indirgeyici ajan olarak
glutatyon kullanilarak H2O2'nin  suya indirgenmesini katalize eder.?® Kiiciik
konsantrasyonlarda, hiicrede tiretilen H2O2'nin ¢ogu, diisiik seviyelerde oksidatif stres i¢in
ana koruma kaynag olarak kabul edilen bu enzim tarafindan temizlenir.}*® Glutatyon, sigir
retinasinda bulmustur ve fotoreseptor PUFA'lar1 E vitamini veya retinolden bagimsiz
olarak oksidasyondan korudugu gosterilmistir.??*?® Glutatyon peroksidaz (GSH-Px),
organik hidroperoksitleri azaltmak igin elektron verici olarak glutatyonu kullanir. Insan
retinasinda bulunur ve bir kofaktdr olarak selenyuma bagimlidir.?®! POLA ¢alismasinda,
2156 denekte antioksidan enzimler ve yasa bagli makiiler hastalik arasindaki iligski analiz
edilmis ve daha yiiksek plazma GSH-Px diizeylerinin ge¢ YBMD prevalansinda dokuz kat
artisla 6nemli Ol¢iide iligkili oldugunu, ancak erken YBMD ile iligkisiz oldugunu
bulunmustur.?®2 Bu bulgu, GSH-Px’ in YBMD’nin simdiye kadar tanimlanmis en giiglii
gostergelerinden biri oldugunu disiindiirmektedir. Bununla birlikte, GSH-Px’in retina,
siliyer epitel ve humor ak6z de bulundugunu ve hiicre dis1 bir antioksidan olarak hareket
ettigine inanilmaktadir.?*®> Bu nedenle, YBMD ile artan oksidatif stresin, plazma GSH-Px
aktivitesinin artmasima yol agtigi varsayilmistir. Retinal GSH-Px ile ilgili olarak, De La
Paz ve ark.??* normal insan retinasinda yasin bu enzimin spesifik aktivitesi {izerinde higbir
etkisini  bulamamiglardir, ancak erken baslangich YBMD’si olan sinomolgus

maymunlarinin retinal homojenatlarinda GSH-PX’in azalmis aktivitesi gozlenmistir.?*

Glutatyon rediiktaz dogrudan bir antioksidan gorevi gormez, ancak glutatyonun
rejenerasyonu igin gereklidir. YBMD, hastaligin siddeti ile glutatyon rediiktaz aktivitesi
arasinda bir iligki olmamasina ragmen, 6nemli 6l¢lide azalmis plazma glutatyon rediiktaz

seviyeleri ile iliskilidir.2%’

2.4.8 Lizozomal membran gecirgenligi ve apoptozis

Daha once tarif edildigi gibi, lizozomlar iginde lipofuskin olusumuna katkida bulunan
kiiciik, siirekli bir serbest radikal tiretimi normal kosullar altinda bile kaginilmazdir.

Bununla birlikte, oksidatif stres artarsa, lizozomal zardaki lipidlerin peroksidasyonu,
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lizozomlardan kagak olmasina neden olabilir. Bu tiir lizozomal membran gegirgenligi,
bir¢ogu sitozoliin daha notr pH sinda kismen aktif olan proteolitik enzimlerin daha sonra
serbest birakilmasiyla, apoptoz ile hiicre 6liimiine neden olabilir veya daha ciddi bir s1zint1

olmas1 durumunda, dogrudan hiicrenin nekrozuna yol agar.?®

Apoptoz veya "programlanmis hiicre 6limi", bu baglamda sadece kisaca Ozetlenecek
cok karmasik bir siirectir. Birgok uyaran ¢esitli yollardan apoptozu indiikleyebilir, intrinsik
ve ekstrensek yol vardir. Ekstrensek yol, plazma zarindaki 6liim reseptdrlerinin, 6rn. timor
nekroz faktorleri, araciligi ile, intrinsik apoptotik yol, gecirgen mitokondrilerden sitokrom
¢ salimimu ile hiicre hasarini baglatir. Bu yollarin her ikisi de efektor protein kaspaz-3'iin
aktivasyonu ile sonuglanir. Aktive edildikten sonra bu proteolitik enzim, hiicrenin organize
ve kontrollii degradasyonunu baslatir.?°23 Morfolojik olarak apoptoz, hiicre biiziilmesi,
niikleer piknoz, membran sizmasi ve son olarak hiicrenin apoptotik cisimler olarak
adlandirilan ve daha sonra komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan fagosite edilen
kiigiik vezikiillere parcalanmasi ile karakterizedir.?®’ Oksidatif stres kaynakli apoptoz
kosullar1 altinda mitokondri ve lizozomlar arasinda bir ¢apraz iligki oldugu goriilmektedir,
serbest birakilan lizozomal enzimler mitokondriyal membranlar1 gegirgen hale getirir ve
daha da fazla ROS iiretimine yol agar, bu da lizozomal membran gegirgenligini daha da

artirir. 10

Apoptotik hiicre Oliimiiniin organizma i¢in ¢esitli avantajlar1 vardir ve malign
transformasyon geciren hiicreleri elimine edebilmesi i¢in ¢ok Onemlidir. Hasarli veya
hastalikli hiicrelerin apoptoz ile uzaklastirildig1 kontrollii, “sessiz” yol, bitisik hiicreler i¢in
daha siddetli nekrotik hiicre dliimiine gore ¢cok daha az zararhidir, burada plazma zarinin
pargalanmasi ve hiicresel iceriklerin ¢evre dokulara salinmasi enflamatuar bir yanita neden

olur.?¥

2.5 Lutein

Lutein ve stereo izomeri zeaksantin, karotenoid ailesinin ksantofil iiyeleridir. insan
saglig acisindan faydalar1 uzun zamandir bilinen ve kronik hastaliklar iizerinde koruyucu
ve tedavi edici potansiyele sahip olan karotenoidler giliniimiizde 1ilgi odag
durumundadirlar. Son yillarda, karotenoid bilesikleri iizerinde gelismis teknikler

kullanilarak yogun ¢alismalar yapilmis ve insan sagligi ilizerine bir¢ok yeni etkiler
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saptanmigtir. Karotenoidlerin bu etkileri ne sekilde gosterdigi iizerinde durulmus ve

kapsamli arastirmalar sonucunda yeni goriisler ileri siirilmiistiir.

Karotenoidler, genellikle 8 izopren iinitesinin birlesmesi ile olusmus izoprenoidlerdir.
Karotenoid molekiillerinin en goze ¢arpan 6zelligi; 3-15 konjuge c¢ift bagdan olusan uzun
polien zinciridir. Kromoforun uzunlugu molekiiliin absorbsiyon spektrumunu ve rengini

belirlemektedir. Bilinen 600 kadar karotenoid vardir.
Karotenoidler kimyasal yapilarina gore iki grupta incelenir:

Karotenler; yapisinda oksijen atomu igermeyen, karbon ve hidrojen atomlar1 tasiyan

karotenoidlerdir; a-karoten, - karoten, likopen vb. (Sekil 3, 4).

Sekil 3. B- karoten

CHsy CH,4 CHy CHj

H4C P Z N =

= NN NN ANF

CHy Hy CHg Hy

CH,

Sekil 4. Likopen

Ksantofiller; yapisinda en az bir oksijen atomu igeren, hidroksil ve keton gruplar

igerebilen karotenoitlerdir; lutein, zeaksantin, kantaksantin, astaksantin vb. (Sekil 5,6).
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Sekil 5. Lutein

Sekil 6. Zeaksantin

Karotenoidler siklikla halka yapilariyla sonlanan 35-40 karbonlu polien zinciri ile
karakterizedirler. Baslica biyokimyasal fonksiyonlari, renklerinden de sorumlu olan uzun
konjuge cift baglara dayanmaktadir. Cift baglarin sayis1 arttikca, konjuge sistemlerle
etkilesen elektronlar daha c¢ok yer degistirme olanagi bulmakta ve daha az enerji
sarfetmektedir. Bu da absorbe edilen 1518 enerji seviyesinin diisiik olmasina yol
agmaktadir. Karotenoid bilesiklerinin siklikla kirmizi renkte olmasi bu sekilde
aciklanabilir. Karotenoidler isimlendirilirken genellikle izole edildikleri kaynakla

iliskilendirilirler (B-karoten-Daucus carota).?38-241

Lutein ve zeaksantin, RPE dahil olmak iizere insan retinasinin anatomik yapilarinda
biriken tek diyet karotenoidleridir.?#2-2** Retinada mezo-zeaksantin, 9-trans 13-Z lutein ve
zeaksantin, 30-okso-lutein, epilutein ve e-karoten-3,30-dion gibi diger baz1 bilesikler daha

3

az miktarlarda bulunmustur.*® Lutein ve zeaksantin, primat retinada yiiksek

konsantrasyonda biriken diyet dihidroksillenmis karotenoid iken, luteinden retinada mezo-

44



zeaksantin olusur.?4>?* Kiiltiirlenmis RPE hiicrelerinin hiicre kiiltiirii ortamindan

karotenoidleri ald1g1 daha 6nce gosterilmistir.24°

Lutein ve zeaksantin, membran yiizeyine dikey olarak yonlendirilir, bu da yiiksek
¢oziiniirlilk, kararlilik ve membran 6zellikleri iizerinde 6nemli etkiler saglar.?*® Bu 6zel
yonelim, makiiler ksantofilleri diger bircok diyet karotenoidinden ayiran bir Ozelliktir.
Yakin zamanda yapilan bir derlemede, ksantofillerin transmembran ydneliminin, dolayli
olarak degisen membran oOzellikleri ile bu karotenoidlerin antioksidan ozelliklerini de
artirabilecegi ve bdylece zarin oksidatif hasara daha az duyarli hale gelebilecegi

belirtilmistir.’

Lutein, retinada zeaksantin ile insan makiiler pigmentleri olusturan, retinaya zararli mavi
15181 Onleyen ve RPE hiicrelerinin antioksidan savunmasinin gii¢clendirilmesine katkida
bulunan bir tiir karotenoiddir.?”?® Insan viicudu luteini sentezleyemez. Lutein kaynaklari
esas olarak diyet kaynaklidir; 1spanak ve lahana dahil olmak tizere yesil yaprakli sebzeler;

liziim ve kivi dahil olmak iizere meyveler; yumurta saris1 ve musir.?*

Ksantofiller, retinada zararli mavi 15181 emen pigmentler olarak islev goriir, ancak retina
yapilarinin antioksidan savunmasina da katkida bulunabilirler.?*® Plazmadaki yiiksek lutein
konsantrasyonlar1 makiiler pigment yogunlugunun artmasina neden olabilir. Yiksek
seviyelerde makiiler karotenoidler ayn1 zamanda YBMD igin diisiik bir risk ile iliskilidir.
Klinik ¢aligmalar, antioksidan (karotenoidler, tokoferol, askorbik asit) ve ¢inko takviyeleri

alan kisilerde YBMD ilerlemesinde nemli bir azalma oldugunu géstermistir.t

Lutein, gdziin makulasinda yiiksek bir konsantrasyonda bulunur.?®® Serbest radikalleri
temizlemek icin ROS ile reaksiyona giren birkag ¢ift bag icerir.?! Lutein, dogrudan anti-
apoptotik veya dolayli antioksidasyon etki ile sitoprotektif bir antioksidan olarak islev

gorur 28,252

Antioksidanlarla tedavi edilen RPE hiicrelerinde, artmis canlilik sergiledigi ve daha az
lipid hidroperoksit biriktigi gozlemlenmis olup, bu da antioksidanlarin tekli oksijeni
sondiirmede sinerjistik etkisiyle aciklanmistir.?>®  Zeaksantin, lutein ve astaksantin,
kemiliiminesans teknikleri kullanilarak test edildiginde benzer siiperoksit temizleme

etkinligine sahip olduklar1 bulunmustur.?>*
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Diyabetik sicanlar iizerinde yapilan in vivo caligsmalar, lutein ve zeaksantinin diyabet
kaynakli oksidatif strese karsi koruyucu etkilerini de desteklemektedir. Sicanlarda
zeaksantin takviyesi, diyabet kaynakli retina hasarinda artis1 6nledi ve lipid peroksitlerin ve
oksidatif olarak modifiye edilmis DNA'nin seviyesini azaltt1.?®® Lutein ile desteklenen
diyabetik farelerin daha diisitk malondialdehit degerleri sergiledigi ve hem retina hem de
hipokampus icin glutatyon konsantrasyonu ve glutatyon peroksidaz aktivitesinin

