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OZET

Glukokortikoidlerin giiclii antiinflamatuar ve immiinosupresif ajanlar olmasi, uzun siire
veya yiiksek dozda kullanilan glukokortikoidlerin sasirtici derecede yan etki riskinin
artmasina neden olur. Posterior subkapsiiler kataraktin glukokortikoidlerin en 6nemli
okiiler komplikasyonlarindan birisi oldugu epidemiyolijik ¢aligmalar ve hayvan deney
modelleri ile kanitlanmistir. Posterior subkapsiiler kataraktlar, diizgiin bir sekilde
farklilagamayan fiber hiicrelerin normal lif hiicrelerinin aksine uzamadan, uzayan normal
lif hiicreleri ile birlikte mercegin arka kutbuna go¢ ederek toplanmasiyla olusur. Posterior
subkapsiiler katarakt patogenezi birden fazla mekanizmay igerebilir ve patogenezi ile
iliskili son  caligmalar  glukokortikoid reseptorlerinin  genomik  etkilerine
yogunlagmaktadir. Lens epitel hiicrelerinden iiretilen yeni hiicreler lens liflerine
farklilasirken ve mercege tasinirken meydana gelen apoptotik olaylarin posterior
subkapsiiler katarakt patogenizinde rol aldigi diisliniilmektedir. Bu c¢alismanin amaci
civeiv embriyosunda steroid kaynakli katarakt modeli olusturarak hidrokortizonun (HC)
katarakt patogenizinde apoptotik etkisini aydinlatmak; steroid verilen embriyolara A, D
ve E vitaminleri ile miidahe ederek A, D ve E vitaminlerinin anti-antiapoptotik
potansiyeli agisindan insanlarda kataraktogeneze karsi koruyucu roliinii arastirmayi

amaglamaktadir.

Calismamizda glukokortikoid smifinda yer alan HC ile indiikklenmis civciv
embriyolarindan elde edilen lenslerde p53, NF-xB, Bcl-2 protein diizeyleri ile p53, NF-
kB, Bax ve Bcl-2 mRNA ekspresyon diizeylerine bakilmig ve A, D, E vitamin

muamelelerinin bu belirtegler iizerine etkilerinin olup olmadig1 incelenmistir. HC
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uygulamasinin p53, NF-kB, Bcl-2 protein diizeylerini énemli dlglide dusiirdiigli; A
vitamininin ti¢ dozunun p53, NF-«B, Bcl-2 protein seviyelerini artirarak normale
yaklastirdigi; orta doz D vitamininin sadece Bcl-2 protein diizeylerini artirirken ytiksek
doz D vitamininin p53, NF-kB, Bcl-2 protein diizeylerini artirdigs; orta ve yiiksek doz E
vitamininin ise p53, NF-kB, Bcl-2 protein diizeylerini artirdig1 tespit edilmigtir. mRNA
ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmasa da HC’nin p53, NF-
kB, Bax/Bcl-2 mRNA diizeylerini diigiirdiigii; A vitamini ise p53, NF-kB, Bax/Bcl-2

mRNA ekspresyon diizeylerini normale dondiirdiigii goriilmektedir.

HC’nin lenslerde p53, NF-«xB, Bcl-2 diizeylerine olumsuz etkisinin oldugu ve bu olumsuz

etkinin A, D ve E vitaminleri tarafindan azaltilabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Katarakt, Apoptoz, Glukokortikoid, Lens, Vitamin A, Vitamin D,
Vitamin E
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ABSTRACT

The potent anti-inflammatory and immunosuppressive properties of glucocorticoids
contribute to an increased risk of surprising side effects when used for a prolonged period
or at high doses. Epidemiological studies and animal experimental models have
demonstrated that posterior subcapsular cataract is one of the most significant ocular
complications associated with glucocorticoids. Posterior subcapsular cataracts occur
when undifferentiated fiber cells fail to differentiate properly and instead migrate and
accumulate at the posterior pole of the lens alongside elongating normal fiber cells. The
pathogenesis of posterior subcapsular cataract may involve multiple mechanisms, and
recent studies focusing on the genomic effects of glucocorticoid receptors are associated
with its pathogenesis. It is believed that apoptotic events occurring during the
differentiation and migration of newly produced lens epithelial cells to lens fibers play a

role in the pathogenesis of posterior subcapsular cataracts.

The aim of this study is to create a steroid-induced cataract model in chick embryos and
elucidate the apoptotic effects of hydrocortisone (HC) in cataract pathogenesis.
Additionally, we aim to investigate the protective role of vitamins A, D, and E against
cataractogenesis in humans by intervening with vitamins A, D, and E in steroid-treated

embryos, in terms of their anti-apoptotic potential.

In our study, we examined the levels of p53, NF-kB, Bcl-2 proteins, and p53, NF-kB,
Bax and Bcl-2 mRNA expression levels in lenses obtained from hydrocortisone-induced

chick embryos, which belong to the glucocorticoid class. We also investigated the effects
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of vitamins A, D, and E treatments on these markers. The application of HC significantly
decreased the levels of p53, NF-kB, and Bcl-2 proteins, while all three doses of vitamin
A increased the levels of p53, NF-kB, and Bcl-2 proteins, bringing them closer to normal
levels. The moderate dose of vitamin D only increased the levels of Bcl-2 protein, while
the high dose of vitamin D increased the levels of p53, NF-kB, and Bcl-2 proteins. Both
moderate and high doses of vitamin E increased the levels of p53, NF-«kB, and Bcl-2
proteins. Although there were no statistically significant changes in mRNA expressions,
HC reduced the levels of p53, NF-kB, and Bax/Bcl-2 mRNA, while vitamin A restored
the levels of p53, NF-«kB, and Bax/Bcl-2 mRNA to normal levels.

It was concluded that HC had a negative impact on p53, NF-kB, Bcl-2 levels in lenses
and this negative effect could be reduced by vitamins A, D, and E.

Keywords: Cataract, Apoptosis, Glucocorticoid, Lens, Vitamin A, Vitamin D, Vitamin
E
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1. GIRIS VE AMAC

Katarakt, kiiresel olarak tedavi edilebilen korliikk ve géorme bozuklugunun 6nde gelen
nedenidir. Katarakt nedenli korliik, diisiik sosyoekonomik statiiye sahip popiilasyonlarda

ve az gelismis iilkelerde daha yaygindir (Lam ve ark., 2015).

Lens, lens kapsiilii ad1 verilen membran6z bir yap1 i¢inde bulunan liflerden (modifiye
epitel hiicrelerinden) olusan seffaf bir yapidir. Lens maddesi iki ana boliimden olusur.
Yiizeysel kisimda yer alan korteks daha geng lifler igerir. Daha derin kisimda yer alan
cekirdek ise daha eski lifler igerir. Lens bilylimesinin herhangi bir asamasinda meydana
gelen bozukluklar, lens epitelinin fibréz metaplazisi, lens lifleri arasindaki kortikal
hidrasyon, bazi pigmentlerin birikmesi gibi bir¢ok dejeneratif siire¢, bahsi gecen lens
liflerinde bulunan lens proteinlerini farkli mekanizmalarla denatiire ve koagiile eder, bu
da seffaflik kaybina (opaklagsmaya) ve nihayetinde katarakt olusumuna neden olur
(Nizami ve Gulani, 2022) Katarakt gorsel olarak onemli hale geldiginde, katarakt
cerrahisi yerlesik tek tedavi yontemidir (Davis, 2016).

Kataraktlar nedenlerine gore yasa bagli kataraktlar, pediatrik kataraktlar ve diger
nedenlere bagli kataraktlar olarak smiflandirilirken lensteki opaklagsmanin konumuna
bagli olarak niikleer, kortikal ve posterior subkapsiiler katarakt (PSC) olmak iizere iig tiire
ayrilabilir (Liu ve ark., 2017). Katarakta yol acan diger nedenler arasinda travma,
sistemik hastaliklar, endokrin hastaliklar, birincil goéz hastaliklart ya da ilag

komplikasyonlari yer alir (Nizami ve Gulani, 2022).

Glukokortikoidler (GC); alerji ve astim, romatoid artrit ve diger otoimmiin hastaliklar
dahil olmak {tizere bir¢ok klinik durumun tedavisinde yaygin olarak kullanilan ytiksek
etkili antiinflamatuar ajanlardir. Ek olarak, kanser kemoterapisi ve organ
transplantasyonunda 6nemli rol oynarlar. Bununla birlikte, GC’ler nispeten yliksek
dozlarda uzun bir siire boyunca uygulandiginda ciddi komplikasyonlara neden olur.
Steroid tedavisinin okiiler komplikasyonlarindan birisi, 6zellikle PSC gelismesidir

(James, 2007).

GCl'lerin, oksidatif stres, spesifik olmayan GC baglanmasi ve membran steroid
reseptOrleri dahil olmak {izere c¢esitli mekanizmalar yoluyla lens epitel hiicrelerini

etkiledigi Onerilmis olsa da transkripsiyonel olarak aktif bir hiicre i¢i glukokortikoid
1



reseptorliniin (GR) tanimlanmasi GC'lerin hedef genlerin transkripsiyonunu modiile

ediyor olabilecegini gostermistir (Gupta ve ark., 2005).

GR’ler, ligandla indiiklenebilir transkripsiyon faktdrlerinin bir siiper ailesi olan steroid
hormon reseptorii ailesinin iyeleridir ve antiinflamatuar proteinlerin artmasina
(transaktivasyon)  veya  proinflamatuar  proteinlerin  iiretiminin  azalmasia
(transrepresyon) neden olabilen genomik etkiler sergilerler. Transaktivasyonun,
glukokortikoidlerin sayisiz yan etkilerinden, transrepresyonun ise glukokortikoidlerin
klinik olarak arzu edilen antiinflamatuar ve immiinosupresif etkilerinin ¢ogundan
sorumlu oldugu disiiniilmektedir (Stahn ve Buttgereit, 2008). Bununla birlikte
glukokortikoid reseptor aktivasyonu, glukoneogenez, biiylime faktdrlerinin ekspresyonu
ve aktivitesi, hiicre proliferasyonu ve farklilasmasi, sinyal iletim yollarindaki

degisiklikler ve apoptoz ile iliskilendirilmistir (James, 2007).

Lens epitel hiicrelerinin (LEC) apoptozunun, ¢esitli katarakt olusumunun patogenezinde
rol oynadig: bildirilmis, HLE-B3 hiicre hattinda yapilan bir ¢caligmada insan lens epitel
hiicrelerinin (HLEC) apoptozunun, katarakt tabakasi olarak ortaya c¢ikan opakliklarin
gelisiminden sorumlu oldugu diisiiniilmiistiir (Chasan-Taber ve ark., 1999; Takamura ve

ark., 2003).

Apoptoz, nekroptoz, piroptoz, ferroptoz veya otofaji gibi hiicresel intihar mekanizmalari,
canli organizmalarin biyolojisinde i¢ i¢e girmistir ve bu mekanizmalar ¢cogu durumda bir
organizmanin yasam donglisiinde avantajlar saglar. Gelisim sirasinda dokular
sekillendirmeye, artik ihtiya¢ duyulmadiginda dokular1 ¢ikarmaya veya heterojenligi
saglamaya katkida bulunabilir (Griffioen ve Nowak-Sliwinska, 2021). Biiyiime faktori
geri ¢ekilmesi, iyonlastirici radyasyon, Ca*? akisi, tiimér nekroz faktorii, viral enfeksiyon
ve glukokortikoidler apoptozun indiikleyecileri arasinda yer alir. Bu sinyallere yanit
olarak, hiicre kendisinin yok edilmesini saglayan programlanmis hiicre 6liimiinii indiikler
(King ve Cidlowski, 2003). Bu nedenle, programlanmis hiicre 6liimii ile ilgili aragtirmalar
hastalik siireglerine fayda saglayacak terapdtik stratejilerin gelistirilmesine olanak tanir

(Griffioen ve Nowak-Sliwinska, 2021).

Kataraktin genetik temellerini arastirmak popiilasyon kisithiliklar1 sebebiyle zor oldugu

icin hayvan modellerinin 6nemi biiyiiktiir (Kaya, 2020). Sican, fare, tavsan ve civciv
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embriyosu lizerinde steroid kaynakli katarakt (SIC) modelleri olusturularak birgok

deneysel ¢alisma yapilmistir (Duman ve ark., 2019)

Mevcut arastirma calismasi, civciv embriyosunda steroid kaynakli katarakt modeli
olusturarak hidrokortizonun (HC) katarakt patogenizinde apoptotik etkisini aydinlatmak;
steroid verilen embriyolara A, D ve E vitaminleri ile miidahe ederek A, D ve E
vitaminlerinin antiapoptotik potansiyeli acisindan insanlarda kataraktogeneze karsi

koruyucu roliinii arastirmay1 amaglamaktadir (Choi ve ark., 2020; Tuj Johra ve ark., 2020)



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Katarakt

Katarakt, diinya capinda 6nde gelen gérme bozuklugu nedenidir. Diinyadaki katarakt
vakalarinin % 90"inin gelismekte olan iilkelerde bildirilmesine ragmen, gelismis iilkelerde

kataraktin sosyal, fiziksel ve ekonomik etkisi ¢ok fazladir (Prokofyeva ve ark., 2013).

Kristalinler, mercegi ve mercek yiizeylerini olusturan, kirilma islevinden sorumlu olan
temel proteinlerdir. Kristalinlerin modifikasyonu, agregasyonu ve ¢okelmesi katarakt
patogenizinin altinda yatan temel mekanizmalardir. Heniiz bu siireci engelleyebilecek
kesin bir yontem bulunamamigtir. Kataraktlarin 6nemli bir kismima yasa bagh
dejenerasyon neden olur; ancak travmaya bagl olarak veya baska bir hastaligin sonucu
(sekonder) olarak da gelisebilir, ¢ocuklarda ise nadir rastlanilan bir durumdur (Lam ve

ark., 2015).

Tedavi secenekleri sadece erken evrelerde refraktif gozliiklerle diizeltmeyi icerir ve eger
katarakt rutin aktiviteleri engelleyecek kadar olgunlasirsa, en etkili yontem olan katarakt
cerrahisi Onerilebilir (Nizami ve Gulani, 2022). Giiniimiizde katarakt cerrahisi,
opaklasmis mercegin ¢ikarilmasi ve goz ici lens (GIL) olarak bilinen sentetik bir mercekle
degistirilmesi olarak tanimlanir (Thompson ve Lakhani, 2015). Cerrahi teknoloji ve
tekniklerin ilerlemesi ile katarakt cerrahisi, cogu hastada hizli gorsel iyilesme, 1yi gorsel
sonuglar ve minimal komplikasyonlarla kiigiik insizyonel cerrahiye doniismiistiir.
Katarakt cerrahisindeki yeni gelismeler gorsel, anatomik ve hasta tarafindan bildirilen
sonuclari iyilestirmeye devam edecektir (Liu ve ark., 2017). Buna ragmen yaslh niifusun
artmas1 katarakt insidansinin ve prevalansinin artisina neden olur. Katarakt cerrahisine
yonelik artan talebin, onleyici tedbirler alinmadig: takdirde gelecekte karsilanmasi zor
olabilir (Kessel, 2011). Bu nedenle kataraktin degistirilebilir risk faktorlerinin gézden
gecirilmesi ve katarakt ameliyatlarinin toplam maliyetine etki eden yonlerinin

degerlendirilmesi gereklidir (Prokofyeva ve ark., 2013).

Normalde saglikli olan yetiskin gdzlinlin merceginde katarakt olusumunu veya
ilerlemesini engelleyecek herhangi bir tedavi yontemi heniliz mevcut degildir. Katarakt
olusumu ve yenilik¢i yonetim bi¢imleri hakkindaki teoriler ise tartismalidir. Katarakt

gelisimi i¢in ¢esitli risk faktorleri tanimlanmis olmasina ragmen katarakt riskini azaltmak
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icin kilavuzlar gelistirmeye yonelik veriler kesin degildir ve daha fazla ¢alismaya ihtiyag

duyulmaktadir (Jick ve ark.,2019).
2.1.1. Katarakt Epidemiyolojisi

Diinya Saglik Orgiitii, kiiresel olarak, en az 2,2 milyar insanin yakin ve/veya uzak gérme
bozukluguna sahip oldugunu ve bu vakalarin en az 1 milyarinda (neredeyse yarisinda)
gorme bozuklugunun 6nlenebilecegini, bu gérme bozukluguna sahip 1 milyar insanin 94
milyonunun ise katarakt nedenli oldugunu bildirmistir (World Health Organization,
2019). Birkag biiyiik 6lgekli popiilasyona dayali ¢alisma, katarakt prevalansinin yasla
birlikte arttigini, 55-64 yaslarinda % 3.9 iken 80 yas ve iizerinde % 92.6'ya ¢iktigini
bildirmistir (Liu ve ark., 2017). 2010 yilinda yapilan bir¢ok arastirma, kataraktin en
yaygin olarak Beyaz Amerikan irkinda goriildiiglinii ortaya koymus ve Beyaz Amerikan
irkinda prevalansin % 17 ila % 18 arasinda degistigini gostermistir. Siyahlar, % 13
yayginlik oraniyla katarakttan en ¢ok etkilenen ikinci grup olmus ve bunu yaklagik % 12
yayginlik oraniyla Hispanikler izlemistir. Cocuklarda ve yaslilarda da vakalar bildirilmis
olsa da, baslangi¢ genellikle ileri yas grubunda, tipik olarak besinci ve altinci dekatta
kademeli ve ilerleyicidir. Yapilan ¢aligmalar, hastaligin kadinlarda erkeklerden daha
yaygin oldugunu, erkek / kadin oraninin 1'e 1.3 oldugunu ortaya koymustur (Nizami ve
Gulani, 2022). Ek olarak yapilan bazi ¢aligmalarda ise diinya ¢apinda katarakt nedeniyle
kor olanlarin sayisinin 1990'da 12.3 milyondan 2010'da 20 milyona ¢iktig1 bulunmustur
(Lee ve Afshari, 2017).

2.1.2. Katarakt Patofizyolojisi ve Siniflandiriimasi

Mercek, goziin i¢indeki irisin arkasinda oturan seffaf, bikonveks bir disktir (Thompson
ve Lakhani, 2015). Insan kristalin mercegi, ayrilmis seffaf proteinlerin kapsiillenmis bir
torbasidir. Lens proteinlerinin dizilisindeki ve karakterindeki degisiklikler, dnce lensin
sertliginin artmasmna ve sonunda seffafligin kaybolmasma neden olur. Ilk siireg
presbiyopiye (dogal odaklanma yeteneginin kaybi) neden olurken ikinci siire¢ katarakta

yol agar (Lam ve ark., 2015).