degerlerini kontrol seviyesine yiikselttigi gozlemlenmistir.?*®

Lutein ayrica iskemiye bagli sican retinasinda noéronal nitrik oksit sentaz (nNOS) ve
siklooksijenaz-2'nin (COX-2) ekspresyonunu inhibe etmistir.?>’ Son zamanlarda, lutein ve
dokosaheksaeneoik asidin, lipid peroksidasyonunu azaltarak ve azaltilmis glutatyon ve
glutatyon peroksidaz aktivitesini arttirarak farelerde diyabetik serebral korteksin oksidatif

degisikliklerini azaltabildigi gosterilmistir.?>®

Pintea ve ark.® yaptig1 ¢alismada kiiltiir ortamindaki lutein ve zeaksantin takviyesinin,
hidrojen peroksitin neden oldugu akut oksidatif strese maruz kalan hiicrelerde canliligi
artirarak RPE hiicrelerini korudugunu gostermislerdir. Bazal ve uyarilmis oksidatif stres
kosullarinda antioksidan enzimlerin aktivitesini, glutatyon konsantrasyonunu, lipid
peroksidasyon seviyesini ve hiicre i¢ci ROS olusumunu belirleyerek, lutein ve zeaksantin
RPE hiicrelerinin antioksidan durumu tizerindeki etkisini in vitro olarak degerlendirmisler
ve ksantofil tedavisinin oksidatif strese maruz kalan RPE hiicrelerinde GSH-Px ve SOD
aktivitelerinde ve GSH konsantrasyonunda anlamli bir artis saptadigini, ancak katalaz

aktivitesi iizerinde ayn1 etkiye sahip olmadigini gostermislerdir.

2.6 Kurkumin

Kurkumin, Zingiberaceae ve Araceae bitkilerinin rizomlarindan ekstrakte edilen bir
bilesiktir(Sekil 7). Kurkumin iginde bulunan en aktif maddeler, igerigi % 3 ile 5 arasinda

olan kurkuminoid olarak bilinen polifenollerdir.?%
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Sekil 7: Kurkumin ve tiirevlerinin kimyasal yapisi

Tim zerdecal bilesikleri arasinda, diferuloilmetan olarak da bilinen kurkumin,
hidrofobik polifenollere ait en degerli olanidir. Kurkumin veya 1,7-bis-(4-hidroksi-3-
metoksifenil) -1,6-heptadieno-3,5-dion, bir metilen kopriisiiyle birlestirilen iki ferulik asit
kalintis1 igerir.?®® Kurkumin, anti-enflamatuar ve antioksidan aktivitesi de dahil olmak
tizere zerdegalin terapotik oOzelliklerinde en 6nemli rolii oynar.zm'262 Kurkumin, kronik
hastaliklar, enflamatuar bozukluklar, enfeksiyonlar ve diger patolojik durumlar da dahil
olmak {izere ¢esitli bozukluklari tedavi etmek icin kullanilabilir.?®® Kurkumin’in
antioksidan ozellikleri, fenoksi radikallerinin olusumundan veya dogrudan hidrojen
soyutlamasindan kaynaklanir. Birinci mekanizma, bir elektronun serbest radikale
transferini igerir, bu da bir proton kaybi ile fenoksi radikali iireten radikal katyon
olusumuna neden olur. Ikinci mekanizma, hidrojenin dogrudan soyutlanmasini igerirken,
kurkumin’in hidroksil kalintisi, radikal saldiriya karsi en savunmasiz olarak kabul edilir.??
Jat ve ark. yaptig1 bir aragtirma, kurkumin'in giiglii antioksidatif etkilere sahip oldugunu ve
lipid peroksidasyonu, protein karbonilasyonu ve mitokondriyal gegirgenlik gecisine karsi
korudugunu  gostermektedir.® Kurkumin'in gesitli hayvan modellerinde lipid
peroksidasyonu dahil oksidatif hasar1 inhibe ettigi gdsterilmistir.?®* Ayrica siiperoksit
dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve S-glutatyon transferazi kodlayan genlerin

aktivasyonu yoluyla enzimatik antioksidan tepkimeleri aktive edebilir.?6®

Wang ve ark.?%® kurkuminin normal yag dokusu hiicrelerinde endoplazmik retikulum

stresini inhibe ederek lipolizi inhibe ettigini ve hepatik insiilin direncini 6nledigini in vivo
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olarak gosterdi. Kurkuminin antimikrobiyal ve antiviral 6zellikleri in vitro yapilan ¢ok
sayida calisma tarafindan gosterilmistir.?6”2%® Kurkumin ayrica hiicre proliferasyonunu
inhibe eder ve mantar ve viriislerde apoptozu indiikler.?6%?’ Kurkumin ile apoptoz
indiiksiyonundan sorumlu mekanizmalar p53'iin stabilitesi, sitokrom ¢ salinim1 ve reaktif
oksijen tiirlerinin  olusumu iizerindeki etkiler gibi birgok mekanizma ile

agiklanmaktadir.?’1272

2.7 Krosetin

Crocus sativus stigmalarindan elde edilen safran, yiizyillardir c¢esitli hastaliklarin
onlenmesi ve tedavisinde kullanilmistir. Safranin terapétik aktivitesi, esas olarak krosin ve
krosetin de dahil olmak ilizere baslica biyoaktif tiirevlerinden kaynaklanmaktadir(Sekil
2).2” Krosetin (8,8-diapo-8,8-karotenoik asit) temel bilesimi C20H2404 ve molekiiler
agirligr 328 g/mol olan, serbest asit formunda suda ve piridin ve dimetilsiilfoksit diginda
cogu organik c¢oziiciide coziinmeyen krosin glikozid hidrolizinin sonucu olusan bir
bilesiktir. Yapisi, polien zincirini terminallerde stabilize eden iki karboksil grubunun yani
sira yedi cift bag ve dort metil grubundan olusur. Anyonik formundaki krosetin suda
oldukca ¢oziiniirdiir, bu nedenle seyreltik sulu sodyum hidroksit veya diger sulu alkali
¢ozeltiler pH > 9'da kolayca ¢oziiniir.2’* Son zamanlarda safranin en 6nemli tedavi edici

etkileri krosetin’e atfedilmistir.

Bu madde, sok sirasinda oksijen taginmasi ve yayillma oraninin arttirilmasi gibi farkli
mekanizmalarla hareket edebilir; artmig ATP {retimi, proinflamatuar aracilarin
inhibisyonu, hiicrelerin ROS hasarindan korunmasi ve kanser hiicrelerinde apoptozun

uyarilmasi ile sonuglanmistir.

Bu nedenle krosetin, arteriyoskleroz, kanamalar, artrit, tiimorler gibi farkli hastaliklarda
faydali olabilir.?”® Safran icinde bol miktarda bulunan bir antioksidan karotenoid olan
krosetin, birgok hiicre tipinde iskemi/reperfiizyon kaynakli retina hasarini inhibe etmeyi ve
skleroderma  fibroblastlarinda  antifibrotik  etkileri ~ gibi ~ farmakolojik  rolleri

gdsterilmistir. 32276

Krosetin, antioksidasyon, antiinflamatuar, apoptoz indiikleyici ve ndroprotektif
aktiviteler dahil olmak {izere cesitli biyolojik aktivitelere sahiptir.3%?” 3 uM

konsantrasyondaki krosetinin, tunikamisin ve H2O: ile indiiklenen retinal ganglion hiicre
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Olimiine kars1t %50-60'a kadar inhibitor etki gosterdigi gosterilmistir ve ayni zamanda
kaspaz-3 ve 9 aktivitelerini de arttirmistir.2’® Wang ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada, krosetinin RPE hiicrelerinin proliferasyonu, gocii ve TGF-B2 aracili epitel-
mezenkimal gecisi (EMT) iizerinde inhibe edici etkiye sahip oldugunu gostermistir. EMT
siireci proliferatif vitreoretinopatinin gelisiminde énemli bir role sahiptir.?’”® Bagka bir
calismada, krosetinin (100-400 uM), Bcl-2 aile diizenleyicilerinin modiilasyonu yoluyla
insan RPE hiicre hatti ARPE-19'un proliferasyonunu ve gociinii baskilayabildigi

belirtilmistir. Bu nedenle krosetin, PVR'li hastalarin yonetiminde faydali olabilir.?®

3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Kocaeli Universitesi G6z Hastaliklar1 Anabilim Dali Baskanligi’nca, tipta
uzmanlik egitimi bitirme tezi olarak tek merkezli in vitro kosullarda hiicre kiiltiirleri

tizerinde kurkumin,lutein ve krosetinin retina pigment epiteli hiicre kiiltiirleri iizerine olan
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antioksidan etkileri ve apoptoz iizerine etkilerini aragtirma amaciyla planlanip deneysel
aragtirma projesi olarak hazirlanmistir. Projemiz, KOU Girisimsel Olmayan Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu'nun 21.5.2020 tarih ve 80418770-730.99/40392 sayili
oturumunda amag, yontem ve yaklasim bakimindan etik ilkelere uygun bulunarak
onaylanmis ve 2020/131 proje kodu ile kabul edilmistir. Aragtirma i¢in hiicre kiiltiirlerinin
hazirlanmasi, oksidatif model olusturulmasi, ilag uygulamalari, biyokimyasal
deneyler,apoptotik gen diizeylerinin belirlenmesi ve sonuglarim tespiti KOU K&k Hiicre ve

Gen Tedavileri Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde yapilmistir.

3.1 ARPE-19 Hiicrelerinin Kiiltiir Kosullar:

Hiicre kiiltiiri ¢aligmalarinin tiimii laminar akim kabininde gerceklestirilmistir. ARPE-
19 hiicreleri (ATCC® CRL 2302) %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %l
penisilin/streptomisin antibiyotigi igeren DMEM-F12 besiyeri igerisinde 37°C sicaklik ve
%5 CO2’li nemli ortamda inkiibe edilmistir. Hiicrelerin her 3 gilinde bir besiyerleri

tazelenerek %70 yogunlukta yiizeyi kaplamalar1 beklenmistir (Sekil 8).

Sekil 8. ARPE-19 hiicrelerinin 151k mikroskobu ile gériintiilenmesi (Olgek cubugu: 100
pm)
3.2 ARPE-19 Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Hiicreler yaklasik %70 hiicre sikisikligina ulastiklarinda besiyeri uzaklastirilmis ve
kalsiyum ve magnezyum igcermeyen Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) ile
yikanmigtir. 0.25% tripsin-EDTA ile 4 dk 37°C sicaklik ve %5 CO2’li ortamda inkiibe
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edilen hiicreler enzim yardimiyla yilizeyden kaldirilarak 15 mI’lik falkon tiipe toplanmuistir.
1600 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek elde edilen hiicre peleti 1 ml besiyeri ile sulandirilarak
canlilik ve saymin belirlenmesi i¢in 20 pl 6rnek alinmustir. 20 upl tripan mavisi ile
homojenize edildikten sonra hiicre sayis1 Thoma lami kullanilarak belirlenmistir. Yapilan

sayim sonras1 75 cm?’lik kiiltiir kaplarma 7x10%/cm? olacak sekilde ekim yapilmustir.

3.3 Oksidatif Hasar Modeli Olusturulmasi ve Optimum Dozun Belirlenmesi

Deneyler 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinda (10.000 hiicre/kuyucuk)
gerceklestirilmistir. Hiicre ekiminden 24 saat sonra giiclii bir oksidatif stres modeli
olusturmak amaciyla hiicreler artan H20, konsantrasyonlarina (12,5 uM, 25 uM, 50 uM,
100 uM, 200 uM, 400 uM, 800 uM) 1, 2 ve 3 saat tabi tutulmuslardir. Oksidatif hasar
olusturulan hiicrelerdeki morfolojik degisiklikler invert mikroskopta incelenerek
degerlendirilmistir. Ayrica H2O2'ye maruz birakilan hiicreler siire sonlarinda %10 WST-1
(2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)- 5-(2,4-distilfofenil)-2H-tetrazolyum, Roche) soliisyonu
igeren besiyeri ile 2 saat 37°C’de inkiibe edilmis ve mikroplaka okuyucuda 450 nm dalga
boyunda absorbans ol¢iimi yapilmistir. Kontrol grubu hiicrelerine gore degerlendirme
yapilarak hiicre canlilik oranlar1 belirlenmis ve yaklasik %50 hiicre canliligini saglayan

H20:2 konsantrasyonu belirlenmistir.

3.4 ARPE-19 Hiicrelerinin Lutein, Kurkumin ve Krosetinle Muamelesi

Oksidatif hasar olusturmak i¢in 1 saat 800 uM H202 ile muamele edilen hiicreler 1 uM,
2,5 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM, 40 uM, 80 uM dozlarinda Kurkumin, Krosetin ve Lutein
ille 24 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda hiicre proliferasyon oranlarinin
karsilastirilabilmesi i¢in %10 WST-1 soliisyonu igeren besiyeri ile 2 saat 37°C’de inkiibe
edilmistir. 450 nm dalga boyunda absorbans ol¢limii yapilarak antioksidan maddelerin

hasar olugsmus hiicrelerdeki canliliga olan etkisi karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

3.5 Oksidatif Biyobelirteclerin Tespiti

WST-1 analizi sonucunda her bir antioksidan madde i¢in en etkin doz oldugu diisiiniilen
diisiik orta ve yiiksek konsantrasyonlar secilmistir. Oksidatif hasara ugratilmis ARPE-19
hiicreleri ve bu hiicrelere tedavi amaciyla farkli dozlarda uygulanan Kurkumin (20, 40, 80
uM), Krosetin (10, 40, 80 uM) ve Lutein’in (5, 40, 80 uM) Siiperoksit dismutaz (SOD),
malik dialdehit (MDA) ve glutatyon (GSH) oksidatif biyobelirteg seviyeleri tizerine etkileri
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kolorimetrik biyokimyasal kitler araciligi ile belirlenmistir. Kitler {retici firmanin

(Biovision, USA) talimatlarina uyularak ¢alisilmistir.

3.5.1 SOD inhibisyon aktivitesinin belirlenmesi

Stiperoksit dismutaz (SOD), en 6nemli antioksidatif enzimlerden biridir ve siiperoksit
anyonunun (O72) hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniistiiriilmesini katalize
etmektedir. Kullanilan kit, siiperoksit anyon indirgenmesini formazan boyasi tireten WST-
1 ile analiz edilmesini saglamaktadir. Bir siiperoksit anyon ile indirgeme hizi, ksantin
oksidaz (XO) aktivitesi ile dogrusal olarak iligkilidir ve Siiperoksit anyonla indirgenme
orant SOD tarafindan inhibe edilir. SOD'1n inhibisyon aktivitesi kolorimetrik bu yontemle

belirlenmistir.

%0.5 Triton X-100, 5 uM p-ME, 0.1 mg / ml PMSF igeren buz soguklugunda 0.1 M Tris
/ HCI, pH 7.4 i¢inde hiicreler lize edildikten sonra 14.000g'de 5 dk 4°C'de santrifiij edilmis
ve hiicre kalintilar atilarak siipernatantlardan alinan 20ul 6rnek tizerine WST-1 soliisyonu
ve enzim soliisyonu eklenmistir. Plaka 37°C’de 20 dk inkiibe edildikten sonra ortamda
bulunan SOD enzimi miktarina gore olusan renk degisimi 450 nm dalga boyunda
absorbans dl¢iimii yapilarak belirlenmistir. Ornek yerine 20 ul dH2O eklenen kuyucuklar

blank olarak kullanilmistir.

3.5.2 MDA aktivitesinin belirlenmesi

Patofizyolojik siireclerde oksidatif stresi degerlendirmek i¢in lipid peroksidasyonunun
miktarinin belirlenmesi gereklidir. Lipid peroksidasyonunun son firtinlerinden biri olan
MDA’y1 6lgmek oksidatif hasarin yararli bir belirtecidir. Kullanilan kitte deney
gruplarindaki MDA ve Tiyobarbitiirik Asitin (TBA) reaksiyona sokulmasiyla olusan renk

degisiminin belirlenmesine dayali bir 6l¢iim yapilmaktadir.

10 mg (1 x 10°) hiicre 300 ul MDA Lysis Buffer (3 pl BHT (100X) ile buz iizerinde
homojenize edilebilir, sonra ¢6ziinmeyen materyali uzaklastirmak i¢in santrifiij edilir
(13.000g, 10 dk). Her numuneden 200 pl siipernatanti mikrosantrifiij tiipline yerlestirilmis,
standartlar1 ve numuneyi igeren her siseye 600 pl TBA reaktifi eklenmistir. 95°C'de 60 dk
inkiibe edilen Ornekler bir buz banyosunda 10 dakika boyunca oda sicakligina
sogutulmustur. Analiz i¢in 96 kuyucuklu bir plakaya 200 pl 6rnek pipetlenmis ve 532 nm
dalga boyunda absorbansi Olgiilerek degerlendirme yapilmistir. Kit igerisindeki MDA
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standardi ile olusturulan standart egri ile hiicrelerde bulunan MDA miktarinin belirlenmesi

saglanmistir.

3.5.3 GSH aktivitesinin belirlenmesi

Glutatyon (GSH) memeli hiicrelerinde oksidatif strese karsi hiicresel savunmada kritik
bir rol oynayan hiicre i¢i diisiik molekiiler agirlikli bir tiyoldiir. Kullanilan kit DTNB
(Glutathione Substrati1) ve glutatyon rediiktaz tarafindan saglanan glutatyon geri doniisiim
sistemine dayanmaktadir. Olusturulan GSSG, glutatyon rediiktaz ile tekrar GSH'ye
indirgenebilir ve GSH, daha fazla 2-nitro-5-tiyobenzoik asit tiretmek i¢cin DTNB ile tekrar
reaksiyona girmektedir. Bu nedenle geri doniisiim sistemi toplam glutatyon tespitinin
hassasiyetini dnemli dl¢lide gelistirmektedir. Glutatyon kolorimetrik bu yontem ile analiz

edilmistir.

0.5 ml soguk PBS icinde hiicre pelletleri (1 x 10°) siispanse edilmis, 1.5 ml'lik bir
mikrosantrifiij tiipline aktarilarak ve 700g'de 5 dk 4°C'de santrifiij edilmistir. Siipernatant
atilarak hiicreler 80 ul soguk Glutatyon Tampon iginde par¢alanmistir. 10 dakika buz
tizerinde inkiibe edildikten sonra 20 pul %5 SSA eklendikten sonra 8.000g'de 10 dk
santrifiij edilmistir. Siipernatantlar yeni bir tiipe aktarilarak glutatyon testi i¢in
kullanilmistir. GSH konsantrasyonlari 405 nm dalga boyunda yapilan absorbans 6lgiimii

sonrast olusturulan standart GSH grafigine gore belirlenmistir.

3.6 Apoptotik Gen Diizeylerinin RT-PCR ile Belirlenmesi

Oksidatif hasar olusturma ve Lutein, Kurkumin ve Krosetin’le yapilan tedavi sonrasinda
ARPE-19 hiicreleri kiiltlir kab1 yiizeyinden enzimatik yolla kaldirilmis ve GeneJet RNA
Izolasyon Kiti (Thermo Scientific) ile RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. cDNA Sentez
Kiti (Thermo Scientific) kullanilarak izole edilen toplam RNA’dan cDNA sentezlenmistir.
Iki temel basamaktan olusan bu islemde &nce RNA’ya 65°C’de 5dk boyunca rastgele
bolgelerinden primerlerin baglanmasi saglanmistir. RNA’nin stabil kalmasi i¢in hemen
buza alinarak ters transkripsiyonu saglayacak enzimi iceren karisim eklenmistir. 42°C’de
60 dk, 72°C’de 5 dk bekletilerek cDNA sentezi gergeklestirilmistir. cDNA’lar -20°C’de

muhafaza edilmistir.

Hiicrelerden elde edilen cDNA’lar ile apoptoz seviyesinin belirlenmesi amaciyla pro-

apoptotik etki saglayan Bax ve anti-apoptotik etki saglayan Bcl2 genlerinin primerleri
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kullanilarak SYBR green iceren master soliisyon (Roche) ile reaksiyon kurulmustur. Real-
Time PCR cihaz1 (Lightcycler 480, Roche) ile ¢ogalan DNA parcalar 6l¢iilmiis ve kontrol
grubu hiicrelerinin gen ekspresyon seviyelerine oranla apoptotik genlerin ekspresyon
diizeyleri belirlenmistir. Gen ekspresyoni analizinde aktin beta (ActB) gen ekspresyonu

housekeeping (referans) gen olarak kullanilmistir.

Sekil 9. Gen Ekspresyon Analizinde Kullanilan Primerler ve Dizi Bilgisi

Gen Primer 1 Dizisi (5°-3") Primer 2 Dizisi (5°-37)

Bax1 CCCTTTTGCTTCAGG GCCACTCGGAAAAA
GTTTC GACCTC

Bcl-2 TTGTTCAAACGGGAT ACAAAACCCCACAG
TCACA CAAAAG

ActB TTCTACAATGAGCTG GGGGTGTTGAAGGT
CGTGTG CTCAAA

3.7 istatistiksel Analiz

Her deney en az 3 kez tekrar edilmis olup toplanan veriler ortalama + standart sapma
olarak sunulmustur. Sonuglarin degerlendirilmesinde SPSS 20.0 istatistik programi
kullanildi. Toplanan verilerin normal dagilima uygunluguna Kolmogorov-Smirnov testi ile
kontrol edilip normal dagilima uyan MDA, SOD ve GSH verilerinin ikiden ¢ok bagimsiz
grup verilerin degerlendirilmesinde tek yonlii varyans analizi yontemi olarak ANOVA testi
kullanilmistir.  Gruplarin  ikili karsilagtirmalart i¢in tek kuyruk dagilimli T-testi

kullanilmistir. Verilerin istatistiksel olarak anlamlilik degeri p<0,05 olarak alinmistir.
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4 BULGULAR
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4.1 Hiicre Kiiltiirlerinin Mikroskobik Goriiniimleri

4.1.1 H,0; Uygulamasimin Hiicre Kiiltiirii Uzerine Etkisi

Hiicrelerin goriintiilerine bakildiginda kiiltiire baslanan hiicrelerde, kontrol grubuna gore

H20, wuygulanan gruptaki hiicre sayisinin  azaldigi  gozlenmistir  (Sekil  10).