Lens, siliyer cisme Zinn zoniilleri olarak bilinen liflerle tutturulmustur ve bir trambolin
gibi asilidir (Sekil 2.1). Lens, arteriyel veya vendz kan dolasimindan yoksun ve nispeten

diistik seviyelerde hiicresel metabolizma sergileyen benzersiz bir organdir. Gelismis lens
5



avaskiiler yapisina ek olarak sinir agina sahip degildir. Metabolik ihtiyaglar bitisik akoz

hiimoér tarafindan karsilanir (Lam ve ark., 2015; Thompson ve Lakhani, 2015).
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Sekil 2.1: Lensin goz i¢indeki normal konumunu gosteren goziin 6n segmentinin enine kesiti (Asbell ve
ark., 2005).

Lens lifleri, lens epitelinden {iretilir ve periferden merkeze dogru go¢ eder. Bu nedenle,
lensin ¢ekirdegi daha eski lens liflerinden olusur ve yeni olusan lens lifleri, lensin en dig
katmanlarinda, kortekste bulunur (Liu ve ark., 2017). Bu yeni olusan hiicreler mercek
liflerine farklilagirken ve boylece seffaflik kazanirken gerilirler, organellerini kaybederler
ve hiicresel proteinlerin kiitlesini 6nemli 6l¢iide artirirlar (Thompson ve Lakhani, 2015).
Lens lifi hiicreleri ¢ekirdek, mitokondri ve ribozomlar gibi organellerden yoksundur ve
yliksek konsantrasyonda farkli proteinler, lens kristalinleri ile doludur. Kristalinler
seffaftir ve yliksek bir kirilma indeksine sahiptir. Mercek proteinleri degistirilmez veya
bozulmaz ve mercegin siirekli seffaflifi, insan Omrii boyunca dogal yapilarini ve
¢Oziiniirliiglinli koruyan kristallere baglidir (Lam ve ark., 2015). Organeller olmadan bu
merkezi hiicreler, yaslanmanin fotooksidatif etkilerine kars1 daha hassastir. Bu hiicrelere

yonelik fotooksidatif saldirilar, kristalinlerin dogal kivrimlarinin kaybina ve kristalinleri
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yiiksek molekiiler agirlikli kompleksler halinde toplanmaya egilimli hale getirir boylece
katarakt olarak bilinen lenste renk bozulmasina ve opasitelere yol acar. Katarakth bir
mercekte kristaller, yiiksek molekiil agirlikli agregatlar veya polimerler ile sik1 bir sekilde
iligkilidir ve bu komplekslerin olusumu opaklasmaya, 1518in mercekten gecerken
sacilmasina neden olur ve bu da retinaya giden 151k miktarini azaltir (Lam ve ark., 2015;

Thompson ve Lakhani, 2015).

Kataraktlar nedenlerine gore yasa bagli kataraktlar, pediatrik kataraktlar ve diger
nedenlere bagli kataraktlar olarak simiflandirilabilir. Lens igindeki opaklagmanin
konumuna bagli olarak, yasa bagl kataraktlar niikleer, kortikal ve posterior subkapsiiler

katarakt olmak iizere ii¢ tiire ayrilabilir (Liu ve ark., 2017).
2.1.3. Yasa Bagh Kataraktlar

Lensteki yasa bagl degisikliklerin etiyolojisi tam olarak anlagilamamaistir ve ¢cok faktorlii
olmas1 muhtemeldir (Asbell ve ark., 2005). Yasa baglh kataraktlar, lens kronolojik
yaslanmasi, oksidasyonu, kalsiyum dengesizligi, hidrasyon ve kristalin modifikasyonlari
ile yakindan iliskilidir (Periyasamy ve Shinohara, 2017). Klinik goriiniimlerine gore
tanimlanan yasa bagl ii¢ ana katarakt tiirli vardir: Niikleer, kortikal ve PSC. Bu katarakt
tipleri tek baslarina veya kombinasyon halinde bulunabilirler (Sekil 2.2) (Asbell ve ark.,
2005).

2.1.3.1. Niikleer Katarakt

Lens yaslandik¢a, yeni lif katmanlar1 eklenir ve bu yeni lif katmanlar1 lens ¢ekirdegini
sikistirir. Lens ¢ekirdegi sararmayla birlikte sertlesir. Niikleer skleroz yillar i¢inde yavag
ilerleme egilimindedir (Asbell ve ark., 2005). 50 yasindan biiyiik hastalarda bir dereceye
kadar niikleer skleroz ve sararma normaldir. Genel olarak, bu durum gérsel isleve ¢ok az
miidahale eder. Niikleer kataraktli gozlerde, g6z doktorunun sari-kahverengi bir merkezi
lens ¢ekirdegi olarak gozlemledigi merkezi opaklik, artan miktarda 151k sacilmasina
neden olur. Niikleer katarakt tipik olarak uzak goriiste yakin goriisten daha fazla
bozulmaya neden olur. Katarakt gelisiminin erken evrelerinde, lens ¢ekirdeginin ilerleyici
sertlesmesi siklikla mercegin kirilma indeksinde bir artisa ve dolayisiyla kirilmada

miyopik bir kaymaya (lentikiiler miyopiye) neden olur (Jick ve ark.,2019).



2.1.3.2. Kortikal Katarakt

Kortikal katarakt, yasa bagl kataraktin ikinci en yaygmn tliriidiir (Jun ve ark., 2009).
Niikleer kataraktlarin aksine, kortikal kataraktlar, olgun lens lifi hiicrelerinin yapisinin
yerel olarak bozulmastyla iliskilidir. Hiicrelerin membran biitiinliigii tehlikeye girdiginde,
hiicrelerden temel metabolitler kaybolur. Bu kayip, kapsamli protein oksidasyonuna ve
cokelmesine yol agar (Jick ve ark.,2019). Kortikal kataraktlar genellikle mercegin
cevresinden uzanan "radyal parmakliklardan" olusur. Gorme tizerindeki etkileri, gorsel

eksene gore opaklagsmanin konumuna bagli olarak biiyiik 6l¢iide degisir (Quillen, 1999).

Yaslanmayla birlikte, mercegin korteksinde, goérme eksenini veya tiim korteksi
icermedigi siirece tipik olarak higbir gorsel belirtiye neden olmayan ayri opasiteler
(kortikal parmakliklar) gelisebilir. Opasitelerin gelismesiyle mercek beyazlasir. Tim
korteks beyaz ve opak hale geldiginde kataraktin olgun oldugu soylenir (Asbell ve ark.,
2005). Kortikal kataraktlar, ilerleme hizlarinda biiyiik farkliliklar gosterir (Jick ve
ark.,2019).

2.1.3.3. Posterior Subkapsiiler Katarakt

PSC'ler yaslanma ile ilgili ana katarakt tiirlerinden biridir. Ancak; sistemik, topikal veya
intraokiiler kortikosteroid kullanimu, iltihaplanma, iyonlastirici radyasyona maruz kalma
ve uzun siireli alkoliin kétiiye kullanimi gibi travma sonucu da olusabilirler (Jick ve
ark.,2019). PSC'ler, diizgiin bir sekilde farklilasamayan fiber hiicrelerden olusur. Normal
lif hiicrelerinin aksine, bu hiicreler uzamazlar. Bunun yerine, uzayan lif hiicreleri ile
birlikte go¢ ederler veya tagmirlar ve mercegin arka kutbunda toplanirlar. Bu diizensiz
hiicre kiimeleri optik eksende yer aldiklari igin gdrme keskinligini azaltir. Insan
PSC'lerinin biyokimyasal siireci tam olarak aydinlatilamamistir. Etiyolojileri hakkindaki
bilgiler, bu opasitelerin gelisme riskinin artmasiyla iliskili risk faktorleriyle sinirhidir

(Beebe ve ark., 2010) .
2.1.4. Pediatrik Kataraktlar

Pediatrik katarakt, cocukluk ¢agi korliigliniin 6nde gelen nedenlerinden biridir. Pediatrik
kataraktin etiyolojisi ¢esitlidir ve spesifik etiyolojinin teshisi prognoz belirlemeye ve

etkili tedaviye yardimci olur (Khokhar ve ark., 2017). Cocukluk cagi kataraktlari,
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dogumsal, gelisimsel ve travmatik olmak {izere ili¢ ana gruba ayrilir (Vasavada ve

ark.,2006).

Anterior kapsiil *. Lens epitelyumu

Niikleer katarakt

Kortikal katarakt Korteks

Posterior subkapsiiler katarakt

Sekil 2.2: Mercek yapilarinin ve farkli katarakt tiirlerinin 6zellikleri: (A) Mercek yapilarinin ve bunlara
karsilik gelen katarakt tiirlerinin sematik bir goriiniimi. (B) niikleer katarakt, (C) kama seklindeki kortikal
katarakt ve (D) eksenel arka kortikal tabakada plak opakligina sahip subkapsiiler arka katarakt. Hastalarin
¢ogunda birden fazla katarakt tipi vardir (Liu ve ark., 2017).

Cocukluk cagi kataraktlarmin yaklagik yarisi genetik olarak belirlenir. Katarakt izole
olabilir, goziin diger gelisimsel anormallikleri ile iligkili olabilir veya kalitsal bir
multisistem bozuklugunun pargasi olabilir. Geri kalaninin nedenleri arasinda intrauterin
enfeksiyonlar (kizamikg¢ik, sucigegi, toksoplazmoz), metabolik bozukluklar, travma ve
jiivenil okiiler inflamatuar hastalik yer alir. Cogu durumda, 6zellikle tek tarafli tutulum

olanlarda, neden bilinmemektedir. Konjenital katarakt, yasa bagli benzerlerinden ¢ok



daha az yaygin olmasmma ragmen, g¢ocukluk ¢agi korliikk vakalarmin onda birini
olusturmaktadir (Francis ve Moore, 2004). Konjenital katarakt vakalarinin % 8,3-% 25'i
kalitsaldir ve bunun % 75'1 kalitimda otozomal dominanttir. Otozomal dominant katarakt,
hiperferritinemi katarakt sendromu, Coppock benzeri, Volkmann tipi dogustan, siitiirlii
zoniiler, posterior polar, anterior polar, gk mavisi, zoniiler pulveriilent, kristalin
akuleiform ve miyotonik distrofi tip-1 benzeri kataraktlari igerir. Otozomal resesif
katarakt, Warburg mikro sendromu, Hallermann-Streiff sendromu, Martsolf sendromu,
Smith-Lemli-Opitz sendromu, Rothmund-Thomson sendromu, Marinesco-Sjogren
sendromu, Wilson hastalig1, konjenital katarakt fasiyal dismorfizmi ve néropatiyi igerir.
X'e bagli resesif katarakt ise Nance-Horan sendromu ve Norrie hastaligini igerir (Khokhar

ve ark., 2017).
2.1.5. Diger Kataraktlar

Travmatik yaralanma geng erigkinlerdeki tek tarafli kataraktin en yaygin nedenidir. Delici
veya kiint travma, elektrik ¢arpmasi, ultraviyole radyasyon, iyonlastiric1 radyasyon ve
kimyasal yaralanmalar travmatik kataraktlara 6rnek verilebilir. Miyotonik distrofi, atopik
dermatit, norofibromatosis gibi sistemik hastaliklara ve diyabetes mellitus,
hipoparatiroidizm ve kretinizm gibi endokrin hastaliklara bagl olarak da katarakt gelisimi
s0z konusudur. Bunlara ek olarak kronik anterior iiveit (sekonder katarakt nedeni), akut
konjestif ac1 kapanmasi (subkapsiiler veya kapsiiler opasite nedeni), yliksek miyopi (arka
subkapsiiler lens opasiteleri ve erken baslangicli niikleer skleroz nedeni), kalitsal fundus
distrofileri (arka ve on subkapsiiler lens opasite nedeni) gibi birincil goz hastaliklar1 da
ikincil katarakt olusumuna yol agabilir. Katarakt bazi ilaglarin komplikasyonlar1 olarak
da ortaya cikabilir. Kortikosteroidler ve antikolinesteraz inhibitdrleri sirasiyla arka ve 6n

subkapsiiler opasitelere neden olabilir (Nizami ve Gulani, 2022).
2.1.5.1. Kortikosteroidle Indiiklenmis Katarakt

GC’ler endojen adrenal hormonlardir ve kortizol salgilanmas strese tepki olarak artar.
Kortizol sadece bir stres belirteci olarak rol oynamaz, ayn1 zamanda hiicresel ve doku
fonksiyonunun bir modiilatoriidiir. Eksojen uyaranlara kars1 verilen yanit ile aktive olan
immun ve inflamatuar sistemler, GC'ler tarafindan gii¢lii bir sekilde baskilanir ve

GC’lerin bu ozellikleri onlarin oldukca etkili terapdtik ajanlar olarak kullanilmalarini
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saglar. GC'lerin gii¢lii antiinflamatuar ve immiinosupresif ajanlar olmasi uzun siire veya
yiiksek dozda kullanilan GC'lerin sasirtict derecede yan etki riskinin artmasina neden
olur. Su anda mevcut olan tiim modern inhale GC'ler (ICS) ve topikal GC'lerin bir miktar
sistemik etkisi vardir, ancak bu etkiler, oral GC'lerde goriilen etki ile karsilastirildiginda
minimaldir. Uzun siireli kullanim en yiiksek risk faktoriidiir, ancak dozaj, doz rejimi,
spesifik ilag¢ kullanimi1 ve bireysel faktorler de risk faktorleri arasinda yer alir. En yaygin
GC yan etkileri glokom, katarakt, doku atrofisi ve yara iyilesmesinde azalma, adrenal
supresyon ve osteoporozdur (Adcock ve Mumby, 2017). PSC’nin giinde 5 mg'dan daha
diisiik dozlarda bile ortaya ¢ikabilecegi bildirilmistir (Oray ve ark., 2016). Histolojik ve
klinik olarak, GC kullanimindan sonra ortaya ¢ikan PSC olusumu, yaslanma ile ortaya
c¢ikan PSC olusumundan ayirt edilemez. Cocuklarda steroid kaynakli baz1 PSC'ler ilacin
kesilmesiyle diizelebilir (Jick ve ark.,2019).

SIC’in patogenezi birden fazla mekanizmayi icerebilir. Bir teori, lens partikiillerinin lizin
kalintilar1 ile steroid molekiiliiniin kovalent adiiktlerinin olusumunun lens opasitelerine
yol agtigidir. Bagka bir teori, GC’lerin lens epitelinde sodyum-potasyum pompasinin
inhibisyonuna neden olarak lens liflerinde su birikmesine ve lens proteinlerinin
agliitinasyonuna yol agmasidir. GC kullaniminda ikincil PSC gelisimi i¢in bir dizi bagka
teori, plazmada glukoz ylikselmesi, katyon gecirgenliginde artis, glikoz-6-fosfat
dehidrojenazin inhibisyonu, riboniikleik asit sentezinin inhibisyonu ve lens adenozin
trifosfat kaybidir. Bu teoriler SIC olusumunun ¢ok faktdrlii bir etiyolojiye sahip
olabilecegini diisiindiirmektedir (Carnahan ve Goldstein, 2000).

GC kaynakli PSC olusumu mekanizmasinda bunlara ek olarak gz i¢i biiyiime
faktorlerinin seviyesindeki degisiklikler ve LEC’lerde gen transkripsiyonundaki
degisikliklerin yer aldig1 varsayilmistir (Oray ve ark., 2016). Son ¢aligsmalar, aktivasyonu
gen ekspresyonunda degisikliklerle sonuglanan LEC’lerde bir glukokortikoid reseptor
alfanin kesin varhigin1 gostermistir. Glukokortikoid reseptor aktivasyonu, hiicre
proliferasyonu ve farklilasmasi, apoptoz, glukoneogenez, biiylime faktorlerinin
ekspresyonu ve aktivitesi, sinyal iletim yollarindaki degisiklikler ile iliskilendirilmigtir

(James, 2007).
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2.2. Vitaminler
2.2.1. Vitamin A

A vitamini, memeli biyolojisinde bir sinyal molekiilii ve kromofor olarak temel islevlere
hizmet eder. Bu lipid, en az bir ikame edilmemis B-iyonon halkasi iceren diyetsel
provitamin A dncii molekiillerinden sentezlenebilir (Kelly ve ark., 2018). Karotenoidler
bitkiler, algler ve fotosentetik bakteriler tarafindan iiretilen organik pigmentlerdir (Von
Lintig, 2010). Baz1 karotenoidlerin provitamin A aktivitesi vardir, bu da viicudumuzda A
vitaminine  donustiiriilebilecekleri anlamma  gelir. Hayvanlar  karotenoidleri
sentezleyemedikleri i¢in, A vitaminini ya hayvansal {irinlerden 6nceden sentezlenmis A
vitamini olarak almalar1 ya da B-karoten gibi bitki kaynakli dnciillerden sentezlemeleri

gerekir (Von Lintig, 2012).

Proretinoid karotenoidler (6rnegin, B-karoten) veya dnceden olusturulmus retinoidler
(6ncelikle retinil esterler ve retinol), enzim katalizli metabolik doniistimlere
girebilecekleri hiicreler tarafindan alinir. Retinol, lesitin-retinol agiltransferaz (LRAT)
veya agil KoA-retinol agiltransferaz'larin (ARAT) etkisiyle retinil estere esterlenebilir
veya alternatif olarak retinol dehidrojenazlarin (RDH) etkisiyle retinaldehide
oksitlenebilir. Retinoid depolama formu olan retinil esterler ise retinil ester hidrolazlar
(REH) tarafindan katalize edilerek retinol agiga cikarirlar. Diyetsel oncii B-karoten, -
karoten-15,15'-oksijenaz ile oksidasyona ugrayarak kromofor 11-cis-retinale izomerize
edilebilen tiim-trans-retinale parcalanir. Tim-trans-retinalin retinaldehit rediiktazlari
tarafindan indirgenmesi ile A vitamininin memelilerde 6nemli tasima ve depolama formu
olan tiim-trans-retinil estere esterlenebilen, tiim-trans-retinol (A vitamini) olusur. Tiim-
trans-retinal, retinaldehit dehidrojenazin (RALDH) etkisiyle geri doniisiimsiiz
oksidasyona ugrayarak 500'den fazla genin transkripsiyonunu diizenleyen bir sinyal
molekiilii tiim-trans-retinoik asite (ATRA) doniisiir (Sekil 2.3). Retinoik asit, bir dizi
farkl1 sitokrom P450 (CYP) tiiriinlin eylemleri yoluyla oksitlenmis formlara
dontistiirtilebilir. Bu oksitlenmis retinoik asit tiirleri, transkripsiyonel aktiviteye sahip
olabilir, ancak ¢ogu viicuttan atilmaya yoneliktir (Blaner ve ark., 2016; Dewett ve ark.,

2021).
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Sekil 2.3: Memeli hayvanlarda A vitamini metabolizmasindaki 6nemli karotenoid ve retinoid molekiilleri.
Diyet onciisii B-karotenin oksidatif pargalanmasi, tiim-trans-retinal olusturur ve bu molekiil 11-cis-retinal
(gérme kromoforu) olarak izomerize edilebilir. Tiim-trans-retinalin oksidasyonu, sinyal molekiilii olan
tlim-trans-retinoik asidi olustururken, tim-trans-retinalin indirgenmesi tiim-trans-retinol (A vitamini) iiretir
ve bu molekiil memelilerde A vitamini taginimi ve depolama sekli olan tiim-trans-retinil estere esterlenebilir
(Dewett ve ark., 2021).