Kontrol H202 uygulanan grup

Sekil 10. H20’in hiicre iizerine olan etkilerinin mikroskobik goriiniimii. (Olgek cubugu;

100 uM)
4.1.2 Lutein, Kurkumin ve Krosetinin Hiicre Morfolojisi Uzerine Etkisi

Kurkumin uygulanmis gruplardaki hiicrelerin goriintiileri, oksidatif model ile
karsilastirildiginda, kurkuminin diisiik dozu ile hiicre sayist ve canliliginda artis oldugu

goriilmiistiir. Ancak artan kurkumin dozunun hiicre sayisinda olumsuz etki gosterdigi

gozlenmisgtir (Sekil 11).
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Kurkumin 20 pM Kurkumin 40 pM Kurkumin 80 uM

Sekil 11. Kurkuminin hiicre iizerine olan etkilerinin mikroskobik gériiniimii. (Olgek
cubugu; 100 uM)

Lutein uygulanmis gruplardaki hiicrelerin  goriintiileri, oksidatif model ile
karsilagtirildiginda, luteinin artan dozlarinda hiicre sayisinda iyilesme oldugu goriilmiistiir

(Sekil 12).
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Sekil 12. Luteinin hiicre iizerine olan etkilerinin mikroskobik gériiniimii. (Olgek ¢ubugu;
100 uM)

Krosetin uygulanmis gruplardaki hiicrelerin  goriintiileri, oksidatif model ile
karsilastirildiginda, krosetinin artan dozlarinda hiicre sayisinda iyilesme oldugu ancak en

yiiksek dozda olumsuz yonde etki basladig goriilmiistiir (Sekil 13).
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Krosetin 10 uM Krosetin 20 uM Krosetin 40 pM

Sekil 13. Krosetinin hiicre iizerine olan etkilerinin mikroskobik gériiniimii. (Olgek

¢ubugu; 100 uM)

4.2 Hiicrelerin Canliliklarinin Degerlendirilmesi

4.2.1 H>O, in hiicre canhhg iizerine etkisi ve oksidatif model icin uygun dozunun
belirlenmesi

RPE hiicreleri, farkli konsantrasyonlarda H2O2 (12,5 uM, 25 uM, 50 uM, 100 pM, 200
uM, 400 uM, 800 uM) ile 1, 2 ve 3 saat isleme tabi tutuldu. Hiicre canliligt WST-1
kullanilarak degerlendirildi. H202 konsantrasyonu 800 uM’ a ulastiginda hiicre canliliginin
kontroldekinin yaklasik %50’sine diistiigii goriildii. Bu sonuca dayanarak, apoptozu
indiiklemek ve oksidatif model olusturmak icin konsantrasyon olarak 800 uM secildi

(Sekil 14).
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Sekil 14. H20; in artan dozlarda canlilik tizerine etkisi

4.2.2 Luteinin hiicre canlihi@ iizerine etkisi ve etkin dozunun belirlenmesi

Oksidatif hasar olusturulmus hiicrelere artan dozlarda lutein uygulandi. Luteinin canlilik
ve proliferasyon {izerinde en etkin dozunun 5 pM oldugu, artan dozlarda proliferasyon ve
canlilik iizerine olan etkisinin azaldigi goriildi. 5 pM dan diisiik dozlarda ise H20>
uygulanan grup ile karsilastirildiginda; proliferasyon ve canlilik {izerine olan etkisinin
anlamli olmadig1 goriildii. Oksidatif belirtegleri degerlendirmek i¢in luteinin en etkin dozu

ve artan katlar1 alind1 (Sekil 15).
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Sekil 15. Luteinin farkli dozlarinin canlilik tizerine etkisi

4.2.3 Kurkuminin hiicre canlihg: iizerine etkisi ve etkin dozunun belirlenmesi

Oksidatif hasar olusturulmus hiicrelere artan dozlarda kurkumin uygulandi. Kurkuminin
canlilik ve proliferasyon iizerinde en etkin dozunun 20 uM oldugu goriildii. Artan dozlarda
proliferasyon ve canlilik iizerine olan etkisinin anlamli olarak azaldig1 goriildii. 20 uM dan
diisiik dozlarda ise H202 uygulanan grup ile karsilastirildiginda; proliferasyon ve canlilik
lizerine olan etkisinin anlamli olmadigi goriildii. Oksidatif belirtecleri degerlendirmek igin

kurkuminin en etkin dozu ve artan katlar1 alind1 (Sekil 16)
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Sekil 16. Kurkuminin farkli dozlarinin canlilik {izerine etkisi

4.2.4 Krosetinin hiicre canlihigi iizerine etkisi ve etkin dozunun belirlenmesi

Oksidatif hasar olusturulmus hiicrelere artan dozlarda kurkumin uygulandi. Kurkuminin
canlilik ve proliferasyon lizerinde en etkin dozunun 10 uM oldugu goriildi. 20 pM
dozundaki proliferasyon ve canlilik {izerine olan etkisinin de anlamli oldugu ancak
sonrasindaki artan dozlarda etkinin azaldig1 goriildii Diisiik dozlarda ise H2O2 uygulanan
grup ile karsilagtirlldiginda anlamli etkinliginin olmadigi goriildii. Oksidatif belirtecleri

degerlendirmek i¢in krosetinin en etkin dozu ve artan katlar1 alind1 (Sekil 17).
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Sekil 17. Krosetinin farkli dozlarinin canlilik {izerine etkisi

4.3 Biyokimyasal incelemeler

4.3.1 Siiperoksit dismutaz (SOD)

Hiicrelerdeki siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin biyokimyasal analizinde gruplarin
kontrol grubu ile karsilastirilmasinda sadece H202 uygulanan grupta aktivite en diisiik
olarak degerlendirildi ve bu fark istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05).

Kontrol grubu ile 5,10 ve 20 pm lutein uygulanan gruplar karsilastirildiginda; tedavi
verilen gruplarda SOD diizeyi artmig olarak bulundu ancak arasinda anlamli fark izlenmedi
(p>0.05). Hasar modeli olusturulan grup ile tedavi gruplar1 karsilastirildiginda; tedavi
verilen grupta SOD diizeyi artmis olarak bulundu ve aradaki fark lutein uygulanan

gruplarda istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05) (Sekil 18).
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Sekil 18: Siiperoksit dismutaz seviyelerinin karsilagtirtlmasi. 10 ve 20 pum Lutein
uygulanan gruplarda SOD aktivitesi H202 uygulanan grubuna gore anlamli olarak yiiksek
cikmustir.

Kontrol grubu ile 20,40 ve 80 um kurkumin uygulanan gruplar karsilastirildiginda;
tedavi verilen gruplardan 20 ve 40 pm kurkumin uygulanan gruplarda SOD diizeyi artmis
olarak bulundu. 20 pm kurkumin uygulanan grupla aralarinda anlamli fark (p<0,05)
varken, 40 pm kurkumin uygulanan grupta anlamli fark yoktu (p=0,45). 80 um kurkumin
uygulanan grupta ise SOD aktivitesi Ol¢lilmesine olanak vermeyecek derecede hiicre
canliliginin azalmis oldugu goriildii. Hasar modeli olusturulan grup ile tedavi gruplari
karsilagtirildiginda; tedavi verilen grupta SOD diizeyi artmis olarak bulundu ve aradaki

fark 20 ve 40 um kurkumin uygulanan gruplarda anlamliydi (p<0.05) (Sekil 19)
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Sekil 19. Siiperoksit dismutaz seviyelerinin karsilastirilmasi. 20 ve 40 pm kurkumin
uygulanan gruplarda SOD aktivitesi H2O> uygulanan gruba gore anlamli olarak yiiksek
cikmistir. 80 um kurkumin uygulanan grupta ise SOD aktivitesi Olciilmesine olanak

vermeyecek derecede hiicre canliliginin azalmis oldugu gorildii.

Kontrol grubu ile 10,20 ve 40 um krosetin uygulanan gruplar karsilastirildiginda; tedavi
verilen gruplarda SOD diizeyi artmis olarak bulundu ancak aralarinda anlamli fark
izlenmedi (p> 0,05). Hasar modeli olusturulan grup ile tedavi gruplar karsilastirildiginda;
tedavi verilen grupta SOD diizeyi artmis olarak bulundu ve aradaki fark 40 um krosetin
uygulanan grupta istatistiksel olarak anlamli degilken (p=0,06), diger iki grupta anlamliydi
(p<0.05) (Sekil 20)
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Sekil 20. Siiperoksit dismutaz seviyelerinin karsilastirilmasi. Krosetin uygulanan

gruplarda SOD aktivitesi H2O2 uygulanan gruba goére artmis olup, 10 ve 20 um Krosetin

dozlarinda anlamli olarak yiiksek ¢ikmustir.

Lutein, kurkumin ve krosetinin en etkin olan dozlari karsilastirilinca bu 3 gruptan SOD
aktivitesini en fazla artiran luteinin 5 pm dozu olmustur. Krosetinin 10 um dozu, lutein ile
karsilastirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli olup, krosetinin SOD
aktivitesini lutein kadar artirmadigi goriildi. Kurkuminin 20 pm dozunun ise diger iki

grupla karsilastirildiginda SOD aktivitesini artirma orani digerlerine gore anlamli olarak az

bulunmustur (Sekil 21).
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Sekil 21. Siiperoksit dismutaz seviyelerinin karsilastirilmasi. Lutein, kurkumin ve
krosetinin en etkin olan dozlari karsilastirdiginda bu 3 gruptan SOD aktivitesini en fazla
artiran luteinin 5 pm dozu olmustur. Krosetinin 10 pm ve kurkuminin 20 um dozu, lutein
ile karsilagtirlldiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli olup, krosetinin SOD

aktivitesini lutein kadar artirmadiklar goriilmiistiir.

4.3.2 Glutatyon (GSH)

Dokudaki GSH aktivitesinin biyokimyasal analizinde gruplarin kontrol grubu ile
karsilagtirilmasinda, H2O2 uygulanan grupta aktivite en diisiik olarak degerlendirildi ve bu

fark istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05).

Kontrol grubu ile 5,10 ve 20 um lutein uygulanan gruplar karsilastirildiginda; tedavi
verilen gruplardan 5 ve 20 um lutein uygulanan gruplarda GSH diizeyi artmis olarak
bulundu, bu dozlardan luteinin 5 pm uygulandigi grup ile arasinda anlamli fark vardi
(p<0,05). Hasar modeli olusturulan grup ile tedavi gruplar1 karsilastirildiginda; tedavi
verilen grupta GSH diizeyi artmis olarak bulundu ve aradaki fark biitiin lutein dozlarinda

anlamliyd1 (p<0.05) (Sekil 22).
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Sekil 22. Glutatyon seviyelerinin karsilagtirilmasi. H2O2 grubunda GSH aktivitesinde
kontrol grubuna gore anlamli azalma izlenmistir. Lutein uygulanan gruplarda GSH

aktivitesi, H2O2 uygulanan gruba gére anlamli olarak yiiksek ¢ikmuistir.

Kontrol grubu ile 20,40 ve 80 um kurkumin uygulanan gruplar karsilastirildiginda;
tedavi verilen gruplarda GSH aktivitesinde azalma goriilmiis ama bu farkin H2O>
uygulanan gruba gore daha az oldugu izlenmistir. Hasar modeli olusturulan grup ile tedavi
gruplart karsilagtirlldiginda; tedavi verilen gruplardan 20 ve 40 um Kkurkumin
uygulananlarda GSH diizeyi artmis olarak bulundu ancak aradaki fark anlamli degildi
(p>0.05). 80 um kurkumin uygulanan grupta ise GSH aktivitesinin 6l¢iilmesine olanak

vermeyecek derecede hiicre canlilifinin azalmis oldugu goriildii (Sekil 23).
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Sekil 23. Glutatyon seviyelerinin karsilastirilmasi. Kurkumin uygulanan gruplarda GSH
aktivitesi, 20 ve 40 um kurkumin uygulanan gruplarda H2O2 uygulanan grubuna goére
yiiksek c¢ikmigtir ancak istatistiksel olarak anlamli degildir. 80 um kurkumin uygulanan
grupta ise GSH aktivitesi Ol¢iilmesine olanak vermeyecek derecede hiicreler canliliginin

azalmis oldugu gorildii.

Kontrol grubu ile 10, 20 ve 40 um krosetin uygulanan gruplar karsilastirildiginda; tedavi
verilen gruplarda GSH diizeyi artmis olarak bulundu, bu dozlardan sadece krosetin 10 pm
uygulandig1 grup ile arasinda anlaml fark vardi (p<0,05). Hasar modeli olusturulan grup
ile tedavi gruplan karsilagtirildiginda; tedavi verilen grupta GSH diizeyi artmis olarak
bulundu ve aradaki fark biitiin krosetin dozlarinda anlamliydi (p<0.05) (Sekil 24).
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Sekil 24. Glutatyon seviyelerinin karsilastirilmasi. Krosetin uygulanan gruplarda GSH

aktivitesi H.O2 uygulanan grubuna gore anlamli olarak yiiksek ¢ikmustir.

Lutein, kurkumin ve krosetinin en etkin olan dozlar karsilastirilinca bu 3 gruptan GSH
seviyesini en fazla artiran krosetinin 10 pm dozu olmustur. Luteinin 5 pm dozu, krosetin
ile karsilastirlldiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli olup, luteinin GSH
seviyesini krosetin kadar artirmadigr goriildii. Kurkuminin 20 pum dozunun ise diger iki
grupla karsilagtirildiginda GSH seviyesini artirma orani digerlerine gére anlamli olarak az

bulunmustur (Sekil 25).
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Sekil 25. Glutatyon seviyelerinin karsilagtiritlmasi. Lutein, kurkumin ve krosetinin en
etkin olan dozlar1 karsilastirilinca bu 3 gruptan GSH seviyesini en fazla artiran krosetinin
10 um dozu olmustur. Luteinin 5 um ve kurkuminin 20 pm dozu, krosetin ile
karsilastirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli olup, GSH seviyesini

krosetin kadar artirmadiklart goriildii.

4.3.3 Malondialdehit (MDA)

Dokudaki MDA miktarinin biyokimyasal degerlendirilmesinde kontrol grubuna gore

hasar modeli olusturulan grupta belirgin artis izlenmistir (p<<0.05).

Hasar modeli olusturularak Iutein 5 pm uygulanan grupta MDA diizeyi, hasar
olusturulmus gruba gore daha diisiik bulundu ve bu fark anlamliydi (p<<0.05). Lutein 10 um
uygulanan grupta ise hasar modeli ile karsilastirildiginda MDA diizeyi azalmis olmakta
beraber aradaki fark anlamli degildi (p=0.48) (Sekil 26).
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Sekil 26. Malondialdehit seviyelerinin karsilastirilmasi. H>O2 uygulanan grupta MDA
seviyesi kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak yiiksek bulunmustur. 5 um lutein
uygulanan grupta ise hasar grubu ile karsilastirildiginda MDA seviyeleri anlamli olarak

azalmstir.

Hasar modeli olusturularak kurkumin 20 ve 40 pm uygulanan grupta MDA diizeyi,
hasar olusturulmus gruba gore daha diisiik bulundu ve bu fark anlamliydi (p<0.05) (Sekil
27)
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Sekil 27. Malondialdehit seviyelerinin karsilastirilmasi. 20 ve 40 pum kurkumin
uygulanan grupta hasar grubu ile karsilastirildiginda MDA seviyeleri anlamli olarak

azalmistir.

Hasar modeli olusturularak krosetin uygulanan gruplarda MDA diizeyi, hasar
olusturulmus gruba goére daha diisiik bulundu ve 10 ve 40 um uygulanan gruplarda bu fark
anlamliyd: (p<0.05). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda da tedavi gruplarinda MDA
diizeyleri azalmis olarak bulundu (Sekil 28).
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Sekil 28. Malondialdehit seviyelerinin karsilagtirilmasi. Krosetin uygulanan grupta hasar
grubu ile karsilagtirildiginda MDA seviyeleri azalmistir. 10 ve 40 pm uygulanan gruplarda

bu azalma istatistiksel olarak da anlamliydi.

Lutein, kurkumin ve krosetinin en etkin olan dozlar karsilagtirilinca bu 3 gruptan MDA
diizeyini en fazla azaltan luteinin 5 pm dozu olmustur. Kurkuminin 20 um ve luteinin 5
um dozu karsilastirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli olup luteinin
MDA diizeyini kurkuminden daha fazla azalttig1 goriildi. Krosetinin 10 um ve luteinin 5
um dozu karsilastirildiginda ise aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamig

olmakla birlikte lutein MDA diizeyini krosetinden daha fazla azalttig1 goriildii (Sekil 29).
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Sekil 29. Malondialdehit seviyelerinin karsilagtirilmasi. Lutein, kurkumin ve krosetinin
en etkin olan dozlan karsilagtirilinca bu 3 gruptan MDA diizeyini en fazla azaltan luteinin
5 um dozu olmustur. Lutein ile karsilastirildiklarinda kurkuminin 20 um dozu ile
aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli olmakla birlikte luteinin MDA diizeyini

krosetin ve kurkuminden daha fazla azalttig1 goriildii.

4.4 Gen Ekspresyon Analizi

4.4.1 Anti-apoptotik BCL-2 geninin gen ekspresyon analizi

BCL-2 gen ekspresyon analizi degerlendirilmesinde, hasar modeli olusturulan grupta
BCL-2 seviyesinin anlamli oranda azaldigi goriildii (p<0.01). 10 ve 20 pum lutein
uygulanan grupta BCL-2 seviyelerinde anlamli artis oldugu goriildii; ancak diger tedavi

gruplarinda anlaml bir degisiklik saptanmadi (Sekil 30).
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Sekil 30. BCL-2 gen

olusturulan grupta BCL-2 seviyesinin anlamli oranda azaldig: goriildii (p<0.01). 10 ve 20

um lutein uygulanan grupta BCL-2 seviyelerinde anlamli artis oldugu goriildi; ancak diger

ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi. Hasar modeli

tedavi gruplarinda anlamli bir degisiklik saptanmadi.

4.4.2 Pro-apoptotik BAX1 geninin gen ekspresyon analizi

BAX 1 gen ekspresyon analizi degerlendirilmesinde, hasar modeli olusturulan grupta

BAX 1 ekspresyon seviyesinin anlamli oranda arttig1 goriildii(p<0.01).

Lutein uygulanan tedavi gruplarinda BAX 1 ekspresyon seviyelerinde anlamli azalma

oldugu goriildii (p<0.05) (Sekil 31).
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Sekil 31. BAX 1 gen ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi.

Kurkumin uygulanan tedavi gruplarinda BAX 1 ekspresyon seviyelerinde anlamli

azalma oldugu goriildii (p<0.05) (Sekil 32).
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Sekil 32. BAX 1 gen ekspresyon seviyelerinin karsilagtiriimasi.
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Krosetin uygulanan tedavi gruplarinda BAX 1 ekspresyon seviyelerinde anlamli azalma

oldugu goriildii (p<0.01) (Sekil 33).
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Sekil 33. BAX 1 gen ekspresyon seviyelerinin karsilagtirilmasi

Lutein, kurkumin ve krosetinin en etkin olan dozlar1 karsilastirilinca bu 3 gruptan Bax 1
gen ekspresyonunu en fazla azaltan kurkuminin 20 um dozu olmustur. Krosetin 10 pm ve
luteinin 5 um dozu karsilagtirildiginda ise aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli
olmayip bax 1 gen ekpresyonu iizerine olan etkilerinin yakin degerlerde oldugu goriildii

(Sekil 34).
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Sekil 34. BAX 1 gen ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi. Lutein, kurkumin ve
krosetinin en etkin olan dozlar1 karsilastirilinca bu ii¢ gruptan Bax 1 gen ekspresyonunu en

fazla azaltan kurkuminin 20 um dozu olmustur.
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5.TARTISMA

Yasa Bagli Makiila Dejenerasyonu (YBMD), makiilay1 tutan, genetik egilim ve gevresel
faktorlerle ortaya cikan, prevalansi yasla artan, ilerleyici, kalic1 santral gorme kaybina
neden olan ve heniliz etkin tedavisi olmayan bir hastaliktir. Kisith tedavi segenekleri,
hastaliktan korunmanin 6nemini arttirmis ve ciddi halk sagligi problemi olmasina neden

olmustur.?

YBMD patogenezinde onemli rol oynayan RPE hiicreleri retinanin dis
tabakasinda bulunup, fotoreseptor hiicrelerinin yenilenmesi ve onarimi gibi birgok 6zellige
sahiptir.®* RPE hiicrelerinde normal fizyolojik islevin bozulmas: YBMD'nin patogenezinde
en erken bulgulardan biridir.> Artan kanitlar YBMD’de de, oksidatif strese bagli RPE de
meydana gelen degisiklilklerin kritik bir rol oynadigmi gostermektedir.’® RPE hiicreleri,
stiperoksit radikalleri(O2-), hidroksil radikalleri (OH-), hidrojen peroksit (H20.) gibi
reaktif oksijen tirlerinin (ROS) neden oldugu oksidatif strese kars1 ozellikle
savunmasizdir.®?81 ROS'un birgok doku ve hiicrede, hiicre hasarn1 ve apoptozu
indiikledigi gosterilmigtir. Arastirmalar, ¢esitli antioksidanlarin ve ¢inko igeren
takviyelerin YBMD ilerlemesini engelleyebilecegini ve gormeyi koruyabilecegini
géstermistir.s'g'lo Bu nedenle, oksidatif stresi smirlandirarak RPE hiicrelerini korumak,
YBMD hastalarinda gérme kaybini yavaslatmak veya muhtemelen tersine ¢evirmek icin
etkili bir yaklasim olabilir. ROS ile indiiklenen RPE hiicre hasarinin énlenmesi, YBMD

ilerlemesini engelleyebilir.}1:2

Bizim g¢alismamizda da oksidatif model olusturulmak iizere RPE hiicreleri H2O: ile
muamele edilmistir. Zhu ve ark.?® RPE hiicrelerinde kurkuminin antioksidan etkisine
baktiklar1 ¢alismalarinda ARPE hiicreleri 800 uM  H20> ile 2 saat muamele edilerek
oksidatif model olusturulmustur. Lu ve ark.?®? yaptigi ve luteinin oksidatif stres
olusturulmus ARPE hiicrelerinde, hiicre siklusu lizerine etkisinin degerlendirildigi baska
bir ¢calismada, 800 uM H20: ile 24 saat muamele edilerek oksidatif model olusturulmustur.
Pintea ve ark.*® yaptig1 ve luteinin antioksidan etkisine baktiklar1 calismalarinda ARPE
hiicreleri 500 uM H20: ile 1 saat muamele edilerek oksidatif model olusturulmustur. Bizim
calismamizda da ARPE-19 hiicrelerinin, hiicre canliligin1 %50 oraninda azaltan doz, 1 saat

stire ile 800 uM H202’e maruz birakilan doz olup, etkin doz olarak belirlenmistir.
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Biz bu ¢alismamizda; RPE hiicrelerinde oksidatif hasar olusturduktan sonra, daha 6nceki
calismalardan antioksidan etkileri oldugu bilinen lutein, kurkumin ve krosetinin RPE
hiicrelerindeki antioksidan etkilerini ve apoptoz iizerine olan etkilerini degerlendirdik.
Ayrica bildigimiz kadariyla daha once bu ii¢ biyoaktif molekiiliin etkilerini karsilastiran
calisma yapilmamis olup, bu ¢alismamizda antioksidan ve apoptoz iizerine olan etkilerini

karsilastirmay1 da amacladik.

Luteinin, YBMD progresyonu {iizerindeki etkisini arastiran bir¢ok klinik caligsma
mevcuttur. Yasa Bagli Goz Hastali§i Calismast (AREDS), farkli besin alim1 ve YBMD
ilerlemesi arasindaki iligkiyi arastiran en 6nemli biiyiik 6l¢ekli klinik ¢alismalardan biridir.
2000 yilinda yaymlanan ilk AREDS c¢aligmasi, her giin agizdan alinan bir besin takviyesi
kombinasyonunun (500 mg C vitamini, 400 IU E vitamini, 2 mg bakir, 80 mg ¢inko ve 15
mg-karoten) gec YMBD ye ilerlemeyi %25 oraninda azalttigin1 gdstermistir.?>Ancak daha
sonra B-karotenin sigara i¢enlerde akciger kanseri riskini artirabilecegi kesfedildiginden,
2013 yilinda yaymlanan AREDS2, lutein ve zeaksantin eklerken P-karoteni kaldirarak
formiiliinii degistirmistir. Gegc YBMD ye ilerleme riski, onceki formiille karsilastirildiginda
daha fazla azalmamis olsa da, B-karotenin uzaklastirilmast ve lutein ve zeaksantinin
eklenmesi, sigara igenler i¢in ek riskler olusturmadan benzer koruyucu etkiler
gostermistir.'*? Diger vaka kontrol calismalari da YBMD' de lutein alimmin yararli
etkilerini destekler niteliktedir. Neovaskiiler YBMD igin 0.65, atrofik YBMD i¢in 0.45 ve
bliylik veya yaygin orta drusen i¢in 0.73 olan olasilik orani ile diyetle lutein aliminin farkli
tipte YBMD riskiyle giiclii bir sekilde iliskili oldugu tahmin edilmektedir.!* Dahas1, Blue
Mountains Eye Study 2000'den fazla Avustralyali'nin beslenme aligkanligini analiz eden ve
YBMD'nin goriilme sikligimi arastirmak i¢in onlart takip eden bir ¢alismadir. Sonuglar,
lutein ve zeaksantin tiiketiminin fazla oldugu bireylerde, neovaskiiler YBMD'de diisiik

tiiketime sahip olanlara kiyasla %65 oraninda azalma oldugunu gostermektedir.**

Lutein Antioxidant Supplementation Trial Il (LASTII) ve Lutein Intervention Study
Austria (LISA), YBMD progresyonunda etkisi oldugu kanitlanmig bir gosterge olan
MPOD (makiiler pigmnet optik dansitesi)'un lutein takviyesi iizerine arttigini ancak
takviye olmadan azaldigimi gostermistir. Artis en cok diisiik baslangic MPOD'si olan
denekler arasinda belirgindir.?84?%® The Combination of Lutein Effects in the Aging Retina
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(CLEAR) caligmasi da benzer sonuglar bildirmis ve ayrica yaglanma sirasinda yiiksek bir
MPOD'un gérme keskinliginde azalmay geciktirdigini belirtmistir,?%