2.2.1.1. Vitamin A Metabolizmasi

Onceden olusturulmus A vitamini, yumurta, siit, tereyag: gibi hayvansal gidalardan
retinoliin uzun zincirli yag asitleri (retinil esterleri) seklinde alinir. Provitamin A
karotenoidleri ise (6rnegin, B-karoten, a-karoten ve B-kriptoksantin) havug, 1spanak,
karalahana, balkabag1 ve kabak gibi sebzelerden alinir. Bir retinol aktivitesi esdegeri, 1
pg retinol, 12 pg B-karoten veya 24 ng a-karoten veya B-kriptoksantine esittir. Giinliik
alimin yaklasik 600 pg retinol aktivitesi esdegeri oldugu varsayilirsa bunun yaklasik %
70-75'inin 6nceden olusturulmus A vitamini alimindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir

(Conaway ve ark., 2013).

Diyetteki serbest retinol, ince bagirsagin proksimal kisminit kaplayan enterositler
tarafindan direkt olarak alinir. Retinil esterler, ince bagirsakta enterosit absorpsiyonundan
once, liminal ve fircamsi1 kenar ester hidrolazlari tarafindan retinole doniistiiriiliir.

(Coziinen serbest retinol enterositler tarafindan alinir. Enterosit icerisinde retinol, hiicresel
13



retinol baglayici protein-2 (CRBP-II) ile baglanir ve yeniden retinil estere esterlestirilerek
silomikronlara paketlenir (Conaway ve ark., 2013; Blaner ve ark., 2016; Polcz ve Barbul,

2019).

Enterosit icerisine alinan B-karotenin bir kismi dogrudan silomikronlara aktarilirken bir
kism1 6nce B-karoten-15,15'-oksijenaz tarafindan retinale boliiniir, daha sonra retinaldehit
rediiktaz tarafindan retinole indirgenir ve retinil esterler olarak silomikronlara paketlenir

(Dawson, 2005; Polcz ve Barbul, 2019).

Ince bagirsak epitel hiicreleri silomikronlari iyice isledikten sonra onlar1 dolagima birakir.
Silomikronlar dolasima ulastiginda, trigliseritlerin bir kismi hidrolize olur ve lipoprotein
partikiilleri kiigiilerek silomikron kalintilar1 olusturur. Silomikron kalintilarinin bir kismi
akciger, kalp, bobrek, yag dokusu, kas, dalak ve kemik iligi gibi hedef dokulara gider.
Retinol, dolagima salindiginda hedef hiicrelerde eksprese edilen retinol baglayici protein
(RBP) reseptori ile etkilesime giren RBP'lere baglanir, hiicre igerisine alinan retinol ya
palmitat retinil esterleri veya diger retinil esterleri olusturmak tizere hiicrede islenir ya da
geri doniisiimlii olarak retinaldehite metabolize olur. Retinoidlerin yaklasik % 70'ini
olusturan geriye kalan silomikron kalintilar ise retinoidlerin depolanmasinda ve serum A
vitamini diizeylerinin diizenlenmesinde rol oynayan ana organ olan karacigere gider.
Karacigerde hepatositler, silomikronlarin aliminda 6ncii rolii oynar; burada retinil ester,
karboksil ester lipazlar ve karboksilesterazlar ve hepatik lipazlar gibi ¢esitli enzimler
tarafindan retinol olusturmak iizere tekrar hidrolize edilir. Hepatositte olusan retinol,
hiicresel retinol baglayici protein-1’e (CRBP-I) baglanir ve daha sonra dolasima
salgilanmak iizere retinol baglayici protein-4’e (RBP-IV) aktarilir veya retinoliin LRAT
tarafindan yeniden esterlestirildigi hepatik stellat hiicrelere aktarilir. Hepatositten RBP-
IV'e baglh retinol dolasima salinir ve hedef hiicre ve organlara iletilir (Sekil 2.4). RBP-
IV, kandaki tek spesifik retinol baglayici proteindir ve RBP-IV’e bagl retinol, aglik
durumunda kanda bulunan tiim retinoidlerin yaklasik % 99'unu olusturur (Larange ve

Cheroutre, 2016; Suzuki ve Tomita., 2022).

Hiicresel alimdan sonra, retinol once sitozolik alkol dehidrojenazlar tarafindan tiim-

transretinal'e  oksitlenir ve CRBP'ye baglanir. Daha sonra, tiim-transretinal,

retinaldehidrojenazlar tarafindan biyolojik aktif metabolit ATRA’ya oksitlenir ve

hiicresel retinoik asit baglayici proteinler (CRABP) ile baglanir (Conaway ve ark., 2013).
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Sekil 2.4: A vitamini emilimi ve taginmasi. BCO1: B-karoten oksijenaz 1, CM: silomikron, RBP4: retinol
baglayici protein-4, SRB1: ¢opgii reseptor sinif B tip-1. (Polcz ve Barbul, 2019).

2.2.1.2. Retinoid Reseptorleri

A vitamini, en az iki temel biyolojik olarak aktif molekiiliin, 11-cis-retinal ve tiim-trans-
retinoik asitin Onciistidiir. 11-cis-Retinal, fototransdiiksiyona aracilik eden gorsel
pigmentlerin protein kismina (opsine) baglanir. Ikinci kritik bilesik olan tiim-transretinoik
asit ise lireme, embriyonik gelisim, hiicre dongiisii ve farklilagmasi, epitelin korunmasi,
bagisiklik, enerji homeostazi ve metabolik kontrol dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli biyolojik

stiregler icin gereklidir (Von Lintig, 2010; Czuba ve ark., 2020).

ATRA, 9-cis retinoik asit ve 13-cis retinoik asit ¢esitli sitozolik ve niikleer reseptorlerle
etkilesimleri yoluyla hiicre biiyiimesi ve farklilasmasi, gelisimi ve homeostazinda yer
alan bir dizi hedef genin ekspresyonunu diizenler (Al Tanoury ve ark., 2013; Polcz ve

Barbul, 2019).

Retinoidlerin etkilerine esas olarak 2 niikleer hormon reseptorii ailesi aracilik eder:
retinoik asit reseptorleri (RAR) ve retinoid X reseptorleri (RXR). Her reseptor ailesi, ayri

genler tarafindan tiretilen 3 izotipten olusur (a, B ve y) (Bastien ve Rochette-Egly, 2004).

RAR'lar (a, B ve y), dogal olarak olusan ATRA'ya yiiksek afinite ile baglanirken, RXR'ler
(o, B ve v) ATRA'ya baglanmaz. 9-cis-retinoik asit (9cRA), ATRA'nin dogal olarak
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bulunan biyolojik olarak aktif bir izomeridir ve hem RXR'leri hem de RAR'lar
baglayarak trans-aktivasyon yapabilir. Insanlarda, RAR-o igin mRNA ¢ogu dokuda ifade
edilir; RAR-p ifadesi noral dokularda yaygindir ancak deride neredeyse yoktur; ve RAR-
v ¢ogunlukla deride ifade edilir. RXR'lere gelince, RXR-f3 hemen hemen tiim dokularda
bulunur; RXR-a karacigerde, bobrekte, dalakta ve deride bol miktarda ifade edilir ve
RXR-y ifadesi ¢ogunlukla kas ve beyin dokulariyla sinirli goériinmektedir (Siddikuzzaman
ve ark., 2011).

RAR'lar ve RXR'ler genellikle heterodimerler olustururarak gen promotdr bolgesindeki
spesifik retinoik asit yanit elementlerine (RARE) baglanan ligand bagimli transkripsiyon
faktorleri olarak islev goriir. Cogu hiicre, retinoid sinyallemesinin karmagikligini biiyiik
olgiide etkileyen cesitli kombinasyonlarda bir veya daha fazla RAR ve RXR alt tipini
eksprese eder (Al Tanoury ve ark., 2013). RAR/RXR kompleksinin bir pargasi olarak
RXR'nin aktivasyonu, RAR ligandlarinin yoklugunda susturulur, bu RXR baglilig1 olarak
adlandirilan bir olgudur. RXR'nin katilim1 esas olarak heterodimerin DNA baglanmasini
arttirmak icindir ve reseptorlerin eszamanli ligasyonu, RAR'larin transkripsiyonel

aktivasyonunu arttirir (Germain ve ark., 2002).

Transkripsiyonu kontrol etmeye ek olarak, RAR'lar translasyonu da diizenleyebilir. RAR-
a, mRNA'larla birlesen bir RNA baglayici protein olarak hareket edebildigi sitoplazmaya
ihrac edilebilir. Bu baglanmaya RAR-a karboksil terminali F alan1t ve mRNA spesifik
sekans motifleri aracilik eder ve translasyonun baskilanmasiyla sonuglanir. Retinoik asit
(RA) ligasyonu, RAR-a'yt mRNA'dan serbest birakir, bu da translasyonun baskisini
azaltir ve protein ekspresyonu ile sonuglanir. RAR-a ve RA'nin bu diziye bagli, kanonik
olmayan ekstraniikleer fonksiyonu, sec¢ilen proteinlerin hizli fakat gecici ekspresyonuna
izin verir. Bu durum RA/RARa sinyalinin genomik olmayan bir fonksiyonunun aracilik
ettigi ligand kapili bir translasyonel diizenleme mekanizmasinin varligini gosterir (Poon

ve Chen, 2008).
2.2.1.3. Vitamin A ve Gorme Sistemi

STRA-6, hiicre yiizeyinde bulunan bir transmembran reseptordiir ve A vitamini
metabolizmasi ve sinyal iletiminde énemli bir rol oynar. Gézde, RBP-IV'e bagli ATRol,

STRA-6 araciligiyla retinal pigment epiteli tarafindan alinir. LRAT, alinan tiim-trans-
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retinol'ii, retina pigment epitelinde ¢ok asamali bir siiregte gorsel pigmentin 11-cis-retinal
kromoforunu iiretmek i¢in kullanilan ATRE’ye doniistliriir. ATRE, Retinal Pigment
Epithelium-65 (RPE65) enzimi tarafindan doniistiiriiliir ve 11-cis-retinole yeniden

izomerize edilir (Sekil 2.5) (Dewett ve ark., 2021).
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Sekil 2.5: Retina pigment epitelyal hiicrelerinde ve fotoreseptor (koni ve ¢ubuk) ile Miiller hiicrelerinde
retinoid sinyallesmesini gosteren sematik (Saari, 2016).

11-cis-Retinol daha sonra Retinol Dehidrojenazlar (RDHS ve RDH11) tarafindan 11-cis-
retinal'e oksitlenir (Haeseleer ve ark., 2002). 11-cis-retinal opsin adi verilen proteine
kovalent baglidir ve bir fotonun sogurulmasi, 11-cis-retinalin tiim-tras-retinale izomerize
edilmesine yol agar. Tiim-trans-retinal opsin proteininin seklini degistirerek, onun bir
sonraki alt basamakta bilesenlerle etkilesime girmesine ve nihayetinde fotoreseptor

hiicrelerden glutamat salinim hizin1 degistirmesine izin verir (Saari, 2016).
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2.2.2.Vitamin D

D vitamininin dogal formu olan D3 vitamini (kolekalsiferol), deride 7-
dehidrokolesterolden iiretilir. Isinlama {izerine, 7-dehidrokolesterol, D3 vitamini
olusturmak i¢in Ui¢ ¢ift bagin sicaklia duyarli yeniden diizenlemesine ugrayarak
previtamin D3l {iretir. D vitamininin deride sentezi en énemli D vitamini kaynagidir ve
mevsime ve enleme bagli olarak ultraviyole 1silarimin yogunluguna baglidir. Diyetle de
D vitamini alinabilir (giiclendirilmis siit tirlinleri ve balik yaglari). D3 vitamininin kendisi
biyolojik olarak aktif degildir. D vitamini, plazmada D vitamini baglayici protein (DBP)
ile karacigere tasinir (Christakos ve ark., 2015). D vitamininin dolasimdaki ana formuna
[25(OH)D3] ve hormonal formuna [1,25(OH);D3] daha fazla metabolize edilmesi
sirastyla karaciger ve bobrekte gerceklesir (Sekil 2.6). Ayni zamanda (iiretilen
1,25(OH).D bagisiklik sistemi hiicreleri, paratiroid bezi, bagirsak epiteli, prostat ve meme
gibi diger dokularda bir parakrin/otokrin fonksiyona hizmet eder (Bikle, 2021).

2.2.2.1. Vitamin D Metabolizmasi

Diyetle alinan veya deride 7-dehidrokolesterolden ultraviyole 1sinlarin katalize ettigi bir
reaksiyonla sentezlenen D vitamini, kanda D vitamini baglayici protein tarafindan
karacigere tasindiktan sonra burada C-25'te hidroksile edilerek 25(OH)D3 olusur.
25(0OH)D3, serum D vitamini baglayici protein yoluyla bobrege ilerler. LDL reseptor
siiper ailesinin bir iiyesi olan Megalin, 25(OH)D3'iin renal aliminda énemli bir rol oynar
(Christakos, 2008). D3 vitamininin biyolojik islevi, ana vitaminin biyoaktivasyonuna ve
inaktivasyonuna aracilik eden spesifik CYP enzimlerine baglidir. Sitokrom P450Cl1
(CYP27B1), bir C-1a hidroksil grubunun eklenmesi yoluyla biyoaktivasyon siirecini
yoneten hiz sinirlayici (diizenleyici) enzimdir. 1,25(OH);D'nin dolagimdaki ve hiicresel
seviyesi, 1,25(OH);D’nin sentezini ve bozulmasini iceren koordineli bir siirecle
diizenlenir. 1,25(OH);D'nin bozunma ve turnover siirecinin merkezinde, C-24R
gruplarinin hedeflenen substratlara girisini yoneten diizenleyici multi-katalitik sitokrom

P450C24 (CYP24) enzimi bulunur (Sekil 2.6) (Omdahl ve ark., 2003).
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Sekil 2.6: Vitamin D Metabolizmasi (Christakos ve ark., 2015).

1,25(OH):D sentezinde P450C1 ve P450C24 ekspresyonu igin tercih edilen bolge, ana
endokrin organ olarak islev géren bobrektir. Bununla birlikte enzimler, otokrin/parakrin
fonksiyonlar1 yoluyla 1,25(OH),D'nin hiicresel seviyelerini diizenleme islevi gordiikleri
genis bir doku dagilimi1 gosterirler. Enzimler endokrin, nérolojik, iireme ve immiinolojik
hiicrelerde ve ayrica 1,25(OH)2D hormonunun bir dizi hiicreye 6zgii islevi yonlendirdigi
cok sayida hiperproliferatif kanser hiicrelerinde ifade edilir (Jones ve ark., 1998; Omdahl
ve ark., 2002).

Renal P450C1 ekspresyonu, paratiroid hormonu (PTH), kalsitonin (CT) ve azalan ortam
kalsiyum ve fosfat seviyeleri ile yukar1 dogru diizenlenebilir. P450C1'in en giiclii asag1
diizenleyicisi 1,25(OH),D'dir ve yiiksek kalsiyum seviyeleri ayni1 zamanda bir enzim
baskilayici sinyal olarak iglev goriir. 1,25(OH),D'nin P450C1 ekspresyonunu asagi regiile

etme eyleminin aksine, bu hormon P450C24 gen ekspresyonunun ana indiikleyicisidir,
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oysa PTH ve diislik fosfat fonksiyonu, ayr1 diizenleyici mekanizmalar araciligiyla 24-

hidroksilaz ekspresyonunu baskilar (Omdahl ve ark., 2003).
2.2.2.2. Vitamin D Reseptorleri

1,25(0OH):D reseptorii  (VDR), ¢esitli genlerin ekspresyonunu diizenleyen bir
transkripsiyon faktoriidiir. VDR; mineralokortikoidler, glukokortikoidler, tiroid
hormonu, seks hormonlari, A vitamini metabolitleri veya retinoidler i¢in reseptorler
barindiran oldukga genis bir niikleer hormon reseptdr ailesinin tliyesidir (Sekil 2.7). VDR
genis bir dagilima sahiptir ve bu dokular D vitamininin klasik hedef dokular ile sinirh

degildir (Bikle, 2021).
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Sekil 2.7: Vitamin D Etki Mekanizmasi (Ingraham ve ark., 2008).