Diyabetik sicanlar iizerinde yapilan in vivo caligsmalar, lutein ve zeaksantinin diyabet
kaynakli oksidatif strese karsi koruyucu etkilerini de desteklemektedir. Lutein ile
desteklenen diyabetik farelerin daha diisilk malondialdehit degerleri sergiledigi ve hem
retina hem de hipokampus ic¢in glutatyon konsantrasyonu ve glutatyon peroksidaz

aktivitesini kontrol seviyesine yiikselttigi gézlemlenmistir 2,

Luteinin ayrica iskemiye bagli sican retinasinda noéronal nitrik oksit sentaz (nNOS) ve
siklooksijenaz-2'nin  (COX-2) ekspresyonunu inhibe ettigi gdsterilmistir.*’ Son
zamanlarda, lutein ve dokosaheksaenoik asidin, lipid peroksidasyonunu azaltarak ve
azaltilmis glutatyon ve glutatyon peroksidaz aktivitesini arttirarak farelerde diyabetik

serebral korteksin oksidatif degisikliklerini azaltabildigi gdsterilmistir.?>®

APintea ve ark* yaptig1 calismada kiiltir ortamindaki lutein ve zeaksantin
takviyesinin, hidrojen peroksitin neden oldugu akut oksidatif strese maruz kalan hiicrelerde
canliligr artirarak RPE hiicrelerini korudugunu gostermislerdir. Bazal ve uyarilmis
oksidatif  stres  kosullarinda  antioksidan  enzimlerin  aktivitesini,  glutatyon
konsantrasyonunu, lipid peroksidasyon seviyesini ve hiicre i¢i ROS olusumunu
belirleyerek, lutein ve zeaksantin RPE hiicrelerinin antioksidan durumu tizerindeki etkisini
in vitro olarak degerlendirmisler ve ksantofil tedavisinin oksidatif strese maruz kalan RPE
hiicrelerinde GSH-Px ve SOD aktivitelerinde ve GSH konsantrasyonunda anlamli bir artig

saptadigini, ancak katalaz aktivitesi lizerinde ayn etkiye sahip olmadigin1 gostermislerdir .

Biz de c¢alismamizda oksidatif hasar olusturulmus RPE hiicrelerinden, AREDS
formiiliinde de oldugu bilinen lutein ile tedavi edilen grupta GSH, SOD diizeyi artarken,
bir lipid peroksidasyon firiinii olan MDA seviyesinin azaldigin1 gozlemledik. Bu durum
luteinin oksidatif hasar1 azaltic1 etkisini dogrulamaktadir. Yine luteinin pro-apoptotik gen
olan bax ekpresyonunu azaltarak ve anti-apoptotik gen olan Bcl-2 ekspresyonunu ise
arttirarak apoptozu inhibe ettigini, oksidatif stresin neden oldugu hiicre olimiinii de

engellemis oldugunu gozlemledik.

Antioksidan ve apoptoz lizerine etkilerini inceledigimiz molekiillerden bir digeri olan

kurkuminin, kronik hastaliklar, enflamatuar bozukluklar, enfeksiyonlar ve diger patolojik
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durumlar da dahil olmak {iizere ¢esitli bozukluklari tedavi etmek icin kullanilabildigi
bildirilmistir.?%® Jat ve ark.!® yaptigi bir arastirmada, kurkumin’in giiclii antioksidatif
etkilere sahip oldugu ve lipid peroksidasyonu, protein karbonilasyonu ve mitokondriyal
gecirgenlik artisina karsi korudugu gosterilmistir. Kurkumin'in ¢esitli hayvan modellerinde

lipid peroksidasyonu dahil oksidatif hasar1 inhibe ettigi gosterilmistir.2%*

Lin ve ark.?®” domuz gozlerindeki trabekiiler ag hiicrelerinde (TMC'ler) kurkuminin
koruyucu etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada; 20 uM kurkumin konsantrasyonunun, H20> ile
muamele sonucu oksidatif stres olusturulan TMC'ler iizerinde etkili oldugunu
bulmuslardir. Bunu; IL-6, endotelyal-16kosit yapisma molekiilii 1 (ELAM-1), IL-1a ve IL-
8'in ekspresyonunda bir azalma ile sagladigini ileri siirmiislerdir. Benzer baska bir
288

calismada Luo ve ark.
H20: kullanilarak, kurkuminin, H2O ile muamele edilmis TMC'lerde ECH ile iliskili

ayn1 hiicre hattinda ve yine oksidatif stres indiikleyicisi olarak

protein 1 (Nrf2-Keap1) sinyal yolu gibi niikleer solunum faktorii 2-Kelch'i aktive ettigini
bulmustur. Ayrica yiiksek konsantrasyonlarda kurkumin kullaniminin sadece apoptozu

degil, ayn1 zamanda TMC'ler iizerindeki nekrozu da engelledigini fark etmislerdir.

Wang ve ark.?®®, kurkuminin normal yag dokusu hiicrelerinde endoplazmik retikulum
stresini inhibe ederek lipolizi inhibe ettigini ve hepatik insiilin direncini 6nledigini in vivo

289

olarak gostermislerdir. Kowluru ve Kanwar yaptiklar1 ¢alismada diyabetik ratlarda 6

hafta boyunca kurkumin uygulamasi sonrasi (0,5 g/kg) enflamatuar belirteglerin azaldigini
ve glutatyon seviyesinin arttigin1 ve antioksidan etkisini gdstermislerdir. Mandal ve ark.?*
kurkumin ile beslenen Wistar sicanlarinin (2000 ppm) retinalarinda enflamatuar genlerin
ekspresyonunda onemli farkliliklar bulmustur. Retina hiicrelerinin korunmasinin sebebi
olarak, NF-xB iizerindeki siipresyonunun etkili oldugunu one siirmiislerdir. Ayrica,
kurkuminin retina hiicre hatlart 661W ve ARPE-19 kullanarak in vitro oksidatif stres
aracili hasara kars1 koruyucu etkisini de incelemisler ve erken biiylime yaniti protein 1
(EGR1) ve hiicreler aras1 adhezyon molekiilii 1 (ICAM1) ekspresyonunda bir azalma ve
hem oksijenaz 1 (HMOX1), tioredoksin (Trx-1) ve Nrf2 ekspresyonundaki artisi

saglayarak etkili oldugunu gostermislerdir.

Kurkuminin yiiksek glikoz hasarina karsi ARPE-19 hiicreleri tlizerindeki koruyucu
etkisini inceleyen Bucolo ve ark.?®! kurkumin uygulamasmim doza bagimli bir sekilde

hiicre canliligini arttirdigin1 ve bunu hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinazlar (ERK1/2)
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yolunun modiilasyonunu, niikleer solunum faktérii 2 (Nrf2) ekspresyonunu ve HO-1
aktivitesini arttirarak yaptigini gostermiglerdir. Ayrica kurkumin siiperoksit dismutaz,
katalaz, glutatyon peroksidaz ve S-glutatyon transferazi kodlayan genlerin aktivasyonu

yoluyla enzimatik antioksidan tepkimeleri aktive edebilmektedir.?6®

Zhu ve ark.?® yaptiklar1 ¢alismada H20; ile oksidatif model olusturulmus ARPE-19
hiicrelerinde kurkuminin etkisini degerlendirmis ve kurkuminin uygulamasinin hiicre
canliligii arttirdigt ve oksidatif markerlardan superoksit dismutaz ve glutatyon
seviyelerini arttirip, malondialdehit seviyesini azaltarak antioksidan etki gosterdigini

kanitlamislardir.

Bizim c¢alismamizda da H2O2 ile olusturulmus oksidatif modelde kurkumin
uygulamasiin hiicre caniligr ve proliferasyon iizerine etkisinin 20 pM da en iyi olup
bundan sonra artan dozlarda hiicre canliligima ve proliferasyona olumsuz etki gosterdigi
tespit edilmistir. Artan dozlarda hiicre proliferasyonu tlizerine olan olumsuz etkisinin
apoptozu indiiklemesi sebebiyle olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu bulgudan yola ¢ikarak
kurkuminin hiicre canlilik ve proliferasyon {izerine etkili olan doz araliginin dar aralikta
olup doz ayarlamasinin dikkatli yapilmasi gerektigini diisiinmekteyiz. Ayrica
calismamizda; kurkumin superoksit dismutaz ve glutatyon seviyelerini arttirip,
malondialdehit seviyesini azaltarak antioksidan etki gostermistir. Kurkumin yiiksek
dozlarda ise hiicre canliligini olumsuz yonde etkilediginden, yiiksek dozlarda antioksidan
enzim aktivitesini degerlendirmek miimkiin olmamistir. Kurkuminin malondialdehit
seviyesini azaltma etkisi belirgin olup, bu veriler bize kurkuminin lipid peroksidasyonunu

onemli oranda azaltiyor oldugunu diisiindiirmektedir.

Etkisini arastirdigimiz bir diger ajan olan krosetinin de antioksidan etkisini belirten
yayinlar olmakla birlikte RPE hiicrelerinde antioksidan ve apoptoz iizerine olan etkisi
degerlendirilmemistir. Krosetin, antioksidan, anti-inflamatuar ve noroprotektif aktiviteler
dahil olmak iizere gesitli biyolojik aktivitelere sahiptir.2’"2% Krosetin'in, serbest radikalleri
azaltma, GSH S-transferaz ve GSH peroksidaz gibi antioksidan enzimleri aktive etme,
lipid peroksidasyonunu baskilama ve plazma gibi sivilar yoluyla oksijen yayilmasinin

arttirlmast gibi giiglii antioksidan etkiler sergiledigi gosterilmistir.2%%2%
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Higashino ve ark.? hipertansif erkek sicanlarda 3 hafta boyunca oral krosetinin (giinde
25 veya 50 mg / kg) uygulanmasmin kardiyoprotektif etkilerini inceledikleri ¢alismada,
tedaviden sonra idrarda oksidatif stres (DNA hasar1) belirteci olan 8-hidroksi-2-
deoksiguanozin (8-OHdG) ve NO metabolitleri nitrit/nitrat seviyelerinin énemli Ol¢iide

azaldigin1 gostermislerdir. Zheng ve Qian?%

, siganlarda norepinefrinin neden oldugu
kardiyak hipertrofiye karsi krosetinin antioksidan ozelliklerini degerlendirmis ve 15 giin
boyunca 25 ve 50 mg/kg dozda intraperitoneal olarak uygulanan krosetin ile tedavi edilen
grubun, kalp dokusunda lipid peroksidasyonunda bir azalma ve endojen antioksidan
enzimatik aktivitelerde (SOD ve GSH-Px) bir artis oldugunu gostermislerdir. Bu ¢alisma,
krosetinin antioksidan enzimatik aktivitelerin modiilasyonuyla ve ROS ile ilgili
mekanizmalarin  etkilerini  siirlayarak, kardiyovaskiiler hasarlar1 1yilestirebilecek
kardiyoprotektif etkisini gdstermistir. Yoshino ve ark.3* krosetinin, oksidatif stres modeli
olan hipertansif erkek siganlarin beyninde ROS'un neden oldugu oksidatif stresi azalttigini
gostermistir.  Krosetinin - (100 mg/kg) oral uygulamasindan sonra, kontrol ile
karsilastirildiginda, krosetinin  hidroksil radikali gibi reaktif oksijen tiirevlerinin
temizleyicisi olarak, tedavi edilen sicanlarin beyninde kontrol grubuna gore oksidatif
hasar1 azalttig1 ve antioksidan Ozellik sergiledigi gosterilmistir. Bu nedenle, bu bulgular
krosetinin antioksidan kapasitesi nedeniyle ndronal bozukluklara koruyucu etkiler

saglayabilecegini gostermektedir.