Transkripsiyon regiilasyonu, vitamin D reseptoriine 1,25(OH),D baglanmasi ile baslatilir.
Liganda bagli VDR, 9-cis retinoik asit niikleer reseptorii retinoid-X-reseptorii (RXR) ile
heterodimerik bir kompleks olusturarak islev goriir. VDR, 1,25(OH);D'yi baglayan ve
RXR ile etkilesime giren ligand baglama alaninda iki ¢inko parmakli bir DNA baglama
alani igerir. Ligandli heterodimerik VDR/RXR kompleksi, hedef genlerin promotoriinde

spesifik bir kontrol elemanina, D vitamini yanit elemanima (VDRE) baglanir. Biiyiik bir
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koaktivator kompleksi daha sonra heterodimerik kompleks tizerinde toplanir ve hem lokal
olarak yogunlastirilmis kromatini yeniden modellemek hem de transkripsiyonel baslangi¢
bolgesinde bulunan RNA polimeraz-II ile iletisim kurmak i¢in islev goriir. VDR aracili
transkripsiyon i¢in bir¢ok koaktivator kompleksi tanimlanmistir. 1,25(OH);D hedef
genlerinin ¢ogunda veya tamaminda, ligandlanmamis VDR/RXR, bir yardimei
baskilayici almak i¢in once VDRE'ye baglanir ve iliskili bir histon-deasetilaz araciligiyla
bazal transkripsiyonu baskilar. 1,25(OH).;D ile indiiksiyon daha sonra bu bastirilmis
seviyeden devam eder ve sonraki 1,25(OH);D'nin VDR'ye baglanmasi represoriin
koaktivator kompleksi tarafindan degistirilmesine yol agar. Yani VDR, ligandin
yoklugunda bir baskilayici olarak ve daha sonra ligand baglandiginda bir koaktivator

olarak hareket eden ikili bir rol iistlenebilir (Omdahl ve ark., 2002).
2.2.2.3. VDR Aracih Gen Kontrolii

1,25(0OH):D, osteopontin veya sekrete fosfoprotein-1’1 indiikleyerek osteoblastlarda
ossifikasyonu tetikler ve ayrica vaskiiler kalsifikasyon ve iliskili hastaliklarin
indiiklenebilir bir inhibitorii olarak hizmet eder. Bagirsak kalsiyum alimina kismen,
TRPV6'nin 1,25(OH);D-VDR indiiksiyonu aracilik eder. Kemige katabolik olan
RANKL'nin ekspresyonu, 1,25(OH)D-VDR ile artar ve osteoklastogenez yoluyla kemik
rezorpsiyonuna aracilik eder. Osteokalsin (BGP), osteoblastlarda 1,25(OH),D tarafindan
klasik olarak indiiklenen bagka bir gendir. FGF23, fosfatiirik bir peptittir ve insan FGF23
geninde bir VDRE varligi tanimlanmistir. FGF23, osteoblast soyunun osteosit benzeri
hiicrelerinde 1,25(OH);D tarafindan belirgin bir sekilde yukari regiile edilir. 1,25(OH).D
tarafindan diizenlenen genlerin son agi, hiicre yasami/kanser, bagisiklik sistemi ve
metabolizmay1 etkileyen kodlama faktorlerinden olusur. VDR, kolonda p53 ve p21 tiimor
baskilayicilart ve DNA uyumsuzlugu onarim enzimlerini indiikleyerek muhtemelen
birgok kanser riskini azaltir. Ligandli VDR ayrica, litokolik asit gibi gastrointestinal
sistemi etkileyebilecek toksik ksenobiyotikleri ortadan kaldirmak i¢in CYP3A4 ve
SULT2'yi indiikleyerek bir detoksifikasyon niikleer reseptorii olarak islev goriir.
1,25(OH),D-VDR, enfeksiyonla savagmak i¢in dogustan gelen bagisiklik sistemini aktive
etmek iizere katelisidin'i indiikler ve adaptif bagisiklik sistemini yumusatmak ve tip I
diabetes mellitus, multipl skleroz, lupus ve romatoid artrit gibi otoimmiin bozukluklarin

riskini azaltmak i¢in IL-17'yi baskilar. 1,25(OH).D-VDR, NF-kB p60 ve COX2,61'i
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korelterek antiinflamatuar ve enflamasyon, kalp hastalig1 ve inme gibi hastaliklarin yani
sira kanserde ortak bir payda olarak kabul edilir. 1,25(OH);D-VDR'nin yakin zamanda
Bouillon grubu tarafindan homosisteinin metabolik eliminasyonunu katalize eden major
bir enzim olan sistatiyonin B-sentazi indiikledigi gosterilmistir. Son olarak, 1,25(OH).D-
VDR, yaslanma nedeni i¢in 6nde gelen bir aday olan oksidatif hasar1 dnlemede 6nemli
bir molekiiler oyuncu olan FOXO3'li indiikler. Acik¢a VDR, hayati genleri kontrol
ederek, kiriklari, ektopik kalsifikasyonu, maligniteyi, oksidatif hasari, enfeksiyonlari,
otoimmiiniteyi, iltithaplanmayi/agriy1, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklari

geciktirerek kiginin iyi yaslanmasini saglar (Haussler ve ark., 2011).
2.2.3. Vitamin E

Bitkiler, a-, B-, y- ve d-tokoferol ve bunlara karsilik gelen dort tokotrienol olmak iizere E
vitamini antioksidan aktivitesine sahip sekiz farkli molekiilii sentezler. a-, B-, y- ve d-
formlari, kromanol halkalarindaki metil gruplarinin sayisina ve konumuna gore farklilik
gosterir. Tokotrienoller, li¢ ¢ift bag iceren doymamis bir yanzincire sahipken, dort

tokoferol bir fitil yanzincirine sahiptir (Sekil 2.8) (Mustacich ve ark., 2007).

RRR-a-Tokoferol, 2, 40 ve 80 pozisyonlarindaki R-konformasyonunda kiral karbonlar
iceren o-tokoferoliin (aT) dogal olarak olusan formudur. Bununla birlikte, oT’ nin
kimyasal sentezi, yarist S-konformasyonunda 2. konuma sahip sekiz farkl stereoizomerin
esit bir karigimiyla sonuglanir. Sentetik E vitamini all-rac-a-tokoferol olarak adlandirilir.
Pozisyon 2, in vivo oT aktivitesi igin kritiktir ve yalnizca 2R-formlarinin insan
gereksinimlerini karsiladigi kabul edilir (“Dietary Reference Intakes for Vitamin C,

Vitamin E, Selenium, and Carotenoids”, 2000).
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Sekil 2.8: Vitamin E Kimyasal Yapis1 ve Tiirevleri (Mustacich ve ark., 2007).

2.2.3.1. Vitamin E Metabolizmasi

Dogal kaynaklardan alinan diyet E vitamini, bagirsak epitel hiicrelerine alinmadan 6nce
bagirsak liimeninde bulunan safra tuzlar1 ve amfipatik lipidler tarafindan dogrudan karisik
misellere ¢oziiniir. Pankreatik lipaz sekresyonu E vitamini absorpsiyonunu kolaylastirir,
ancak bu etki biiyiik olasilikla E vitamini sindirimi iizerindeki dogrudan bir etkiden
ziyade lipitlerin hidrolizinin bir sonucu olarak artan karisik misel olusumundan
kaynaklanmaktadir (Rigotti, 2007). E vitamini formlari, misel difiizyonu ve membran
proteinlerinin kolaylastirdig1 tasima yoluyla enterositlere emilir (Jiang, 2022). Bagirsak
epitelinden E vitamini alimina, tagima proteinleri; mikrozomal trigliserit transfer proteini
(MTTP), Niemann-Pick C1-like-1 (NPC1L1), ATP baglayici kaset tasiyici-1 (ABCA1),
ATP baglayici kaset tasiyict G1 (ABCG1), ¢opgii reseptor sinif B tip-1 (SR-BI) ve ¢opcii
reseptor farklilasma kiimesi-36 (CD36) aracilik eder (Zingg, 2015). Bu yagda ¢oziinen
bilesikler daha sonra triagilgliserol, fosfolipidler ve kolesterol ile birlikte silomikron
partikiilleri halinde paketlenir. Silomikrona bagli tokoferoller ve tokotrienoller daha sonra
lenfatik sistem ile muhtemelen beyin dahil kemik iligi, adipoz, kas, deri ve periferik
dokulara tagmir. E vitamini formlarinin dokuya alinma mekanizmasi tam olarak

anlagilmamakla birlikte, hiicresel alim, c¢esitli proteinler [SR-BI, CD36, diisiik
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yogunluklu lipoprotein reseptorii (LDLR), afamin ve alblimin] tarafindan
kolaylastirilmaktadir. Ek olarak yagda ¢oziinen vitaminlerin, lipoprotein reseptorii ve
lipoprotein lipaz aracili siire¢ yoluyla doku hiicrelerine alindigina inanilmaktadir (Zingg,
2015; Jiang, 2022). E vitamini karaciger tarafindan emilip alindiginda, formlarin ve
konsantrasyonlarin diizenlenmesi gergeklesir. Karaciger tarafindan E vitamini aliminda
hangi lipoprotein reseptorlerinin yer aldigi acik degildir, ancak tiim lipoproteinler E
vitamini tasidigindan, tiim lipoprotein reseptorleri varsayimsal olarak E vitamini iceren
lipoproteinleri alabilir. Plazma aT konsantrasyonlarini kontrol etmek i¢in ana diizenleyici
mekanizma, oT transfer proteinidir (a-TTP) (Traber, 2007). aT'nin kusurlu taginmast,
ayni zamanda, insanlarda E vitamini alimi ve dagitiminda yer alan bir dizi gendeki
mutasyonlardan kaynaklanan birincil ve ikincil E vitamini eksikligi bozukluklarinin ana
nedenidir (Zingg, 2015). aT'nin, karacigerde daha fazla doku tutulmasinda E vitamininin
silomikronla iliskili doku alimi rol oynayabilir. YT, plazmadaki diisiik seviyelerine
ragmen insan derisinde, yag dokusunda ve kasta beklenmedik sekilde yliksek
konsantrasyonlarda bulunur. Doku alimindan sonra ortaya ¢ikan silomikron kalintilari, E
vitamini formlarinin tagindigi ve metabolize edildigi karaciger tarafindan alinir.
Karacigerde, tiim tokoferoller ve tokotrienoller metabolize edilirken, E vitamininin oT
olmayan formlar1 oT’e gore yiiksek miktarlarda, 13'hidroksikromanol (13'-OH) ve
13'karboksikromanol (13'-COOH) iireten sitokrom P450 tarafindan baslatilan -
hidroksilasyon ve oksidasyon yoluyla katabolize edilir (Sekil 2.9) (Jiang, 2022).

2.2.3.2.Vitamin E Redoks Etkilesimleri

E vitamini ailesi insan viicudunda sentezlenemediginden, bu besinler diyet yoluyla
eksojen olarak saglanmalidir. Son kesifler, E vitamininin insan saglig1 iizerinde anti-
alerjik, anti-aterojenik, anti-kanser, anti-kardiyovaskiiler, anti-diyabetik, antilipidemik,
anti-hipertansif, antiinflamatuar, anti-obezite, néroprotektif ve telomeraz aktivitelerinin
modiilasyonu gibi potansiyel olarak faydali cesitli etkiler sergiledigi gosterilmistir

(Miyazawa ve ark., 2019).
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Sekil 2.8: Oral Alinan Vitamin E Metabolizmasi. 13’-OH: 13’-hidroksikromanol, 13’-COOH: 13°-
karboksikromanol (a-TocH'den), 13’-karboksitrienol (tokotrienolden), a-TocH: a-tokoferol, a-TTP: a-
tokoferol transfer proteini, CEHC: karboksietilhidroksikromanoller; LDL: diisiik yogunluklu lipoprotein,
T3: tokotrienol, VLDL: ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein (Miyazawa et al., 2019).

Oksidatif stres terimi, oksidanlar ve antioksidanlar arasinda oksidanlar lehine olan ve
hasara yol agan bir dengesizligi tanimlamak i¢in kullanilmistir. Kromanol hidroksil
grubunun varligi nedeniyle, E vitamini kimyasal olarak serbest radikal oksidanlari
siipiirme yetenegine sahiptir ve ilk in vitro ¢aligmalar, o T'nin serbest radikal katalizi ile
hiicreyi lipid peroksidasyonuna karsi koruyabilecegini gostermistir. Bdylece, aT'nin
lipidde ¢Oziinen, endojen bir antioksidan olarak anahtar bir role sahip oldugu Onerisi

ortaya ¢ikmistir (Wu ve Croft, 2007).

E vitamininin antioksidan islevi, ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA'lar)
oksidasyonunun zincir reaksiyonlarini sonlandiran bir peroksil radikal temizleyici
islevidir. Hidroperoksitler (ROOH), peroksil radikallerine (ROO-) oksitlendiginde,
ROO-, PUFA'lara gore aT ile daha hizli reaksiyona girer (E vitamini varliginda: ROO- +
VitE-OH — ROOH + Vit E-O-, E vitamini yoklugunda: ROO- + RH — ROOH + R,
R-+02 —ROO"). Bu sekilde, aT, membranlarda veya lipoproteinlerde PUFA'larin daha
fazla oto-oksidasyonunu 6nleyerek zincir kirici bir antioksidan gorevi goriir. Tokoferoksil
radikali (Vit E-O-), C vitamini veya tiyoller, 6zellikle glutatyon gibi diger hidrojen
donorleri ile reaksiyona girerek indirgenmis E vitamini durumuna geri doner (Vit E-O- +

AH — Vit E-OH+A") (Traber, 2007).
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2.2.3.3. Vitamin E’nin Sinyal iletimindeki Rolii

Son yirmi yilda, bir¢ok sinyal transdiiksiyon enziminin aktivitesinin E vitamini tarafindan
diizenlendigi ve proliferasyon, apoptoz, hayatta kalma, iltihaplanma, bagisiklik,
otofagositoz, sekresyon, adezyon, migrasyon, yaslanma, metastaz, gen ekspresyonu ve
farklilasma gibi hiicresel davranis degisikliklerine yol ac¢tig1 aciklanmistir. En belirgin
hiicresel etkilere yonelik son arastirmalar, E vitamini tarafindan modiile edilen molekiiler
sinyal reaksiyonlarina 11k tutmustur. Molekiiler diizeyde E vitamini, protein kinazlar ve
fosfatazlar, lipit kinazlar ve fosfatazlar ve diger lipit metabolizmas1 enzimleri gibi sinyal

iletiminde yer alan spesifik enzimlerin aktivitesini etkiler (Tablo 2.1) (Zingg, 2015).

Tablo 2.1: Vitamin E Tarafindan Diizenlenen Enzimler (Zingg, 2015).
Enzim siifi Vtamin E ile modiile edilen enzimler
Protein kinazlar Protein kinaz C (PKC)

Protein kinaz B (PKB/Akt)

Protein tirozin kinazlar1 (PTKs)

Protein fosfatazlar Protein fosfataz 2A (PP2A)
Pleckstrin homoloji (PH) alani 16sin-zengin tekrarlayan protein
Fosfataz, izoform 1 (PHLPP1)
Protein tirozin fosfatazi (PTP)

Lipid kinazlar Diagilgliserol kinazi1 (DAGK)
Fosfatidilinozitol-3-kinaz alfa (PI3Ka)
Fosfatidilinozitol-3-kinaz gama (PI3Ky)

Lipid fosfatazlar 5'- ve 3'- Inozitol polifosfatazlar (SHIP)

Lipid metabolik enzimleri ~ 5-, 12-, ve 15- lipojenazlar (5-, 12-, 15-LOX)
Siklooksijenaz-2 (COX-2)
Fosfolipaz A2 (PLA2)

cAMP metabolizmasinda Adenilil siklaz fosfodiesteraz
yer alan enzimler

E vitamini, ifade seviyelerini degistirerek bu enzimlerin aktivitesini diizenleyebilir.
Sinyal iletimi genellikle, sinyal aglar1 ve basamaklarinda birbiriyle ¢apraz etkilesen
birka¢ enzimin aktivasyonunu ve inaktivasyonunu i¢erdiginden, E vitamini tedavisinden
sonra gdzlemlenen bir diizenleyici etki, farkli bir bolgede meydana gelen ikincil bir olay1

da temsil edebilir. Buna gore, E vitamininin gen ekspresyonu iizerindeki diizenleyici
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etkileri, spesifik transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini veya ekspresyon diizeyini
degistiren birincil sinyal olaylarinin sonucu olarak da acgiklanabilir (Rimbach ve ark.,

2010).

Landes ve ark. (2003) tiim E Vitamini formlarinin, ¢esitli ilag metabolize edici enzimleri
diizenleyen bir niikleer reseptor olan pregnan X reseptorii (PXR) araciligiyla gen

ekspresyonunu aktive edebildigini géstermislerdir.

Niikleer faktor-kappa B (NFkB), niikleer faktor eritroid 2 ile iligkili faktor 2 (NRF2) ve
peroksizom proliferatorle aktive edilen reseptér gamma (PPARY) gibi bazi transkripsiyon
faktorleri icin, E vitamini analoguna 6zgii diizenleyici etkiler gdzlemlenmistir. E vitamini
tarafindan gen ekspresyonunun diizenlenmesi ya tek tek genler seviyesinde ya da genom

capinda gozlemlenmistir (Tablo 2.2) (Zingg, 2015).

Tablo 2.2: Vitamin E’nin Etkiledigi Transkripsiyon Faktorleri (Zingg, 2015).

Transkripsiyon Faktorii Vitamin E’nin etkisi

Peroksizom proliferatdr-aktivasyonlu reseptor Dolayli mekanizmalarla aktivasyonu artirma ve

gamma (PPARY) ekspresyonu yukari regiile etme

Eritroid niikleer faktor 2- iliskili faktér 2 (NRF2)  Dolayli mekanizmalarla ekspresyonu yukar1
regiile etme

Niikleer faktor kappa B (NFkB) Dolayli mekanizmalarla aktivasyonu inhibe etme

RAR ile ilisgkili reseptor alfa (RORa) Vitamin E eksikligi ile asagi regiile etme

Hipoksiye bagl faktor 1 alfa (Hiflo) Dolayli mekanizmalarla aktivasyonu inhibe etme

Ostrojen reseptorii beta (Erp) Tokoferollerin dogrudan baglanmast ile aktivite
artirma

Pregnan X reseptorii (PXR) Tokoferollerin dogrudan baglanmasi ile aktivite
artirma

2.3. Apoptozis

Tiim ¢ok hiicreli organizmalar, siki bir sekilde diizenlenmis hiicresel gelisim, onarim ve
uzaklastirma yoluna sahiptir. Hiicre sayisinin kontrolii, hiicre ¢ogalmasi ve hiicre
eliminasyonu arasindaki dengeye dayanir. Bir hiicrenin eliminasyonu i¢in c¢esitli
mekanizmalar gereklidir. Hiicre eliminasyonu siirecinin merkezinde, hiicrenin kendi
yikimina aktif olarak katildig1 programlanmis hiicre dliimiiniin fizyolojik bir sekli olan

apoptozis vardir. Bu, genlerle yonlendirilmis hiicre intiharinin benzersiz bir 6zelligi,
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kalint1 hiicre bilesenlerinin komsu dokularda iltihaplanma olmaksizin uzaklastirilmasidir
(Fleisher, 1997). Bir diger hiicre 6liimii nekrozdan farkli olarak, apoptoz, organizmaya
fayda saglamak ya da organizmay1 korumak icin belirli hiicreleri feda eden rasyonel ve
aktif bir karardur. lgili arastirma alanlarinda hala pek ¢ok muamma olsa da apoptozun
cok hiicreli organizmalara koordineli bir sekilde avantajlar sagladigi, bu sayede
organizmalarin homeostazi korudugu ve yasam dongiisiine ince ayar yaptigi iyi bir
sekilde belgelenmistir (Xu ve ark., 2019). Apoptoz, normal hiicre dongiisii, bagisiklik
sisteminin diizgiin gelisimi ve isleyisi, hormona bagl atrofi, embriyonik gelisim ve
kimyasal kaynakli hiicre 6liimii dahil olmak {izere ¢esitli siireclerin tabiatinda yer alir.
Uygunsuz apoptoz (ya ¢ok az ya da ¢ok fazla), ndrodejeneratif hastaliklar, otoimmdiin
bozukluklar, iskemik hasar ve kanser tiirlerinin de dahil oldugu bir¢ok hastalik i¢in
onemli bir faktordiir. Programlanmis hiicre 6liimii veya apoptoz siireci, genellikle farkli
morfolojik 6zelliklere ve enerjiye bagl biyokimyasal mekanizmalar ile karakterize edilir.

(Elmore, 2007).
2.3.1. Apoptozis Morfolojisi

Farkli hiicrelerde ortak bir mekanizma olarak kabul edilen apoptotik hiicre 6liimii iki
asamada meydana gelir. Ilk asama hiicrenin &liim emrinin verilmesi ikinci asama ise
hiicre yapisindaki belirli morfolojik degisikliklerle karakterize edilen bir infaz agamasidir
(Cohen, 1997). Hiicrelerin apoptoz siirecinde ortak olarak sergiledigi belirli morfolojik
degisiklikler iyi tanimlanmis ve belgelenmistir. Bu degisiklikler arasinda hiicre kabarmasi
ve biiziilmesi, niikleer parcalanma, genetik materyallerin (kromatin ve niikleozomal
DNA) yogunlagsmas1 ve parcalanmasi ve ApoBD'ler (apoptotic bodies) olarak bilinen
kiigtik vezikiillerin olusumu yer alir. Hiicreler apoptozun erken evresinde karakteristik bir
sekilde biiziiliirler. Hiicre igerikleri daha yogun bir sekilde paketlenirken hiicre boyutu
kiigiiliir. Piknoz yani kromatinin geri doniissiiz yogunlasmasi olarak bilinen bir bagka
olgu da apoptozun erken evresinde hiicre biiziilmesi ile es zamanli olarak ortaya ¢ikar.
Apoptozun erken evresini takiben, ¢ekirdegin parcalanmasini ifade eden karyorrekzis
meydana gelir. Karyorrekzis, apoptotik hiicreleri kiiciik ApoBD'ler seklinde parcalayan
plazma zarinin daha da kabarip yirtilmasiyla birlikte gerceklesir. Mevcut bilgiler,
ApoBD'lerin apoptotik hiicrelerin artiklarint (yani sitoplazma, organel ve c¢ekirdek

icerigi) icerdigini ve apoptotik hiicre igeriginin her bir apoptotik cisimlere rastgele
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dagildigini belirtmektedir. Dolayisiyla, belirli bir organel veya cekirdek igerigi belirli bir
apoptotik cisimde bulunabilir veya bulunmayabilir. Bu ApoBD'ler daha sonra fagositoz
yapan hiicreler, 6rnegin notrofiller, makrofajlar ve dendritik hiicreler (DC'ler) tarafindan
son agsamada parcalanir. Fagositoz, apoptotik bir dongiiniin terminal adimini1 olusturur ve
bu adimin 6ziiniin, apoptotik hiicrelerin i¢indeki tehlikeli materyallerin ¢evreye sizmasini

onlemek olduguna inanilir (Xu ve ark., 2019).
2.3.2. Hiicre Dongiisii Kontrol Noktalar:

Uygun olmayan sekilde ¢ogalan hiicrelerin tanimlanmasi ve ortadan kaldirilmasi esas
oldugundan, apoptoz ve proliferasyon siki bir sekilde baglantilidir ve hiicre dongiisii
diizenleyicileri hem hiicre boliinmesini hem de hiicre 6liimiinii etkileyebilir. Hiicre
dongiisii olaylarinin zamanlamasi ve sirasi, G1/S faz smirinda, S fazinda ve G2/M
fazlarinda meydana gelen hiicre dongiisii kontrol noktalarinda izlenir. Bu kontrol
noktalari, hiicre dongiisiiniin belirli bir fazindaki kritik olaylarin yeni bir faza baglamadan
once tamamlanmasini saglayarak genetik olarak anormal hiicrelerin olusumunu engeller.
Hiicre dongiisii ilerlemesi, hem hiicre i¢i hem de hiicre dig1 ortamin durumuna yanit olarak
bu kontrol noktalarinda bloke edilebilir. Hasarin onarilmasindan sonra, hiicre dongiisii
boyunca ilerleme devam eder. Hasarli hiicreleri onarmanin bir alternatifi, basit¢e onlar1
apoptoz siireci yoluyla ortadan kaldirmaktir. Bu nedenle, bir hiicre, hiicre dongiisii
boyunca ilerlerken, hiicre boliinmesini tamamlayip tamamlamayacagini, hiicresel hasari
onarmak i¢in bliylimeyi durdurup durdurmayacagini1 veya hasar onarilamayacak kadar
siddetliyse veya hiicre DNA'y1 tamir edemiyorsa apoptoz gecirip gegirmeyecegini
belirlemelidir. Bu seceneklerden hangisinin uygun oldugu hiicre dongiisiiniin kontrol

noktalarinda belirlenir (King ve Cidlowski, 2003).
2.3.3. Apoptozis Siireci

Apoptozun baslatilmas1 bir dizi kaspazin aktivasyonuna bagldir (Elmore, 2007). Iki
kaspaz kategorisi vardir: Baslatict kaspazlar ve ylriitiicii kaspazlar. Hiicre hasari
algilandiginda, baslatic1 kaspazlar (kaspaz 8 ve 9) etkin olmayan prokaspazlardan aktive
olur ve ardindan yiiriitiicii kaspazlari (kaspaz 3, 6 ve 7) etkinlestirir. Y{iriitiicii kaspazlarin
aktive olmasi, endoniikleazlarin aktivasyonuyla DNA fragmentasyonunu, niikleer

proteinlerin ve sitoskeletonunun yok edilmesini, proteinlerin ¢apraz baglanmasini,
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fagositoz hiicreler i¢in ligandlarin ifadesini ve apoptotik cisimlerin olusumunu baglatan
bir dizi olay zincirini tetikler. Apoptoz, i¢sel ya da digsal yol ile baslatilabilir. Apoptozun
icsel yolu, hasara yanit olarak hiicrenin kendisi tarafindan baslatilir. Digsal yol, bagisiklik
sisteminin hiicreleri tarafindan uyarilan 6liim reseptorleri araciligiyla baslatilir (D’ Arcy,
2019). Ancak, su anda iki yolun birbirine bagl oldugunu ve bir yolun molekiillerinin
digerini etkileyebilecegini gosteren kanitlar bulunmaktadir (Igney ve Krammer, 2002).
Hiicrenin T hiicresi aracili sitotoksisitesi ve hiicrenin perforin-granzim bagimli
oldiirtilmesini igeren ek bir yol bulunmaktadir. Perforin/granzim yolu, granzim B veya
granzim A araciligiyla apoptozu tetikleyebilir. Digsal, igsel ve granzim B yollar1 ayni
terminal veya yiiriitme yolunda birlesir. Bu yol, kaspaz-3'iin pargalanmasiyla baslatilir ve
DNA fragmentasyonu, sitoskeletal ve niikleer proteinlerin bozunmasi, proteinlerin ¢apraz
baglanmasi, apoptotik cisimlerin olusumu, fagositoz hiicre reseptorleri igin ligandlarin
ifadesi ve son olarak fagositoz hiicreler tarafindan alinma ile sonuglanir. Granzim A yolu,
tek iplikli DNA hasar1 aracilifiyla paralel bir, kaspaz bagimsiz hiicre 6liim yolu aktive

eder (Martinvalet ve ark., 2005).
2.3.3.1. i¢sel Yol (intrensek Yol)

Apoptozu baslatan igsel sinyal yolaklari, hiicre dis1 reseptdr aracili uyaranlardan bagimsiz
olarak cesitli igsel sinyalleri igeren ve hiicre i¢inde dogrudan hedeflere etki eden
mitokondri baslaticili olaylar1 igerir. I¢sel yolaklar1 baslatan uyaranlar, hiicre icinde
pozitif veya negatif sekilde etki edebilen intraselliiler sinyaller olustururlar. Negatif
sinyaller, baz1 biiylime faktorlerinin, hormonlarin ve sitokinlerin eksikligini icerir ve bu
da Olim programlarmin baskilanmasinin bagarisizligina yol acarak apoptozun
tetiklenmesine neden olabilir. Diger bir deyisle, faktorlerin ¢ekilmesi, apoptotik baskinin
kayb1 ve sonrasinda apoptozun aktive edilmesi s6z konusudur. Pozitif sekilde etki eden
diger uyaranlar arasinda radyasyon, toksinler, hipoksi, hipertermi, viral enfeksiyonlar ve
serbest radikaller gibi etkenler yer alir, ancak bunlarla sinirli degildir (Elmore, 2007). Bu
tiir uyaranlar, i¢ mitokondriyal membranda degisikliklere neden olur, bu da mitokondriyal
gecirgenlik gegis (MPT) gozeneklerinin agilmasina, mitokondriyal transmembran
potansiyelin kaybina ve normalde intermembran bosluga hapsedilen iki ana gruptaki

proapoptotik proteinlerin sitozolden salinmasina yol agar (Saelens ve ark., 2004).
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Igsel apoptoz yolunun kontroliinii saglayan baslatici kaspaz kaspaz-9'dur. Kaspas-9,
kaspaz toplama alaninin ortaya ¢ikmasini takiben adaptdr protein apoptotik proteaz aktive
edici faktor-1'le (APAF 1) baglanma yetenegine sahiptir. Apoptotik olmayan bir hiicrede
APAF-1, CARD alam1 bloke olacak sekilde katlanir. Boylece bir CARD alani igeren
prokaspaz-9 ona baglanamaz. Apoptoz pozitif veya negatif uyaranlarla indiiklendiginde,
mitokondriyal membranda degisiklikler tetiklenir ve sonucunda mitokondriyal
gecirgenlik gecis (MPT) gozeneklerinin acgilmast gergeklesir. MPT gozenekleri
acildiginda, proapoptotik proteinler (sitokrom c, Smac/Diablo ve HtrA2/Omi dahil)
mitokondrilerden sitoplazmaya sizabilir (Cain ve ark., 2002). Sitokrom-c, APAF-1
monomerlerinin WD alanina baglanarak apoptozu indiikler. Bu baglanma, APAF-1'de ek
bir konformasyonel degisiklige neden olarak hem CARD hem de oligomerizasyon
alanlarini agiga ¢ikarir, boylece birkag APAF-1'in apoptozom olarak bilinen bir kompleks

halinde bir araya gelmesine izin verir (D’ Arcy, 2019).

Apoptozom, prokaspaz-9'u ayirarak aktif kaspaz-9'u verir ve aktive edilmis kaspaz-9 daha
sonra prokaspaz-3/7'yi ayirirarak aktive eder, bu da farkli hiicresel endojen subsuratlar
parcalayarak hiicre oliimiine yol acar (Xu ve ark., 2019; Jiang ve ark., 2020). Kii¢iik
mitokondri kaynakli kaspaz aktivatorii (SMAC) olarak bilinen bagka bir protein grubu,
sitozole salinmasinin ardindan apoptoz proteinlerinin inhibitériine (IAP) baglanir.
SMAC'ler IAP'yi devre dis1 birakarak apoptozun ilerlemesine izin verir. Diablo ve Omi
gibi bagka AP inhibitorleri de bildirilmistir. Bu proteinler, apoptozun kaspaz bagimli
yoluna girerler. Apoptozu indiikleyen faktorler (AlIF'ler) olarak bilinen ikinci bir protein
grubu, apoptozun kaspazdan bagimsiz yolunda islev goriir. AlF'ler mitokondrinin i¢
zarina baglanir. Kalsiyuma bagimli bir proteaz olan kalpain tarafindan pargalandiktan
sonra AlF'ler, DNA parcalanmasini ve kromatin yogunlagsmasini indiiklemek i¢in niikleer

lokalizasyon sinyali (NLS) ile ¢ekirdege yer degistirebilir (Xu ve ark., 2019).

Bu apoptotik mitokondriyal olaylarin kontrolii ve diizenlenmesi, Bcl-2 protein ailesinin
iiyeleri araciligiyla gerceklesir (Cory ve Adams, 2002). Tiimor baskilayict protein p53
ise, Bcl-2 protein ailesinin diizenlenmesinde kritik bir role sahiptir (Schuler ve Green,
2001). Bcl-2 protein ailesi, mitokondriyal membran gecirgenligini yonetir ve
proapoptotik veya antiapoptotik olabilir. Bel-2 protein ailesinin ana etki mekanizmasinin,

mitokondriyal membran gegirgenliginin degistirilmesi yoluyla mitokondriden sitokrom-
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¢ saliniminin diizenlenmesi oldugu diisiiniiliir. Bugiine kadar Bcl-2 ailesinde toplam 25
gen tanimlanmistir. Antiapoptotik proteinlerin bazilar1 Bcel-2, Bel-x, Bel-XL, Bel-XS,
Bcl-w, BAG'" igerir ve proapoptotik proteinlerin bazilar1 Bel-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim
Bik ve BIk'i igerir. Bu proteinler, hiicrenin apoptozu yapip yapmadigini veya siireci iptal

edip etmedigini belirleyebildikleri i¢in 6zel bir neme sahiptir (Elmore, 2007).
2.3.3.2. Dissal Yol (Ekstrensek Yol)

Ekstrinsik yol, apoptozun reseptor aracili baglatilmasini ifade eder. Ekstrinsik yoldaki
oliim reseptdrlerinin tiimii, transmembran bolgeleriyle hiicre zarina baglanir. Hiicre dist
bir ligandla etkilesim tizerine, zar reseptorleri 6liim sinyallerini sitoplazmik 6liim alanlari

araciliiyla hiicre i¢i bosluga iletir (Xu ve ark., 2019).

Apoptozun digsal yolunun kanonik yolu, timor nekroz faktorii reseptdr siiper ailesinin
(TNFRSF) iiyelerinin CTL gibi bagka bir hiicrenin ylizeyinde ¢oziinebilen veya ifade
edilebilen ayni kokenli trimerik ligandlarina baglanmasiyla baslar. TNFRSF iiyeleri,
trimerik ligand baglanmasina yanit olarak oligomerlesir, ancak bazi TNFRSF iiyeleri
ligand yoklugunda da oligomerler olarak bulunabilir. Ligand baglanmasina yanit olarak
apoptozu indiikleyen TNFRSF f{iyeleri, yaklasik 80 amino asit uzunlugunda bir "6lim
alam" icerir. Oliim alani, Fadd gibi diger proapoptotik proteinler igin bir kenetlenme
bolgesi olarak hizmet eder ve sonucta kaspazlarin aktivasyonuna yol agan bir zara bagh

6liime neden olan sinyal kompleksi (DISC) olusturur (Yanumula ve Cusick, 2022).

Kaspazlar, dogal olarak zimojenler olarak var olan ve aktive edildiklerinde, diger hiicre
ici proteinleri parcalama islevi goren ve sonucta hiicrenin diizenli bir sekilde
parcalanmasini saglayan proteolitik aktiviteye sahip olan sistein agisindan zengin
proteazlardir (Chang ve Yang, 2000). Reseptorlerin oligomerizasyonu, apoptoza aracilik
etmek i¢in prokaspaz-3'ii dogrudan bolen kaspaz-8'in toplanmasina ve aktivasyonuna yol
acar. Ayrica kaspaz-8, Bcl-2 ailesinin bir iiyesi olan Bid'i parcalayarak mitokondriye go¢
eden ve yiizeyinde Bax/Bak gozenekleri olusturan, sitokrom-c'yi serbest birakan ve
apoptozu aktive eden kesik bir segment olan tBid'i iiretebilir. Kaspaz-3'iin aktivasyonu,
plazma zarinin kabarmasina, kromatin yogunlagmasina, DNA bdliinmesine ve plazma

zarinin ekstraselliiler tarafinda fosfatidilserinin agiga c¢ikmasina yol agar. Boylece
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apoptotik hiicrelerin morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri iiretilmis olur (Jiang ve ark.,

2020).
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3. GEREC VE YONTEM

Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan 27.01.22 tarih ve
495533702/05 say1 ile onay alinarak Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi, Tip
Fakiiltesi, Anatomi Anabilim Dali’nda calismanin deneysel asamasi; Afyonkarahisar
Saglik Bilimleri Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’nda
calismanin analiz asamasi yiiriitiildi. Calismamiz Afyonkarahisar Saglik Bilimleri
Universitesi (AFSU) Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 22.1.1S.001 numarali
proje ile desteklendi.

3.1. Deney Hayvanlar

Bu calismada ortalama 60+5 gr agirliklara sahip 88 adet dollenmis spesifik patojen
icermeyen (SPF) yumurta kullamldi. SPF yumurtalar Izmir/Bornova Veteriner Kontrol
Enstitiisti’'nden temin edildi. Yumurtalar sivri uglar asagiya gelecek sekilde inkiibatore

yerlestirildi. Kulugkaya koyulduklar1 giin 0. giin olarak kabul edildi.
3.2. Laboratuvar Kosullari

Calismanin deney asamasinda AFSU Tip Fakiiltesi Temel T1p Bilimleri Béliimii Anatomi
Anabilim Dal1 laboratuvarinda bulunan inkiibator (37 °C, % 70 bagil nem); 88 adet (sifir
giinliik, 60+5 gr agirliginda, fertil) White Leghorn cinsi SPF yumurta, penset, forceps,
Hamilton mikroenjektorii, flaster, makas, eppondorf tiipleri, Stemi 1000/2000/2000-C
marka Stereo Mikroskop ve Olympus CX21 marka 151k mikroskobu kullanildi.
Calismanin analiz asamasi ise AFSU Tip Fakiiltesi Temel Tip Bilimleri Boliimii Tibbi
Biyokimya Anabilim Dali laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Analiz agsamasinda Ultra
Turrax (IKA Works, USA) marka homojenizatér, Dr Hielscher (Germany) marka
sonikator, Niive marka (Ankara, Tiirkiye) santrifiij cihazi, 0,1 M pH:7,4 fosfat tamponu

kullanilmistir.
3.3. Gruplarin Olusturulmasi ve Deney Asamasi

Yumurtalarin inkibatore yerlestirildigi ilk giin 0. giin olarak kabul edildi. Inkiibasyonun
15. giliniinde tiim yumurtalar kulugcka makinesinden ¢ikarildi, yumurta kabugu batikon ve

%70 etanol ile steril hale getirildi. Isik altinda yumurtanin hava kesesi incelendi ve
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enjeksiyon yapilacak alan isaretlendi. Isaretlenen yerden yumurta kabugu delinerek
ortalama 2-3 mm ¢apli porlar agildi. Rastgele secilen 8 yumurtadan kontrol grubu (Ki.g)
olusturuldu. Kontrol grubu disinda kalan tiim yumurtalara katarakt olusabilmesi i¢in
acilan porlardan insiilin enjektdrii ile 0.5 pmol HC (hidrokortizon hemi succinate sodium)
100 pl serum fizyolojik icerisinde enjekte edildi (Sekil 3.1A). Olusturulan civciv embriyo
modelinde uygun HC dozlarinin ayarlanmasinda ve diger deney asamalarinda, Kosano ve
Nishigori’nin (2002) yaptig1 ¢aligma ile Duman ve ark.’nin (2018) yaptig1 ¢alisma 6rnek

alinmustir.

HC uygulanan yumurtalar arasindan rastgele secim yapilarak her grupta 8 yumurta olmak
sartiyla 10 adet deney grubu olusturuldu (HCis, Ali.g, A218, A318, D11s, D215, D313,
Elis, E215, E318). HC uygulamasindan hemen sonra tiim yumurtalar porlarin iizerine

steril yara bandi1 yapistirilarak tekrar kulugka makinesine yerlestirildi.

HC uygulamasi sonrasi 3. saatte Konrol ve HC grubuna 50 pl misir yagi,

Al grup yumurtalarina 50 pl misir yagi iginde 2500 [U/kg Vitamin A (diisiik doz),
A2 grup yumurtalarina 50 pl misir yagi iginde 5000 [U/kg Vitamin A (orta doz),

A3 grup yumurtalarina 50 pl misiryagi icinde 10.000 [U/kg Vitamin A (yliksek doz),
D1 grup yumurtalarina 50 pl misiryagi iginde 2500 IU/kg Vitamin D (diisiik doz),
D2 grup yumurtalarina 50 pl misiryagi iginde 5000 IU/kg Vitamin D (orta doz),

D3 grup yumurtalarina 50 pl misiryagi icinde 10.000 [U/kg Vitamin D (yliksek doz),
E1 grup yumurtalarina 50 pl misir yagi icinde 250 IU/kg Vitamin E (diisiik doz),

E2 grup yumurtalarina 50 pl misir yagi icinde 500 IU/kg Vitamin E (orta doz),

E3 grup yumurtalarina 50 pl misiryagi i¢cinde 1000 IU/kg Vitamin E (yiiksek doz) enjekte
edildi (Tablo 3.1).