Bir diger in vivo ¢aligsma, krosetinin noroprotektif etkilerine odaklanmistir. Khan ve
ark.®” streptozotosinin neden oldugu bilissel bozuklugu olan erkek albino sicanlarda
norodejeneratif bozukluklarda oksidatif strese karst bazi dogal antioksidanlar
(Nardosatchys jatamansi ve sodyum selenit koklerinin ozleri) ile birlikte krosetinin
etkilerini inceledikleri ¢aligmada, 15 giinliik tedavi (krosetin 25 mg / kg, po) sonrasi,
kontrol grubuna kiyasla si¢gan hipokampiis ve frontal korteksinde, lipid peroksidasyonunu
(MDA seviyeleri) 6nemli dlclide azaltan ve GSH seviyelerini ve antioksidan enzimlerden,
GSH-Px, CAT aktivitesini 6nemli dlglide arttiran sinerjik bir etki gostermistir. Bylece,
krosetin igeren bu kombinasyonun, norodejenerasyona karsi koruyucu bir etki

saglayabilecegi ileri sliriilmiistiir.

Venkatraman ve ark.?® krosetinin akcigerlerdeki oksidatif strese karsi antioksidan

etkisini ve benzopirenin neden oldugu mitokondriyal hasara karst etkilerini
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aragtirmiglardir. Erkek albino farelerde 18 hafta intraperitoneal olarak (20 mg/kg) krosetin
uygulandiktan sonra, akcigerde ROS, lipid peroksitler, GSH seviyeleri ve ATPaz ve
mitokondriyal enzimlerin aktiviteleri degerlendirilmis. Tedaviden sonra sonuglar, kontrol
grubuna kiyasla krosetin'in ATPaz ve mitokondriyal enzim aktivitelerini ve GSH
diizeylerini artirdigini, ROS {iretimini azalttigini ve lipid peroksitleri normallestirdigini

ortaya koymustur.

Magesh ve ark.?®® akciger kanseri tasiyan erkek albino farelerde 4 hafta boyunca
intraperitoneal krosetinin (20 mg/kg) uygulamasimi degerlendikleri c¢alismada, kontrol
grubu ile kiyaslandiginda tedavi edilen farelerin akciger ve karaciger dokularinda lipid
peroksidasyon seviyelerinde bir diisiis ve antioksidan enzimlerin (SOD, CAT ve GSH-PX)
ve GSH metabolize edici enzimlerin (GR ve GST) aktivitelerinde bir artis gdstermistir.
Krosetinin bu antioksidan etkisi nedeniyle detoksifikasyon islemlerinde, potansiyel bir
kemoterap6tik ajan gibi kullanilabilecegini ve akciger bozukluklarinin tedavisinde faydali
olabilecegini &ne siirmiislerdir. Yang ve ark.®® krosetinin farelerde akut akciger hasari
tizerindeki etkisini inceledikleri ¢aligmada; krosetin intragastrik olarak uygulanmig (50 ve
100 mg/kg) ve tedaviden sonra sonuglar, bu biyoaktif bilesigin oksidatif stres indekslerini
kontrol grubuna gore azaltarak akut akciger hasarina karsi koruyabildigini gostermistir.
Akciger miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesini 6nemli dl¢lide azaldigi ve SOD aktivitesini

farelerin akcigerinde dnemli 6l¢lide arttig1 gosterilmistir.

Ishizuka ve ark.®? yaptiklari caligmada, krosetinin erkek farelerde noronal hiicre
Oliimiine yol agan retinal iskemik hasar1 inhibe etme etkisini aragtirmis ve 4 giin boyunca
krosetinin (glinde iki kez 20 mg/kg viicut agirligl) oral uygulanmasinin, kismen
antioksidan Ozelliklerinden dolayr retinal iskemik hasara karsi koruyucu bir etki
gosterdigini ileri siirmiislerdir. Krosetinle tedavi edilen grupta, oksidatif stres azalmistir.
Retinadaki 8-OHdG ekspresyonu, kontrol grubundakinden onemli olgiide daha diisiik
bulunmustur. Ayrica krosetin, oksidatif stresin neden oldugu retina hiicre 6liimiinde 6nemli
rol oynayan MAPK ve redoksa duyarl transkripsiyonel faktorlerin aktivasyonunu onlemis

ve anti-apoptotik 6zellik gostererek retina hiicre 6liimiinii inhibe etmistir.

Karimi ve ark.>” ARPE-19 hiiclerinde TBHP (tert-biitil hidroperoksit)'nin neden oldugu
oksidatif strese karsi korumada krosetin ile 6n tedavinin ¢ok 6nemli bir rol oynadigim

gostermislerdir. Bu ¢alismada, TBHP ile muamele edilmis ARPE-19 hiicrelerinin krosetin
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ile 6n tedavisinin, mitojen aktive edilmis protein kinaz (MAPK- mitogen-activated protein
kinase) sinyal kaskadi iiyesi olan hiicre dis1 sinyalle diizenlenmis kinaz (ERK- extracellular
signal-regulated kinase) yolunun aktivasyonu yoluyla membran biitiinliigliniin yan1 sira,
mitokondriyal solunum ve glikolitik yol dahil olmak {izere metabolik fonksiyonlar1 olumlu
etkiledigini gdstermislerdir. Krosetin 6n tedavisi, lipid peroksidasyonundan, hiicre zari
hasarindan ve sitozolik igeriklerin salinmasindan, ZO1 ekspresyonunun kaybindan ve
hiicre iskeleti bozuklugundan korunmaya neden olmustur. Dahasi, piknotik c¢ekirdeklerin
sayisindaki azalma ve hiicre i¢i ATP seviyelerindeki artis, hiicre 6liimiine kars1 korumanin
gostergesi olmustur. Ozetle krosetin ile &n islem, ARPE19 hiicrelerini, hiicresel enerji
tiretim yollarinin korunmasi ve ERK1/2 yollarinin aktivasyonu yoluyla LDH salinimi, ATP
titkenmesi, hiicre iskeleti kayb1 ve niikleer yogunlagma dahil olmak iizere TBHP'nin neden

oldugu oksidatif stres 6zelliklerinden korur.

YBMD hastalarinda AREDS tedavisi ve safran tedavisi {lizerine yapilan karsilastirmali
bir calismada, safranla tedavi edilen YBMD hastalarinda gorsel fonksiyon sabit kalmis ve
AREDS grubunda koétiillesmistir seklinde raporlanmigtir. Her iki grup arasindaki fark,
AREDS'de bilesenlerin yalnizca antioksidan olmasi, safranin antioksidan kapasitesine ek
olarak anti-inflamatuar 6zellikleri gibi baska etkilere sahip olmasidir ve bu calisma, saf
antioksidan takviyesine kiyasla safran tedavisinin yararin1 desteklemektedir seklinde
yorumlanmustir.>%? Jia ve ark.3%2 safranin baska bir bileseni olan krosinle yaptig1 ¢alismada
H20. ile oksidatif hasar olusturulan ARPE-19 hiicrelerinde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 6nemli olglide artan ROS seviyesinin, krosin ile maruziyeti sonucu
onemli Olgiide azalmistir. Ayrica, H2O2'nin SOD aktivitesini 6nemli dl¢giide diisiirdiigiinii,
krosinin ise ARPE19 hiicrelerinde SOD aktivitesinde H2O, kaynakli azalmayr onlemistir.
Tersine, H20. ile muameleden sonra, MDA aktivitesi, kontrol seviyelerine kiyasla
artmistir. Bununla birlikte, H,O2 maruziyeti sonrasi krosin ile 6n muamele, ARPE-19

hiicrelerinde MDA seviyesini 6nemli 6l¢iide inhibe etmistir.

Bizim ¢aligmamizda da H20: ile olusturulmus oksidatif modelde krosetin uygulamasinin
hiicre canlilig1 ve proliferasyon iizerine anlamli etkisinin oldugu ve bu etkinin 10 uM da en
iyi oldugu tespit edilmistir. Ayrica ¢alismamizda; krosetin, superoksit dismutaz ve
glutatyon seviyelerini arttirip, malondialdehit seviyesinin azaltarak antioksidan etki

gostermistir.
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Antioksidan etkileri yoniinden bu ii¢ biyoaktif molekiiliinden; lutein ile kurkumin
karsilagtirildiginda, antioksidan etkisi bilenen kurkuminin, GSH ve SOD u arttirmada
lutein kadar etkin olmadigimi goézlemledik. Krosetinle luteini karsilastirdigimizda ise,
krosetinin glutatyon seviyesinde yaptigi artig, luteinle kiyaslandigi zaman anlamli olarak
yiikksek bulunmus, SOD aktivitesi iizerinde yaptig1 artis ise luteindeki artisa yakin ve
anlamli bulunmustur. Daha onceki ¢alismalardan RPE hiicreleri tizerinde antioksidan etkisi
bilinen kurkumin ile, RPE hiicreleri iizerindeki antioksidan etkisine dair ¢alisma olmayan
krosetinin etkilerini karsilastirdigimizda, SOD ve GSH aktivitesinin krosetin uygulanan
grupta daha kurkumine gore daha fazla artmis oldugunu gozlemledik. Ayrica krosetinin,
luteine benzer antioksidan etki gostermesi nedeniyle YBMD progresyonunu yavaslatmada
alternatif bir tedavi olabilecegini ve lutein ile adjuvan kullanimimnin birbirlerinin etkilerini
potansiyelize edip etmeyecegi yoniinde in-vivo deneyler ve ardindan insanlar iizerinde

yapilacak klinik ¢caligmalara ihtiya¢ oldugunu diistinmekteyiz.

Emoto ve ark.3% kurkuminin, bir Sprague-Dawley sican modelinde ROS indiikleyici bir
etkiye sahip olan metil-N-nitrosoureca (MNU) tarafindan indiiklenen fotoreseptor
apoptozuna kars1 etkisini incelemiglerdir. MNU uygulamasindan {i¢ giin 6nce 100 veya 200
mg / kg kurkumin dozlari enjekte edilmistir. 200 mg/kg kurkumin ile tedavi edilen grupta
hiicre sagkalimi, diger MNU ile tedavi edilen gruplara gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde daha iyiydi. Oksidatif DNA hasari ile ilgili olarak, 8-hidroksi-2'-deoksiguanosin
seviyeleri dlgiildii ve 200 mg/kg kurkumin {izerindeki seviyeler, kontrol grubuna benzer
olarak bulmus, boylece kurkuminin oksidatif hasar iizerindeki etkisini gostermislerdir. Son
olarak, MNU uygulamasindan sonra, kurkumin kullanildiginda apoptotik hiicre miktar1 da
istatistiksel olarak azalmistir. Zhu ve ark.?® yaptigi calismada, kurkuminin H.O; ile
oksidatif model olusturulan ARPE-19 hiicreleri tizerindeki etkisi degerlendirilmis ve
kurkuminin apoptoz lizerindeki etkisi gosterilmistir. Bu ¢alismada kurkumin apoptotik olan
bax ve kaspaz-3 ekspresyonunu azaltirken, anti-apoptotik olan Bcl-2 ekspresyonunu

artirmigtir.

Bizim galismamizda da kurkuminin pro-apoptotik gen olan bax gen ekpresyonunu
azaltarak apopitoz lizerine etki gosterdigi, ancak anti-apoptotik gen olan Bcl-2 iizerine
etkisi olmadigin1 gozlemledik. Bu sonuglar bize kurkuminin apoptozu p53 gibi farkli bir

yolak iizerinden etkilemis olabilecegini diisiindiirdii.
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Intravitreal N-metil-D-aspartat enjeksiyonu ile indiiklenen bir retina hasar1 olusturulan
deneysel fare modelinde, oral krosetin uygulamasi kismen kaspazlari inhibe ederek ve
dolayisiyla retina ganglion hiicrelerinin apoptozunu azaltarak retina bozuklugunu
azaltmistir.®* Isikla indiiklenen retina hasar1 olusturulmus bir kemirgen modelinde,
krosetinin oral uygulamasinin flag elektroretinogramin hem a-dalgasi hem de b-dalgasi
genliklerinde azalmay1 onledigi; ayrica retina dis niikleer tabakasindaki TUNEL+
hiicrelerinin sayisini azalttigi ve bu tabakanin kalinliginda azalmayi inhibe ettigi
gosterilmistir. Krosetinin, retina hasarindan sonra kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivitelerindeki
artist  baskilayarak fotoreseptér apoptozunu azaltabilecegi gosterilmistir. 3 pM
konsantrasyondaki krosetinin, tunikamisin ve H20: ile indiiklenen retinal ganglion hiicre
Oliimiine kars1 %50-60'a kadar inhibitor etki gosterdigi gosterilmistir ve ayn1 zamanda

kaspaz-3 ve -9 aktivitelerini de arttirmistir.3%

Bizim ¢alismamizda krosetinin pro-apoptotik gen olan bax gen ekpresyonunu azaltarak
apoptoz tlizerine etki gosterdigi, ancak anti-apoptotik gen olan Bcl-2 iizerine etkisi
olmadigin1 gézlemledik. Bu sonuglar dogrultusunda kurkuminin apoptozu p53 gibi bax gen

ekspresyonun etkileyen farkli bir mekanizma iizerinden etkiledigini diistindiirdi.

Apoptoz lizerine etkileri yoniinden bu {i¢ biyoaktif molekiiliinden; ii¢linlinde Bax
ekspresyonunu azalttigimi ve kurkuminin daha etkin oldugunu gozlemledik. Ancak
kurkuminin artan dozlarinda hiicre proliferasyonu tiizerindeki olumsuz etkisi, artmis
kurkumin dozlarinin apoptozu indiikliiyor olabilecegini diigiindiirmistiir. Lutein ile
krosetini karsilastirdigimizda ise, krosetinin Bax ekspresyonunda yaptig1 azalma luteindeki
azalmaya yakin ve anlamli bulunmustur. Ancak BCI-2 ekspresyonu iizerine etkilerine
baktigimizda ise sadece luteinin Bcl-2 ekspresyonunu arttirdigi, kurkumin ve krosetinin
Bcl-2 iizerine etkisinin anlamli olmadigini ve apoptoz iizerindeki etkilerini luteinden farkli
bir mekanizma ile gosterdigini diisiindiirmiis olup bu konuda daha kapsamli ¢alismalara

ithtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.
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6. SONUCLAR

YBMD patogenezinde 6nemli rol oynayan RPE hiicrelerinde normal fizyolojik islevin
bozulmast YBMD'nin patogenezinde en erken bulgulardan biridir. Artan kanitlar
YBMD’de de, oksidatif strese bagli RPE dejenerasyonun kritik bir rol oynadigim
gostermektedir. Bu nedenle, oksidatif stresi sinirlandirarak RPE hiicrelerini korumak,
YBMD hastalarinda gérme kaybini yavaslatmak veya muhtemelen tersine ¢evirmek igin
etkili bir yaklasim olabilir. ROS ile indiiklenen RPE hiicre hasarinin dnlenmesi, YBMD

ilerlemesini engelleyebilir.

Daha onceki caligmalardan antioksidan etkileri oldugu bilinen lutein, kurkumin ve
krosetinin RPE hiicrelerindeki antioksidan etkilerini ve apoptoz iizerine olan etkilerini
degerlendirdigimiz ¢alismamizda; kurkumin, superoksit dismutaz ve glutatyon seviyelerini
arttirtp, malondialdehit seviyesinin azaltarak antioksidan etki gostermistir. Kurkuminin
malondialdehit seviyesini azaltma etkisi belirgin olup, lipid peroksidasyonunu Onemli
oranda azaltiyor oldugunu diigiinmekteyiz. Ayn1 zamanda kurkuminin pro-apoptotik gen
olan bax gen ekpresyonunu azaltarak apoptoz iizerine etki gosterdigi, ancak anti-apoptotik
gen olan Bcl-2 iizerine etkisi olmadigini goézlemledik. Bu sonuglar dogrultusunda
kurkuminin apoptozu p53 iizerinden etkiledigini diislinmekteyiz. Caligmamizda
kurkuminin artan dozlarinin proliferasyonu azalttigin1 gézlemledik. Hiicre proliferasyonu
lizerine olan olumsuz etkisinin apoptozu inhibe eden kurkuminin, artan dozlarda ise

apoptozu indiiklemesi sebebiyle oldugunu diisiinmekteyiz.
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AREDS formiilasyonunda bulunan lutein ile tedavi edilen grupta GSH, SOD gibi
antioksidan molekiillerin diizeyi artarken, bir lipid peroksidasyon iriinii olan MDA
seviyesinin azaldigimi gozlemledik. Bu durum luteinin oksidatif hasar1 azaltici etkisini
dogrulamaktadir. Yine luteinin pro-apoptotik gen olan bax ekpresyonunu azaltarak ve anti-
apoptotik gen olan Bcl-2 ekspresyonunu ise arttirarak apoptozu inhibe ettigini, oksidatif

stresin neden oldugu hiicre 6liimiinii de engellemis oldugunu gozlemledik.

Antioksidan etkisi bilinen ancak bildigimiz kadariyla literatirde RPE hiicreleri
tizerindeki antioksidan etkisi incelenmemis olan krosetin ile tedavi edilen grupta GSH,
SOD diizeyinin arttigini, MDA seviyesinin azaldigini1 ve ayn1 zamanda pro-apoptotik gen
olan bax gen ekpresyonunu azaltarak apoptoz iizerine etki gosterdigini gozlemledik. Anti-
inflamatuar etkisi de oldugu bilinen krosetinin, YBMD progresyonunu yavaslatmada
alternatif bir tedavi olabilecegini diisiinmekteyiz. Bunun in-vivo deneyler ve ardindan

insanlar lizerinde yapilacak klinik caligsmalarla desteklenmesi gerektigini diisiinmekteyiz.
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7. OZET

Amag: H2O> ile oksidatif hasar modeli olusturulan ARPE-19 hiicrelerinde, Kurkumin,
Lutein ve Krosetin’in antioksidan etkilerini ve apoptozis iizerine olan etkilerini aragtirmak
ve bu etkilerini karsilastirmak.

Gerec ve Yontem: ARPE hiicrelerindeki oksidatif hasar, hiicrelerin 1 saat siire ile 800
uM H20; ile muamele edilmesiyle olusturuldu. Oksidatif hasar olusturulmus hiicreler,
Kurkumin, Krosetin ve Lutein’in degisen dozlar1 (1 uM, 2,5 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM, 40
uM, 80 uM dozlarinda) ile 24 saat inkiibe edildikten sonra hiicre proliferasyon oranlar1 ve
hiicrelerdeki canlilifa olan etkileri %10 WST-1 ile karsilastirmali olarak degerlendirildi.
WST-1 analizi sonucunda her bir antioksidan madde i¢in en etkin doz oldugu diisiiniilen
diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyonlar se¢ildi. Oksidatif hasara ugratilmis ARPE-19
hiicreleri ve bu hiicrelere tedavi amaciyla farkli dozlarda uygulanan Kurkumin (20, 40, 80
uM), Krosetin (10, 20, 40 uM) ve Lutein’in (5, 10, 20 uM) Siiperoksit dismutaz (SOD),
malondialdehit (MDA) ve glutatyon (GSH) oksidatif biyobelirteg seviyeleri {izerine etkileri
ve pro-apoptotik etki saglayan Bax ve anti-apoptotik etki saglayan Bcl-2 gen ekspresyon
seviyeleri degerlendirildi.

Bulgular: Kontrol ve H2O: uygulanan gruptaki hiicre canliligi degerlendirildiginde
hiicre canliliginin kontroldekinin yaklasik %50’sine diistiigli konsantrasyon 800 uM olarak
bulunmustur. Lutein, krosetin ve kurkuminin hiicre canlilig1 ve proliferasyonu lizerine en
etkili olan dozlari siras1 ile 5,10 ve 20 puM olarak bulunmustur. Biyokimyasal
incelemelerde MDA, GSH, SOD diizeyleri incelendi. H20O2, SOD ve GSH’1 anlamli oranda
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azaltmis ve MDA’y1 anlamli oranda yiikseltmistir (p<0.05, p<0.05, p<0.05). SOD ve GSH
aktivitesi lutein, kurkumin ve krosetin uygulanan gruplarda, H20- grubuna oranla daha
yiiksek; MDA diizeyi ise azalmis olarak bulundu (p<0.05, p<0.05, p<0.05). BCL-2 gen
ekspresyon analizi degerlendirilmesinde, hasar modeli olusturulan grupta BCL-2
seviyesinin anlamli oranla azaldig1 goriildi (p<0.01). 10 ve 20 um lutein uygulanan grupta
BCL-2 seviyelerinde anlamli artis oldugu goriildii(p<0.05). BAX 1 gen ekspresyon analizi
degerlendirilmesinde, hasar modeli olusturulan grupta BAX 1 ekspresyon seviyesinin
anlamli oranda arttig1 gorildii (p<0.01). Lutein, kurkumin ve krosetin uygulanan tedavi
gruplarinda BAX 1 ekspresyon seviyelerinde anlamli azalma oldugu goriildii (p<0.05).
Sonuc¢: Lutein ve kurkumin tedavisinin RPE hiicrelerinde antioksidan aktiviteyi
arttirdigi ve apoptozu inhibe ettigi bilinmektedir. Lutein ile kurkuminin bu etkileri
karsilastirildiginda, kurkuminin lutein kadar etkin olmadigini gozlemledik. Krosetinin de
antioksidan etkisini belirten yaymlar olmakla birlikte RPE hiicrelerinde antioksidan ve
apoptoz Tlzerine olan etkisi degerlendirilmemistir. Lutein ile krosetinin bu etkileri
karsilastirildiginda  benzer etkiler gozlemledik. Krosetin  tedavisinin, YBMD

progresyonunu yavaslatmada luteine alternatif olabilecegini diisiinmekteyiz.
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8. ABSTRACT

Purpose: To investigate and compare the antioxidant effects and effects of Curcumin,
Lutein and Crocetin on apoptosis in ARPE-19 cells, for which an oxidative damage model
was created with H20..

Materials and Methods: Oxidative damage in ARPE cells was created by treating the
cells with 800 uM H2O. for 1 hour. Oxidatively damaged cells are incubated with varying
doses of Curcumin, Crocetin and Lutein (at doses of 1 uM, 2.5 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM,
40 uM, 80 uM) for 24 hours, followed by cell proliferation rates and The effects on
viability were evaluated in comparison with 10% WST-1. As a result of the WST-1
analysis, low, medium and high concentrations considered to be the most effective dose for
each antioxidant substance were selected. Different doses of Curcumin (20, 40, 80 uM),
Crocetin (10, 20, 40 uM) and Lutein (5, 10, 20 uM) were applied to oxidatively damaged
ARPE-19 cells and these cells for treatment. The effects of superoxide dismutase (SOD),
malic dialdehyde (MDA) and glutathione (GSH) on oxidative biomarker levels and the
expression levels of Bax, which provides pro-apoptotic effect, and Bcl-2 gene expression,

which provides anti-apoptotic effect, were evaluated.

Results: When cell viability was evaluated in the control and H2O. groups, the
concentration at which cell viability decreased to approximately 50% of that in the control
was found to be 800 uM. The most effective doses of lutein, crocetin and curcumin on cell
viability and proliferation were found to be 5,10 and 20 puM, respectively. MDA, GSH,

SOD levels were examined in biochemical examinations. H>O> significantly decreased
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SOD and GSH and increased MDA significantly (p <0.05, p <0.05, p <0.05). SOD and
GSH activities were higher in the lutein, curcumin and crocetin applied groups compared
to the H202 group; MDA level was found to be decreased (p<0.05, p<0.05, p<0.05). In the
evaluation of BCL-2 gene expression analysis, it was observed that the BCL-2 level was
significantly decreased in the damage model group (p <0.01). It was observed that there
was a significant increase in BCL-2 levels in the 10 and 20 um lutein group (p <0.05). In
the evaluation of BAX 1 gene expression analysis, it was observed that the BAX 1
expression level increased significantly in the damage model group (p <0.01). There was a
significant decrease in BAX 1 expression levels in the treatment groups treated with lutein,

curcumin and crocetin (p <0.05).

Conclusion: It is known that lutein and curcumin treatment increase antioxidant activity
in RPE cells and inhibit apoptosis. When these effects of lutein and curcumin were
compared, we observed that curcumin was not as effective as lutein. Although there are
publications indicating the antioxidant effect of crocetin, its effect on antioxidant and
apoptosis in RPE cells has not been evaluated. When these effects of lutein and crocetin
were compared, we observed similar effects. We think that crocetin treatment may be an

alternative to lutein in slowing the progression of AMD.
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