Enjeksiyon sonrasi, yumurtalara agilan porlar steril yara bandi yapistirilarak hava

almayacak sekilde kapatildi ve yumurtalar tekrar kulugcka makinesine yerlestirildi.
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Kulugka makinesindeki 17. giinde (enjeksiyondan 48 saat sonra) tiim yumurtalar kulugka
makinasindan alind, 151k altinda kontrol edildi (Sekil 3.1B), kabuklari kirild1 (Sekil 3.1C)
ve embriyolar ¢ikarildi (Sekil 3.1D). Embriyolardan ¢ikarilan lensler disseke edilerek

numaralandirilmig ependorflara alindi (Sekil 3.1. E, F).
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Sekil 3.1: Deney Asamalarina Ait Goriintiiler. A) HC ve vitamin enjeksiyonu, B) Yumurtalarin 151k altinda
kontrol edilmesi, C) Kabuklarin kirilmasi, D) Emriyolarin ¢ikarilmasi, E) Lenslerin disseke edilmesi, F)
Analizde kullanilacak lens.
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Disseksiyon asamasinda kontrol grubundan 2 embriyo (K.:6), HC grubundan 2 embriyo
(HCns), Al grubundan 1 embriyo (Aln7), A2 grubundan 1 embriyo (A2,7), El
grubundan 1 embriyo (El.7) ve E3 grubundan 2 embriyo (E3.7) gelisim geriligi
gosterdigi i¢in ¢alisma dis1 birakildi.

Tablo 3.1: Gruplar, kullanilan kimyasal/biyolojik maddeler ve farmakolojik ajanlar

Misir yagi 50 pl Tek doz

Misir yagi 50 pl Tek doz 15. giin
HC 5 pmol 100 pl

Misir yagi 50 pul Tek doz 15. giin
HC 5 pmol 100 pl

A vitamini 2500 IU/kg

Misir yagi 50 pl Tek doz 15. giin
HC 5 pmol 100 pl

A vitamini 5000 IU/kg

Misir yagi 50 pul Tek doz 15. giin
HC 5 pmol 100 pl

A vitamini 10.000 1U/kg

Misir yagi 50 pl Tek doz 15. giin
HC 5 pmol 100 pl

D vitamini 2500 IU/kg

Misir yagi 50 pul Tek doz 15. giin
HC 5 pmol 100 pl

D vitamini 5000 IU/kg

Misir yagi 50 pl Tek doz 15. giin
HC 5 pmol 100 pl

D vitamini 10.000 IU/kg

Misir yagi 50 pul Tek doz 15. giin
HC 5 pmol 100 pl

E vitamini 250 IU/kg

Misir yagi 50 pl Tek doz 15. giin
HC 5 pmol 100 pl

E vitamini 500 [U/kg

Misir yagi 50 pul Tek doz 15. giin
HC 5 pmol 100 pl

E vitamini 1000 IU/kg
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3.4. Biyokimyasal Analiz Asamasi

Homojenatlarin hazirlanmasi: Alian lens 6rnekleri 0.1 M pH:7.4 fosfat tamponundan
0,4 ml ilave edilerek Ultra Turrax (IKA Works, USA) marka homojenizatorle buz
icerisinde 24,000 devir/dk’da 1 dk homojenize edildi. Homojenatlara daha sonra Dr
Hielscher (Germany) marka sonikatorle 20,000 cycle/sec olacak sekilde 1 dk
ultrasonikasyon gerceklestirildi. Ardindan homojenatlar 10.000 g’de 15 dk santrifijj

edilerek supernatant ayrild1 ve ¢alisilincaya kadar -80 °C’de sakland.
3.4.1. Elisa Ol¢iimleri

Doku homojenatindan P53 diizeyleri BT-Lab marka (BT-Lab, Zhejiang, China) Chicken
Cellular tumor antigen p53 ELISA Kit, Bcl-2 diizeyleri BT-Lab marka (BT-Lab,
Zhejiang, China) Chicken Apoptosis regiilator Bcl-2 ELISA Kit, NF-xB diizeyleri BT-
Lab marka (BT-Lab, Zhejiang, China) Chicken Nuclear factor-kappa B ELISA Kit
kullanilarak 6lgiildii. P53 diizeyleri mg/g protein, Bcel-2 diizeyleri mg/g protein, NF-«kB

diizeyleri mg/g protein olarak verildi.
P53 Elisa Ol¢iim Asamalart

Standartlarin hazirlanmasi: Olciime baslamadan énce tiim reaktifler oda sicakligina
getirildi. 120 pl (48 ng/ml) Standart 120 pl standart seyreltici ile 24 ng/ml standart stok
soliisyonu olusturmak i¢in diliie edildi. Seyreltmeler yapilmadan 6nce standart hafifce
calkalanarak 15 dakika dinlendirildi. Standart noktalarin olusturulmasi i¢in standart stok
soliisyonu (24 ng/ml) standart seyreltici ile 1:2 oraninda seri olarak seyreltilerek 12 ng/ml,
6 ng/ml, 3 ng/ml ve 1,5 ng/ml soliisyonlar hazirlandi. Kalan ¢6zelti bir ay i¢inde
kullanilmak tizere -20 °C'de donduruldu. Standart soliisyonlarin seyreltilmesi asagidaki
gibidir:

Standart No.5 (24 ng/ml) =120 pl Orjinal standard + 120 pl Standart seyteltici

Standart No.4 (12 ng/ml) =120 ul Standard No.5 + 120 pul Standart seyteltici

Standart No.3 (6 ng/ml) =120 ul Standard No.4 + 120 ul Standart seyteltici

Standart No.2 (3 ng/ml) =120 pl Standard No.3 + 120 ul Standart seyteltici

Standart No.1(1,5ng/ml) =120 ul Standard No.2 + 120 ul Standart seyteltici
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Yikama Tamponu hazirlanmasi: 500 ml yikama tamponu elde etmek i¢in 20 ml
Yikama Tamponu Konsantresi 25 kat deiyonize su ile seyreltildi. Soliisyon kristaller

tamamen eriyene kadar hafif¢ce karigtirildi.

Analiz Prosediirii: Tiim reaktifler, standart soliisyonlar ve numuneler talimatlara goére
hazirlandi. Kullanmadan o6nce tiim reaktifler oda sicakligina getirildi. Analizler, oda

sicakliginda gergeklestirildi.

Standartlar ve numuneler i¢in gereken kuyucuk sayis1 belirlendi. ilk 5 kuyucuga 1, 2, 3,
4, ve 5 nolu standartlardan 50°ser pl eklendi. 6. kuyucuk ise sifir standart olarak
belirlendi. Numune kuyucuklarina 40’ar pl numune eklendi ve ardindan numune
kuyucuklarina 10 pl anti-TP53 antikoru eklendi (Standart soliisyonlar biyotinlenmis
antikor igerdiginden, standart eklenen kuyucuklara biyotinlenmis antikor eklenmedi),
ardindan numune kuyucuklarina ve standart kuyucuklarina 50 pl streptavidin-HRP
eklendi (Sifir standart kuyucuguna streptavidin-HRP eklenmedi). lyice karistirildi.
Plakanin tizeri kapatildi ve 37 °C'de 60 dakika inkiibe edildi. Plate yikama tamponu ile 5
kez Labocon LMPW-101 marka otomatik yikama cihazi kullanilarak yikandi (Labocon
Scientific Limited, UK). Plate kagit havlu veya diger emici malzeme iizerinde kurulandi.
Her kuyucuga 50 pl substrat soliisyonu A eklendi ve ardindan her kuyucuga 50 pl substrat
soliisyonu B eklendi. Plate karanlikta 37 °C'de 10 dakika boyunca inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 her kuyucuga 50 pl Durdurma Soliisyonu eklendi, mavi renk hizlica

sartya dondii.

Durdurma Soliisyonunu ekledikten sonra en ge¢ 10 dakika i¢inde 450 nm'ye ayarlanmis
ChemWell 2910 marka mikroplaka okuyucu (Awareness Technology, Inc. Martin Hwy.
Palm City, USA) kullanarak her kuyucugun optik yogunlugu (OD degeri) belirlendi.
Konsantrasyonlar1 bilinen standartlar ile olusturulan egriler kullanilarak hesaplamalar

yapild.
NF-kB Elisa Olciim Asamalari

Standartlarin hazirlanmasi: Olciime baslamadan énce tiim reaktifler oda sicakligina
getirildi. 120 pul (2400 ng/L) Standart 120 ul standart seyreltici ile 1200 ng/L standart stok
soliisyonu olusturmak i¢in diliie edildi. Seyreltmeler yapilmadan 6nce standart hafifce

calkalanarak 15 dakika dinlendirildi. Standart noktalarin olusturulmasi i¢in standart stok
39



soliisyonu (1200 ng/L) standart seyreltici ile 1:2 oaraninda seri olarak seyreltilerek 600
ng/L, 300 ng/L, 150 ng/L ve 75 ng/L soliisyonlar hazirlandi. Kalan ¢dzelti bir ay icinde
kullanilmak tizere -20 °C'de donduruldu. Standart soliisyonlarin seyreltilmesi asagidaki
gibidir:

Standart No.5 (1200 ng/L) =120 pl Orjinal standard + 120 pl Standart seyteltici
Standart No.4 (600 ng/L) =120 pl Standard No.5 + 120 pl Standart seyteltici

Standart No.3 (300 ng/L) =120 pl Standard No.4 + 120 pl Standart seyteltici

Standart No.2 (150 ng/L) =120 pl Standard No.3 + 120 pl Standart seyteltici

Standart No.1 (75 ng/L) =120 ul Standard No.2 + 120 pul Standart seyteltici

Yikama Tamponu hazirlanmasi: 500 ml yikama tamponu elde etmek i¢in 20 ml
Yikama Tamponu Konsantresi 25 kat deiyonize suda seyreltildi. Soliisyon kristaller

tamamen eriyene kadar hafif¢ce karigtirildi.

Analiz Prosediirii: Tiim reaktifler, standart soliisyonlar ve numuneler talimatlara gore
hazirlandi. Kullanmadan 6nce tiim reaktifler oda sicakligina getirildi. Analizler, oda

sicakliginda gergeklestirildi.

Standartlar ve numuneler i¢in gereken kuyucuk sayis1 belitlendi. ilk 5 kuyucuga 1, 2, 3,
4, ve 5 nolu standartlardan 50°ser pl eklendi. 6. kuyucuk ise sifir standart olarak
belirlendi. Numune kuyucuklarina 40’ar pl numune eklendi ve ardindan numune
kuyucuklarina 10 pl anti-NF-kB antikoru eklendi (Standart soliisyonlar biyotinlenmis
antikor igerdiginden, standart eklenen kuyucuklara biyotinlenmis antikor eklenmedi),
ardindan numune kuyucuklarina ve standart kuyucuklarina 50 pl streptavidin-HRP
eklendi (Bos kontrol kuyucuguna streptavidin-HRP eklenmedi). lyice karistirildu.
Plakanin iizeri kapatildi ve 37 °C'de 60 dakika inkiibe edildi. Kapaticiy1 ¢ikarildi ve plaka
yikama tamponu ile 5 kez Labocon LMPW-101 marka otomatik yikama cihazi
kullanilarak yikandi (Labocon Scientific Limited, UK). Plaka kagit havlu veya diger
emici malzeme iizerinde kurulandi. Her kuyucuga 50 pl substrat soliisyonu A eklendi ve
ardindan her kuyucuga 50ul substrat soliisyonu B eklendi. Plaka kapaticiyla kapatilarak
karanlikta 37 °C'de 10 dakika boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi her kuyucuga

50 pl Durdurma Soliisyonu eklendi, mavi renk hizlica sariya dondii.
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Durdurma Soliisyonunu ekledikten sonra en ge¢ 10 dakika i¢inde 450 nm'ye ayarlanmis
ChemWell 2910 marka mikroplaka okuyucu (Awareness Technology, Inc. Martin Hwy.
Palm City, USA) kullanarak her kuyucugun optik yogunlugu (OD degeri) belirlendi.
Konsantrasyonlar1 bilinen standartlar ile olusturulan egriler kullanilarak hesaplamalar

yapild.
Bcl-2 Elisa Olgiim Asamalar

Standartlarin hazirlanmasi: Olgiime baslamadan dnce tiim reaktifler oda sicakligina
getirildi. 120 pl (48 ng/ml) Standart 120 pl standart seyreltici ile 24 ng/ml standart stok
soliisyonu olusturmak i¢in diliie edildi. Seyreltmeler yapilmadan 6nce standart hafifce
calkalanarak 15 dakika dinlendirildi. Standart noktalarin olusturulmasi i¢in standart stok
sollisyonu (24 ng/ml) standart seyreltici ile 1:2 oaraninda seri olarak seyreltilerek 48
ng/ml, 12 ng/ml, 6ng/ml ve 3ng/ml soliisyonlar hazirlandi. Kalan ¢ozelti bir ay icinde
kullanilmak {izere -20 °C'de donduruldu. Standart soliisyonlarin seyreltilmesi asagidaki
gibidir:

Standart No.5 (48 ng/ml) =120 pl Orjinal standard + 120 pl Standart seyteltici

Standart No.4 (24 ng/ml) =120 ul Standard No.5 + 120 pul Standart seyteltici

Standart No.3 (12 ng/ml) =120 ul Standard No.4 + 120 ul Standart seyteltici

Standart No.2 (6 ng/ml) =120 pl Standard No.3 + 120 ul Standart seyteltici

Standart No.1 (3 ng/ml) 120 pl Standard No.2 + 120 ul Standart seyteltici

Yikama Tamponu hazirlanmasi: 500 ml yikama tamponu elde etmek i¢in 20 ml

Yikama Tamponu Konsantresi 25 kat deiyonize veya damitilmig suda seyreltildi.

Soliisyon kristaller tamamen eriyene kadar hafif¢e karigtirildi.

Analiz Prosediirii: Tiim reaktifler, standart soliisyonlar ve numuneler kit prospektiisiine
gore hazirlandi. Kullanmadan 6nce tiim reaktifler oda sicakligina getirildi. Analizler, oda

sicakliginda gergeklestirildi.

Standartlar ve numuneler i¢in gereken kuyucuk sayis1 belitlendi. ilk 5 kuyucuga 1, 2, 3,
4, ve 5 nolu standartlardan 50°ser pl eklendi. 6. kuyucuk ise sifir standart olarak

belirlendi. Numune kuyucuklarina 40’ar pl numune eklendi ve ardindan numune
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kuyucuklarina 10 pl anti-Bcl-2 antikoru eklendi (Standart soliisyonlar biyotinlenmis
antikor igerdiginden, standart eklenen kuyucuklara biyotinlenmis antikor eklenmedi),
ardindan numune kuyucuklarina ve standart kuyucuklarina 50 pl streptavidin-HRP
eklendi (Bos kontrol kuyucuguna streptavidin-HRP eklenmedi). lyice karistirildu.
Plakanin iizeri kapatildi ve 37 °C'de 60 dakika inkiibe edildi. Kapaticiy1 ¢ikarildi ve plaka
yikama tamponu ile 5 kez Labocon LMPW-101 marka otomatik yikama cihazi
kullanilarak yikandi (Labocon Scientific Limited, UK). Plaka kagit havlu veya diger
emici malzeme iizerinde kurulandi. Her kuyucuga 50 pl substrat soliisyonu A eklendi ve
ardindan her kuyucuga 50ul substrat soliisyonu B eklendi. Plaka kapaticiyla kapatilarak
karanlikta 37 °C'de 10 dakika boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi her kuyucuga

50 pl Durdurma Soliisyonu eklendi, mavi renk hizlica sariya dondii.

Durdurma Soliisyonunu ekledikten sonra en ge¢ 10 dakika i¢inde 450 nm'ye ayarlanmis
ChemWell 2910 marka mikroplaka okuyucu (Awareness Technology, Inc. Martin Hwy.
Palm City, USA) kullanarak her kuyucugun optik yogunlugu (OD degeri) belirlendi.
Konsantrasyonlar1 bilinen standartlar ile olusturulan egriler kullanilarak hesaplamalar
yapildi. Konsantrasyonlart bilinen standartlar ile olusturulan egriler kullanilarak

hesaplamalar yapildi.
3.4.2. Protein Ol¢iimii

BSA standart sollisyonu (4000 pg/ml) deiyonize su ile seyreltilerek ¢esitli
konsantrasyonlarda (2000 pg/ml, 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5
pg/ml, 31 pg/ml, 15 pg/ml) standartlar hazirlandi. Her bir standarttan ve her bir
numuneden 6 pl kuyucuklara eklendi. Daha sonra her kuyucuga 300 ul Commassie
Brillant Blue (CBB) soliisyonu eklendi. CBB soliisyonunu ekledikten sonra 1 dakika oda
sicakliginda bekletildi ve 570 nm'ye ayarlanmis ChemWell 2910 marka mikroplaka
okuyucu (Awareness Technology, Inc. Martin Hwy. Palm City, USA) kullanarak her
kuyucugun optik yogunlugu (OD degeri) belirlendi. Konsantrasyonlari bilinen standartlar

ile olusturulan egriler kullanilarak hesaplamalar yapildi.
3.4.3. Real-Time PCR Ol¢iimii

PCR 6l¢iimiinde kullanilan tiim cihaz ve malzeme listesi Tablo 3.5’te verilmistir.
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RNA Izolasyonu Asamalar:

1) Lizis Buffer Hazirlanmasi: Her bir numune i¢in 14,3 M B-merkaptoetanolden 10 pl

alinarak tizerine 500 pl LIZIS buffer eklendi.

2) 10-20 mg materyale dnce 200 pl PBS (Ca ve Mg icermeyen fosfat tamponu) eklendi.
Daha sonra 10 pl Proteinaz K (20mg/mi), 500 pl lizis buffer ve 60 mg zirkonyum
boncuklar eklendi ve homojenizatdrde homojenize edildi. Homojenizat yeni bir 2 ml'lik

santrifiij tuptline aktarildi.
3) 3 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

4) Uzerine 500 pl fosfat tamponu eklendi, iyice vortekslendi ve 3 dk oda sicakliginda
inkiibe edildi.

5) Karisimin tizerine 200 pl Kloroform izoamilalkol (49:1) karisimi eklendi. Alt-iist
ederek karistirild1 ve oda sicakliginda 2 dk daha bekletildi.

6) Karisim 4 °C'de 12000 x g'de 15 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi en iistte bulunan
stv1 fazdaki siipernatant (yaklagik 600 pl) yeni bir tiipe aktarildi.

7) Uzerine 1.25 kat etanol (%96-100) eklendi (yaklasik 800 ul) ve pipetlenerek
karistirildi.

8) 700 pl lizat kolona transfer edildi ve oda sicakliginda 12000 x g de 20 sn santrifiij
edildi. Tiip dokiildii ve kolon tekrar tiipiin igerisine yerlestirildi. Tiim lizatlar kolona

transfer edilinceye kadar bu basamak tekrarlandi.

9) Kolonun tizerine 700 ul wash Buffer 1 solusyonu eklendi, oda sicakliginda 12000 x g

de 20 sn santrifiij edildi. Tiip dokiildi ve kolon tekrar tiipiin iizerine yerlestirildi.

10) Kolonun iizerine 600 pl Wash Buffer 2 soliisyonu eklendi, oda sicakliginda 12000 x

g de 20 sn santrifiij edildi, tiip dokiildii ve kolon tekrar tiipiin lizerine yerlestirildi.

11) Kolon tekrar 1 dakika maksimum hizda santrifiij edildi ve kolon 1,5 ml'lik eppendorf

tiiplin ilizerine yerlestirildi.
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12) Kolonun merkezine 50-100 pl, 65-70 °C'de bekletilmis niikleaz i¢ermeyen, ultra
distile su veya DEPC’li su eklendi.

13) Oda sicakliginda 12000 x g de 1 dakika santrifiij edildi.
14) RNA hemen kullanildi veya -80 °C'de kullanilincaya kadar saklandi.
cDNA Sentezi Asamalari:

1) Elde edilen RNA’larin 6l¢iimii nanodrop cihazinda yapildi. Cihazda degerler ng/ pl

cinsinden Olgiildii.

2) 1000’er ng RNA icermesi i¢in her bir numuneden alinmasi gereken hacim (pl) miktari

hesapalandi.
Il (cihazda oOlgiilen deger) ng
X (Gereken numune hacmi) 1000ng

X=1000/( cihazda 6l¢iilen deger) pul

3) cDNA sentezinde kullanilacak her bir numune igin gereken reaktif miktarlari ayarlandi
(Tablo 3.2). Total karisim 1.5 ml’lik ependorf tiipe kondu. Hazirlanan karigim esit bir
sekilde kuyucuklara dagitildi (10’ar pl). Her bir numune i¢in 10 pl karigimin {izerine
hesaplanan hacimlere gore RNA’lar eklenerek total hacim 20 pl’den ¢ikarilt1 ve bu hacim

su ile tamamlandi.

Tablo 3.2: cDNA Standart Reaksiyonda 1 numune ve toplam numune i¢in gereken reaktif miktarlar

10 kat seyreltilmis RT Buffer 2l 158 pl
25 Kkat seyreltilmis ANTP Mix (100 mM) 0.8ul 63,2 ul
10 kat seyreltilmis RT Random Primers 2ul 158 pl
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1l 79 Wl
Nuclease-free H.O 42 331,88l
Toplam 10pl 790 wl
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4) Veri tablosuna gore sicaklik ve siire degerleri cihaza girildi (Tablo 3.3).

Tablo 3.3: cDNA sentezi i¢in kullanilan sicaklik ve siire degerleri

Temp. 25°C 37°C 85°C 4°C

Time 5 minutes 120 minutes 10 minutes o0

Primerlerin Sulandirilmasi Asamasu:

Primerler veri tablosuna gore seyreltildi. Hazirlanan stok primerler 10 uM olacak sekilde

diliie edildi. Kullanilan primerler Tablo 3.4’te sunulmustur.

Tablo 3.4: RT-QPCR i¢in Kullanilan Primerler

Chicken NF-xB 20 bp CCGCCAATAGCTTGTCCTGT 20 50 OPC
Forward primer

Chicken NF-kB 20 bp GTATGTAGTGCTGTCCGCGT 20 50 OPC
Reverse primer

Chicken P53 20 bp CGTTACCACGACGACGAGAC 20 50 OPC
Forward primer

Chicken P53 20 bp GCCCCTCCAGTGTAAGGATG 20 50 OPC
Reverse primer

Chicken Bcl-2 20 bp ACCTGGATGACCGAGTACCT 20 50 OPC
Forward primer

Chicken Bcl-2 20 bp GGTCAAACCTTACGTCCCCC 20 50 OPC
Reverse primer

Chicken Bax 20 bp TCGTCGCCTTCTTCGAGTTC 20 50 OPC
Forward primer

Chicken Bax 20 bp GGCCTCATACTGTTGCCGTA 20 50 OPC
Reverse primer

Chicken b-aktin 20 bp CCGTGCTGTGTTCCCATCTA 20 50 OPC
Forward primer

Chicken b-aktin 20 bp TCTGGGCTTCATCACCAACG 20 50 OPC
Reverse primer

OPC: Kolon bazli saflagtirma yontemi
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Real Time PCR asamast:

1) Real Time PCR Standart Reaksiyonda 1 6rnek i¢in gereken reaktifler asagidaki gibi
hesaplanarak kuyucuklara dagitildi. Bir 6rnekte: 10 pl Master Mix + 2 pul cDNA + 2 pl

Primerler + 6 pl Dna free water (20 pl’ye tamamlamak icin)

2) RT-QPCR igin 95 °C’de 5dk; 95°C’de 15s, 60 °C’de 30s, 72 °C’de 30s; 40 dongii

protokolii kullanildi.

PCR 6l¢iimiinde kullanilan tiim cihaz ve malzeme listesi Tablo 3.5’te verilmistir.

Tablo 3.1: PCR Olgiimiinde Kullanilan Cihaz ve Malzeme Listesi

Kullanilan Malzemeler

Rna Izolasyon Kiti Leukemia preps
B-Merkaptoetanol M3148 Sigma-Aldrich 2-Mercaptoethanol CA:(.)ZIZIEber
e oo . .
Proteinaz K Thermo Scientific™ Proteinase K, recombinant, PCR E00491
grade
Kloroform izoamilalkol Merck Isoamyl Alcohol 516726
Niikleaz Free, Ultra Biochrom AGUltra Pure Water, Sterile, Suitable for L0015-BC
Distile Su HPLC
cDNA Kiti High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 4368814
Thermo Scientific™
AELTELD NanoDrop™ 2000/2000¢ Spectrophotometers WD SALLL
PCR Applied Biosystems™ MiniAmp™ Thermal Cycler A37834
Real Time PCR Master Thermo Scientific™ Maxima SYBR Green/ROX K0221
Mix gPCR Master Mix (2X)
. CFX96 TOUCH
Real Time PCR BIORAD Real-Time PCR System 4376600
Primer 100 nmol HPLC Grade
Santrifiij Neofuge 13R-Refrigerated Centrifuge-Heal Force Bio
Thermo Scientific™ Water, Nuclease-free, Molecular
Su Biology Grade, Ultrapure 7732-18-5
PBS Gibco™ PBS, pH 7.2 20012027

Marka

A.B.T.™ Blood/Tissue RNA Purification Kit for
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3.5 istatistiksel Analiz

Verilerin analizi SPSS (Statistical Package for Social Science) 22.0 programi kullanilarak
yapildi. Gruplar arasi karsilastirmalar Kruskal-Wallis testi kullanilarak yapildi. Sonuglar
ortalama + standart sapma (SD) seklinde ifade edildi. Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak
kabul edildi.
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4. BULGULAR

Isiklt mikroskop altinda disseke edilen lensler incelenmis ve HC grubunun tamaminda

opaklagsmanin oldugu gézlemlenmistir.

ELISA sonuclarina ait bulgular: Her bir lens numunesine ait ELISA degeri ayni lens

numunesine ait protein degeri ile oranlanarak mg/g protein olarak verildi.

RT-PCR sonuglarina ait bulgular: Kontrol grubundaki gen ekspresyonu 1 alinarak her bir
lensteki ekspresyonun kontrol grubuna kiyasla kag kat arttig1 hesaplanmis ve hesaplanan

degerler iizerinden istatistiksel analiz yapilmistir.
4.1. P53 Protein Diizeyleri

Kontrol, HC, A1, A2, A3, D1, D2, D3, E1, E2, E3 gruplarinin ortalama P53 diizeyleri
Tablo 4.1°de verilmistir. HC grubu kontrol ile grubu karsilastirildiginda P53 diizeyleri
istatistiksel olarak anlamli bir diislis gosterdi (p<0,01). A1, A2, A3, D1, D2, D3, El, E2,
E3 gruplan kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamadi (p>0,05). Al, A2 ve A3 gruplar1 HC grubu ile karsilastirildiginda P53
diizeyleri istatistiksel olarak anlamli artislar gosterdi (p<0,01). A vitamininin diigiik, orta
ve yliksek dozlar1 birbirleriyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamadi (p>0,05). D1 ve D2 gruplari HC grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmazken (p>0,05) D3 grubu HC grubu ile karsilastirildiginda
P53 diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir artig gosterdi (p<<0,05). D vitamininin diistik,
orta ve yiiksek dozlari birbirleriyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamadi (p>0,05). E1 grubu HC grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmazken (p>0,05) E2 ve E3 gruplart HC grubu ile karsilasrildiginda
P53 diizeyleri istatistiksel olarak anlamli artiglar gosterdi (p<0,01). E vitamininin diistik,
orta ve yiiksek dozlari birbirleriyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamadi (p>0,05) (Tablo 4.1 ve Sekil 4.1).
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Tablo 4.1: Lens dokusuna ait P53 degerleri

Grup N Ortalama+SS Min Max
(mg/g protein)

Kontrol 6 30,77£12.90 18,27 52,52

HC 6 13,69+4,78* 8,26 21,66
AT-HC+Vit-A (2500 TU/kg) 7 29,24+14,72° 17,70 60,87
A2-HC+Vit-A (5000 TU/kg) 7 26,28+9,22b 16,66 39,07
A3-HC+Vit-A (10000 TU/kg) 8 32,07+11,48° 17,28 53,70
DI1-HC+Vit-D (2500 TU/kg) 8 48,32+36,37 6,08 114,66
D2-HC+Vit-D (5000 TU/kg) 8 24,33+11,74 8,35 45,28
D3-HC+Vit-D (10000 TU/kg) 8 26,23+11,83¢ 13,29 50,14
E1-HC+Vit-E (250 1U/kg) 7 22.91+12,49 9,62 47,16
E2-HC+Vit-E (500 1U/kg) 8 37,45+24,85° 18,20 91,93
E3-HC+Vit-E (1000 IU/kg) 6 31,5749,72° 17,79 46,14

a: p<0,01 kontrol grubuna gore, b: p<0,01 HC grubuna gore, c: p<0,05 HC grubuna gore, istatistiki

farklilik oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.1: P53 Protein Diizeyleri. a: p<0,01 kontrol grubuna gore, b: p<0,01 HC grubuna gore, c: p<0,05
HC grubuna gore, istatistiki farklilik oldugunu gostermektedir.

4.2. NF-kB Protein Diizeyleri

Kontrol, HC, A1, A2, A3, D1, D2, D3, E1, E2, E3 gruplarinin ortalama NF-kB diizeyleri
Tablo 4.2°de verilmistir. HC grubu kontrol ile grubu karsilastirildiginda NF-«xB diizeyleri
istatistiksel olarak anlamli bir diislis gosterdi (p<0,05). A1, A2, A3, D1, D2, D3, El, E2,
E3 gruplan kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamadi (p>0,05). Al, A2 ve A3 gruplar1 HC grubu ile karsilastirildiginda NF-«xB
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diizeyleri istatistiksel olarak anlamli artislar gosterdi (p<0,01). A vitamininin diigiik, orta
ve yliksek dozlar1 birbirleriyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamadi (p>0,05). D1 ve D2 gruplart HC grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlaml1 bir fark bulunamazken (p>0,05) D3 grubu HC grubu ile karsilastirildiginda
NF-kB diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdi (p<0,01). D vitamininin
diisiik, orta ve yiiksek dozlar1 birbirleriyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunamadi (p>0,05). E1 grubu HC grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamazken (p>0,05) E2 ve E3 gruplar1t HC grubu ile
karsilasrildiginda NF-«xB diizeyleri istatistiksel olarak anlamli artiglar gosterdi (p<0,01).
E vitamininin diisiik, orta ve yliksek dozlar1 birbirleriyle karsilagtirildiginda istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05) (Tablo 4.2 ve Sekil 4.2).

Tablo 4.2: Lens dokusuna ait NF-kB degerleri

Grup N Ortalama+SS Min Max

(mg/g protein)
Kontrol 6 1,23+0,22 0,64 1,96
HC 6 0,60+0,09° 0,36 1,00
A1-HC+Vit-A (2500 1U/kg) 7 1,5340,27° 0,70 2,96
A2-HC+Vit-A (5000 TU/kg) 7 1,09+0,14° 0,74 1,86
A3-HC+Vit-A (10000 [U/kg) 8 1,63+0,23° 0,83 2,85
D1-HC+Vit-D (2500 1U/kg) 8 2,2140,67 0,23 6,15
D2-HC+Vit-D (5000 1U/kg) 8 1,0840,19 0,42 2,19
D3-HC+Vit-D (10000 1U/kg) 8 1,02+0,14° 0,53 1,92
E1-HC+Vit-E (250 1U/kg) 7 1,2940,40 0,41 3,63
E2-HC+Vit-E (500 1U/kg) 8 1,61+0,33° 0,78 3,41
E3-HC+Vit-E (1000 [U/kg) 6 1,3940,20° 0,83 1,97

a: p<0,05 kontrol grubuna gore, b: p<0,01 HC grubuna gore, istatistiki farklilik oldugunu gostermektedir.
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NF-kB Protein Duzeyleri
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Sekil 4.2: NF-kB Protein Diizeyleri. a: p<0,05 kontrol grubuna gore, b: p<0,01 HC grubuna gore,
istatistiki farklilik oldugunu gostermektedir.

4.3. Bcl-2 Protein Diizeyleri

Kontrol, HC, Al, A2, A3, D1, D2, D3, E1, E2, E3 gruplarinin ortalama Bcl-2 diizeyleri
Tablo 4.3’te verilmistir. HC grubu kontrol ile grubu karsilastirildiginda Bcl-2 diizeyleri
istatistiksel olarak anlamli bir diislis gosterdi (p<0,05). A1, A2, A3, D1, D2, D3, El, E2,
E3 gruplarn kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamadi (p>0,05). A1, A2 ve A3 gruplar1 HC grubu ile karsilastirildiginda Bcl-2
diizeyleri istatistiksel olarak anlamlr artiglar gosterdi (sirasiyla p<0,05, p<0,5 ve p<0,01).
A vitamininin diisiik, orta ve yliksek dozlar1 birbirleriyle karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05). D1 grubu HC grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmazken (p>0,05) D2 ve D3 gruplart HC grubu
ile karsilastirildiginda Bcl-2 diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdi
(p<0,05). D vitamininin diisiik, orta ve yiiksek dozlar1 birbirleriyle karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05). E1 grubu HC grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmazken (p>0,05) E2 ve E3
gruplart HC grubu ile karsilasrildiginda Bel-2 diizeyleri istatistiksel olarak anlamli artiglar

gosterdi (p<0,01 ve p<0,05 sirasiyla). E vitamininin diisiik, orta ve yiiksek dozlari

51



birbirleriyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05).

(Tablo 4.3 ve Sekil 4.3).

Tablo 4.3: Lens dokusuna ait Bcl-2 degerleri

Grup N Ortalama+SS Min Max
(mg/g protein)

Kontrol 6 59,50+25,17 27,03 95,37

HC 6 29,02+14,50° 18,23 56,37
A1-HC+Vit-A (2500 IU/kg) 7 57,22+24,72° 34,95 108,56
A2-HC+Vit-A (5000 [U/kg) 7 46,56+16,02° 33,01 78,26
A3-HC+Vit-A (10000 IU/kg) 8 73,61+29,95¢ 48,75¢ 124,05
D1-HC+Vit-D (2500 1U/kg) 8 94,50+76,82 11,88 247,13
D2-HC+Vit-D (5000 1U/kg) 8 54,00+20,20° 21,31 88,69
D3-HC+Vit-D (10000 IU/kg) 8 74,81+59,19° 29,77 214,85
E1-HC+Vit-E (250 [U/kg) 7 55,00+40,83 15,33 142,54
E2-HC+Vit-E (500 [U/kg) 8 80,431+41,64° 36,62 141,81
E3-HC+Vit-E (1000 1U/kg) 6 58,51+22,20° 31,25 86,35

a: p<0,05 kontrol grubuna gore, b: p<0,05 HC grubuna gore, c: p<0,01 HC grubuna gore, istatistiki farklilik
oldugunu gostermektedir.

Bcl-2 Protein Duzeyleri

Hc:

Kontrol [ ——
B
(on

Hc+Vit-A (2500
1U/kg)
Hc+Vit-A (5000
1U/kg)
Hc+Vit-A (10000
1U/kg)
Hc+Vit-D (2500
1U/kg)
Hc+Vit-D (5000
1U/kg)
Hc+Vit-D (10000
1U/kg)
Hc+Vit-E (250
1U/kg)
Hc+Vit-E (500
1U/kg)
Hc+Vit-E (1000
1U/kg)

Sekil 4.3: Bcl-2 Protein Diizeyleri. a: p<0,05 kontrol grubuna gére, b: p<0,05 HC grubuna gore, c: p<0,01
HC grubuna gore, istatistiki farklilik oldugunu gostermektedir.

4.4. P53 Gen Ekspresyonu Diizeyleri

Kontrol, HC, A1, A2, A3, D1, D2, D3, E1, E2, E3 gruplarinin ortalama rdlatif P53 gen
ekspresyon diizeyleri Tablo 4.4’te verilmistir. HC grubu ile kiyaslandiginda A vitamini

verilen gruplarda doz artigiyla birlikte P53 gen ekspresyonunda bir artis gézlemlense de
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istatistiksel olarak anlamli degildir. D vitamini ve E vitamini verilen gruplar HC grubu
ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamaistir (Tablo 4.4 ve Sekil

4.4).

Tablo 4.4: Rolatif P53 Gen Ekspresyonu

Grup N Ortalama+SS Min Max

Kontrol 6 1,00+0,48 0,29 1,52

HC 6 0,78+0,34 0,31 1,14

A 1-HCHVit-A (2500 TU/kg) 7 0,76+0,15 0,60 97
A2-HC+Vit-A (5000 TU/kg) 7 1,03+0,60 0,41 1,99
A3-HC+Vit-A (10000 IU/kg) 8 1,162£0,20 0,91 1,41
DI1-HC+Vit-D (2500 1U/kg) 8 0,98+0,54 0,33 1,74
D2-HC+Vit-D (5000 IU/kg) 8 0,87+0,39 0,41 1,39
D3-HC+Vit-D (10000 [U/kg) 8 0,84+0,35 0,40 1,40
EI-HC+Vit-E (250 [U/kg) 7 0,70+0,32 0,21 1,14
E2-HC+Vit-E (500 [U/kg) 8 0,91+0,34 0,42 1,53
E3-HC+Vit-E (1000 IU/kg) 6 0,89+0,37 0,52 1,44

Veriler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. Gruplar arasi istatistiksel anlamli fark
bulunamamustir.

Rolatif p53 Gen Ekspresyonu

1,80 -
1,60 -
1,40 -
1,20 -
1,00 -
0,80 -
0,60 -
0,40 -
0,20 -
0,00

Rolatif P53 Gen Ekspresyonu
(Kontrol grubuna kiyasla)

Hc:

Kontrol [ gl

Hc+Vit-A (2500
1U/kg)
Hc+Vit-A (5000
1U/kg)
Hc+Vit-A (10000
1U/kg)
Hc+Vit-D (2500
1U/kg)
Hc+Vit-D (5000
1U/kg)
Hc+Vit-D (10000
1U/kg)
Hc+Vit-E (250
1U/kg)
Hc+Vit-E (500
1U/kg)
Hc+Vit-E (1000
1U/kg)

Sekil 4.3: Rolatif P53 Gen Ekspresyonu. Veriler ortalama + standart sapma seklinde verilmigtir. Gruplar
arasl istatistiksel anlamli fark bulunamamustir.
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4.5. NF-kB Gen Ekspresyonu Diizeyleri

Kontrol, HC, A1, A2, A3, D1, D2, D3, E1, E2, E3 gruplarinin ortalama rolatif NF-kB
gen ekspresyon diizeyleri Tablo 4.5°te verilmistir. Ortalama rolatif gen expresyon
diizeyleri HC grubu ile kiyaslandiginda A, D, E vitamini verilen tim gruplarda artis

gozlemlense de istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (Tablo 4.5 ve Sekil

4.5).

Tablo 4.5: Rolatif NF-kB Gen Ekspresyonu

Grup N Ortalama+SS Min Max

Kontrol 6 1,00+0,37 0,67 1,34

HC 6 0,48+0,33 0,15 ,18
A1-HC+Vit-A (2500 1U/kg) 7 0,81+0,64 0,02 1,56
A2-HC+Vit-A (5000 1U/kg) 7 0,78+0,48 0,19 1,37
A3-HC+Vit-A (10000 [U/kg) 8 0,85+0,54 0,05 1,37
D1-HC+Vit-D (2500 IU/kg) 8 0,90+0,62 0,32 1,74
D2-HC+Vit-D (5000 IU/kg) 8 0,82+0,80 0,17 2,05
D3-HC+Vit-D (10000 IU/kg) 8 0,74+0,47 0,04 1,41
E1-HC+Vit-E (250 TU/kg) 7 0,82+0,71 0,02 2,11
E2-HC+Vit-E (500 TU/kg) 8 0,99+0,66 0,08 1,89
E3-HC+Vit-E (1000 1U/kg) 6 0,81+0,68 0,12 1,51

Veriler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. Gruplar arasi istatistiksel anlamli fark
bulunamamustir.

Rolatif NF-kB Gen Ekspresyonu

1,80 -
1,60 -
1,40 -
1,20 -
1,00 -
0,80 -
0,60 -
0,40 -
0,20
0,00

Roélatif NFKB Gen Ekspresyonu
(Kontrol grubuna kiyasla)

Kontrol
Hc

Hc+Vit-A (2500
1U/kg)
Hc+Vit-A (5000
1U/kg)
Hc+Vit-A (10000
1U/kg)
Hc+Vit-D (2500
1U/kg)
Hc+Vit-D (5000
1U/kg)
Hc+Vit-D (10000
1U/kg)
Hc+Vit-E (250
1U/kg)
Hc+Vit-E (500
1U/kg)
Hc+Vit-E (1000
1U/kg)

Sekil 4.4: Rolatif NF-kB Gen Ekspresyonu. Veriler ortalama * standart sapma seklinde verilmistir. Gruplar
arasl istatistiksel anlamli fark bulunamamustir.
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4.6. Bax/Bcl-2 Gen Ekspresyon Diizeyleri

Kontrol, HC, A1, A2, A3, D1, D2, D3, E1, E2, E3 gruplarinin ortalama rolatif Bax/Bcl-

2 gen ekspresyon diizeyleri Tablo 4.6’da verilmistir. A, D, E vitamini verilen tiim gruplar

ile HC grubunun ve kontrol grubunun rolatif gen expresyon diizeyleri kiyaslandiginda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir (Tablo 4.6 ve Sekil 4.6).

Tablo 4.6: Rolatif BAX/Bcl-2 Gen Ekspresyonu

Grup N Ortalama+SS Min Max

Kontrol 6 0,9995+0,67 0,12 1,70

HC 6 0,7126:0,48 0,18 1,19
AI-HC+Vit-A (2500 1U/kg) 7 0,9492+0,82 0,32 2,37
A2-HC+Vit-A (5000 1U/kg) 3 0,8905+0,80 0,32 2,08
A3-HCHVit-A (10000 [U/kg) 8 0,946020,65 0,13 1,69
DI1-HC+Vit-D (2500 IU/kg) 8 0,802610,69 0,15 1,81
D2-HC+Vit-D (5000 1U/kg) 8 0,7703£0,43 0,28 1,32
D3-HC+Vit-D (10000 IU/kg) 8 0,8005+0,64 0,14 1,84
EI-HC+Vit-E (250 [U/kg) 7 0,8977+0,55 0,33 2,01
E2-HC+Vit-E (500 [U/kg) 8 0,8441%0,54 0,16 2,06
E3-HC+Vit-E (1000 IU/kg) 6 0,8225+0,55 0,12 1,48

Veriler ortalama +
bulunamamustir.

standart sapma seklinde verilmistir. Gruplar arasi istatistiksel anlamli fark

2,00 -
1,80 -
1,60 -
1,40 -
1,20 -
1,00 -
0,80 -
0,60 -
0,40 -
0,20 -
0,00

BAX/BCL-2 Gen Ekspresyonu Orani
(Kontrol grubuna kiyasla)

L —

BAX/Bcl-2 Gen Ekspresyon Orani

M

Kontrol
Hc
1U/kg)

Hc+Vit-A (2500
Hc+Vit-A (5000

1U/kg)
Hc+Vit-A (10000

1U/kg)
Hc+Vit-D (2500

1U/kg)

o o
o o
o o
n — 8
— o —
2% ¥
[ (el
£33 93
> — 2 =
5z
I Q
I

Hc+Vit-E (250

1U/kg)
Hc+Vit-E (500

1U/kg)
Hc+Vit-E (1000

1U/kg)

Sekil 4.5: BAX/Bcl-2 Gen Ekspresyon Orani. Veriler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir.
Gruplar arasi istatistiksel anlamli fark bulunamamustir.
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5. TARTISMA

Eksojen GCl'ler, ¢ok cesitli romatizmal ve diger inflamatuar hastaliklarin tedavisinde
antiinflamatuar ve immiinosupresif ilaglar olarak kullanilir. GC'ler, immiinosiipresif,
antiinflamatuar ve antialerjik etkilerini, doza baglh bir sekilde farkli etki mekanizmalar
yoluyla gosterirler (Strehl ve ark., 2011). Bu mekanizmalar genomik ve genomik olmayan
yollar olarak siiflandirilir. Genomik yolun, GC'lerin 6zellikle doza bagimli olan bir¢ok
olumsuz etkisinden sorumlu oldugu diisliniilmektedir. Son veriler, doza bagh yan
etkilerin genomik yolun aktivasyon derecesi ile yakindan baglantili oldugunu
gostermistir. Gozlemsel calismalar, GC'ler ile osteoporoz, osteonekroz, katarakt,
hiperglisemi, koroner kalp hastalig1 ve biligsel bozulmanin dahil oldugu olumsuz etkiler

arasindaki iliskiyi desteklemektedir (Ruiz-Irastorza ve ark., 2012).

Diisiik doz prednizon ile uzun siireli tedavi géren romatoid artrit hastalarin1 kapsayan
kohort bir ¢alismada 112 prednizon kullanan romatoid artrit hastasi, 112 prednizon
kullanmayan romatoid artri hastas1 ile yas, cinsiyet, irk, hastalik siiresi bakimindan
birebir eslestirilerek tedavi siiresinde meydana gelen ¢esitli yan etkiler (kirik, ciddi
enfeksiyonlar, gastrointestinal kanama ve katarakt) incelenmistir. Prednizon kullanan
grupta toplam 92 yan etkiye kars1 prednizon kullanmayan grupta toplam 31 yan etki tespit
edilmistir. Bununla beraber prednizon alan grupta 17 kiside katarakt tespit edilirken
prednizon almayan grupta 5 kiside katarakt tespit edilmis. Prednizon ile tedavi edilen
hastlarda katarakt olgusu istatistiksel anlamda yiiksek bulunmustur (p<0,04) (Saag ve
ark., 1994).

Sistemik lupus eritematozus (SLE) hastalarinda kortikosteroid kullanimai ile organ hasari
arasindaki iligkiyi degerlendirmek amaciyla Hopkins Lupus Kohort Calismasina kayith
539 hastada steroid tedavisinin ilk hasara etkisini, Cox orantisal risk modellerini
kullanilarak degerlendirilmis, kiimiilatif dozdaki 36,5 gm'lik artisla, katarakt gelisimi
riskinin 6nemli olctide iligkili (RR 1.9, % 95 GA, p<0,001) oldugunu tespit edilmistir
(Zonana-Nacach ve ark., 2000).

Avustralya, Sidney yakinlarindaki Blue Mountains'in kentsel bir bolgesinde gérme ve
yaygin goz hastaliklar1 {izerine niifusa dayali, kesitsel bir ¢aligma yiiriitilmistiir. Bu

caligmaya ¢alisma sirasinda veya Oncesinde inhale kortikosteroid (beclomethasone veya
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budesonide) kullanmis olan 49-97 yas aras1 3654 kisi dahil edilmistir. Katilimcilarin
bilgileri anket yoluyla toplanmis ve kortikal, niikleer veya PSC’lerin varligin1 ve
ciddiyetini belirlemek i¢in deneklerin lenslerinin fotograflar1 degerlendirilmistir.
Istatistiksel analiz, kiimiilatif olasilik modeli ve sirali regresyon ile gerceklestirilmis olup,
deneklerin % 6'sinda bir dereceye kadar PSC, % 24'liinde kortikal katarakt tutulumu
(mercegin yiizde 5'inden fazlasi) ve % 19'unda 4. veya 5. derece niikleer katarakt oldugu
goriilmiistiir. Herhangi bir zamanda inhale kortikosteroidlerin kullanimi, niikleer katarakt
(RR 1.5, % 95 GA, 1,2 ila 1,9) ve posterior subkapsiiler katarakt (RR 1.9, % 95 GA)

prevalansinda 6nemli dlgtlide artis ile iligkilendirilmistir (Cumming ve ark., 1997).

Katarakt insidansina iliskin retrospektif bir gozlemsel kohort ¢alismasi yapilmistir.
Calisma popiilasyonu, Ingiltere ve Galler'deki 350 genel muayenehaneden alman 70 yasin
altindaki 286.078 kisiyi igermektedir. Hastalar sadece intranazal kortikosteroid
kullananlar, sadece oral kortikosteroid kullananlar ve her iki ilac1 da kullanmayanlar
olarak siniflandirilmistir. Katarakt vakalarini belirlemek i¢in bilgisayarli tibbi kayitlar
kullanilmistir. Tiim intranazal kortikosteroidler i¢in insidans oranlari, maruz kalmayan
kohorttakilere benzer bulunmus olup (RR 1, % 95 GA) oral kortikosteroidler i¢in insidans
oran1 maruz kalmayan kohorttakilere kiyasla 6nemli dl¢lide daha yiiksek bulunmustur

(RR 2.1, % 95 GA) (Derby ve Maier, 2000).

Bu c¢alismalara ek olarak kortikosteroidlerin; tiiriine, kullanim siiresine ve dozuna bagl
olarak farkli derecelerde lens opaklagsmasina ve katarakta yol actigini destekleyen bir¢ok

caligma mevcuttur (Black et al., 1960; Garbe et al., 1998; Simons et al., 1993).

Prednizolon, flutikazon, budesonid ve deksametazon gibi modern GC'ler, antiinflamatuar
etkileri arttirmak i¢in modifiyeler igeren kortizol (hidrokortizon) yapisina dayanmaktadir

(Adcock ve Mumby, 2017).

Hidrokortizonun katarakt iizerine etkilerini, molekiiler mekanizmalarim ve
antikatarojenik ajanlarin etkilerini arastirmak amaciyla kesitsel ¢aligmalara ek olarak
hayvanlar ilizerinde veya hiicre kiiltiirii ortaminda kontrollii deneyler ve incelemeler

yapilmustir.
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Bir ¢alismada civciv embriyolarinda glukokortikoid kaynakli kataraktlari, bir goriintii
analiz sistemi ile incelemisler, frontal diizlemde lens opasifikasyonunun farkli bolgelerini
temsil eden kontrast bir goriintii elde etmisler ve opakliklarin topografisi, yogunluklari,
bolgelerin ve smirlarin geometrik Sl¢limleri gibi objektif veriler elde etmislerdir.
Mercekteki opasitelerin - gorsel olarak kortikal ve niikleer bolgelerde Onemli
degisikliklerle birlikte karmasik bir model gosterdigini tespit etmislerdir (Babizhayev ve
ark., 1992).

Antikatarakt ajanlar i¢in etkili bir tarama modeli gelistirmek amaciyla yapilan bir
calismada, gelismekte olan civciv embriyolarinda glukokortikoid ile katarakt
indiiksiyonunun yas ile iliskisini incelemisler, 13 giinliik olmadan veya 15 giinliik
olduktan sonra uygulanan HC’nun katarakt indiiksiyonuna etkisinin yetersiz oldugunu,
15. glinde (15 giinliik) civciv embriyolarina uygulanan hidrokortizon sodyum siiksinat
(0.25 pl/mol) ile 48 saat sonra en etkili katarakt indiiksiyonunun gerceklestigini tespit
etmislerdir. Ek olarak bu ¢aligmada 15. giinde HC ile tedavi edilen embriyo lenslerindeki
GSH miktarmin, 48 saat icerisinde kontrol grubuna kiyasla yaklasik % 50 azaldig1 ve
katarakt indiiklenmesinin yetersiz oldugu diger yas gruplarindan elde edilen lenslerde ise
GSH'de ¢ok az azalma oldugu veya hi¢ azalma olmadig: tespit edilmistir (Lee ve ark.,

1995).

Bir baska caligmada glukokortikoid kaynakli katarakt olusumunun mekanizmasini
aragtirmak i¢in civciv embriyolarinin lenslerini, glukokortikoidlerin yan1 sira androjen,
Ostrojen ve mineralokortikoid ile kiiltiirlemislerdir. Kiiltiir sisteminde ve tiim viicut
sisteminde bu steroidlerin neden oldugu seffaflik kayb1 insidanslar1 karsilastirilmigtir. 15
giinliik civciv embriyolarina steroid verildiginde, sadece deksametazon, hidrokortizon ve
prednizolon gibi biyolojik olarak aktif glukokortikoidlerin katarakta neden oldugunu,
metiltestosteron, Ostradiol, etinilestradiol, progesteron ve 19-nor-etisteron’un katarakt
olusumuna neden olmadigini tespit etmislerdir. Tiim viicut sisteminde kataraktin,
glukokortikoidlerin biyolojik aktivitesine bagli olarak ortaya ¢iktig1 sonucuna varilmaigtir.
Izole civciv lensleri kaplarda kiiltiirlendiginde ise deksametazon ve hidrokortizonun
yanisira benzer dozlarda testosteron, estradiol ve aldosteronun da opaklagsmaya neden

oldugu goriilmiistiir (Kosano ve Nishigori, 2002).
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Duman ve ark. (2019) betain'in antikataraktojenik etkisini arastirmak i¢in HC ile
indiiklenmis civciv embriyo katarakt modeli kullanmiglardir. Calisma her bir grupta 10
déllenmis yumurta olmak iizere toplam 60 yumurta iizerinde yapilmustir. Iki gruba HC
verilmemis olup bir gruba sadece HC diger ii¢ gruba ise HC ile birlikte betainin farkl
dozlart verilmistir. HC verilmeyen gruplarin birine sadece fosfat tamponlu salin digerine
ise sadece betain verilmistir. Lenslerdeki opaklasma degerlendirildiginde HC verilmeyen
gruplardaki tiim lenslerin seffaf oldugu, yalnizca HC verilen gruptaki lenslerin ise
tamaminda 3., 4. veya 5. derecede opaklagma oldugu tespit edilmistir. Ek olarak yalnizca
HC uygulanan grup ile PBS uygulanan grup (kontrol grubu) karsilastirildiginda HC

uygulanan grubun GSH diizeylerinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir.

Bizim ¢alismamizda da HC indiiklenen kataraktli lens olusumlar1 bahsi gegen
caligmalarla beraber steroid ile indiiklenmis katarakt (SIC) modelinin kullanildig1 bir¢ok
caligma ile benzerdir (Nishigori ve ark., 1985, 1986, 1988, 2004; Mizuno ve ark., 1989;
Lee ve ark., 1991; Setogawa ve ark., 1994; Uga ve ark., 1994; Ogiso ve ark., 1999;
Ishikawa ve ark., 2015). Kulugkanin 15. giinlinde HC uygulanan grupta yer alan civciv
embriyo lenslerinin tamaminda opaklagsma gozlemlenmistir. Civciv embriyolarin1 HC ile
indiikleyerek elde ettigimiz bu katarakt modeli ise kataraktogenezin molekiiler
mekanizmasini ve A, D, E vitaminlerinin antikatarojenik etkisini aragtirmamiza olanak

tanimigtir.

DNA baglayici protein olarak transkripsiyon baslangicini diizenleyen bir glukokortikoid
reseptoriiniin  (GR) kesfedilmesi ile glukokortikoidlerin molekiiler mekanizmalari
hakkinda ¢ok sey 6grenilmistir (Coutinho ve Chapman, 2011). Klasik genomik eylemler,
GC etkisinin en 6nemli molekiiler mekanizmalaridir ve gen ifadesinde degisikliklere yol
acar. Bu etkilere, GC molekiillerinin plazma zarindan gecisi, inaktif sitozolik
glukokortikoid reseptoriine (cGCR) yliksek afiniteli baglanma, aktiflestirilmis GC/cGCR
kompleksinin olusumu ve kompleksin ¢ekirdege translokasyonu neden olur.
"Transaktivasyonda" dimerize GR-protein kompleksi, GC tarafindan diizenlenen genlerin
promotoriine baglanir ve sonunda transkripsiyonel aktivasyon yoluyla antiinflamatuar
proteinler dahil olmak iizere belirli diizenleyici proteinlerin yukar1 dogru diizenlenmis
sentezine yol acar. "Transrepresyonda" GR monomerleri, aktivator protein-1 (AP-1),

niikleer faktér-kB (NF-«kB), interferon diizenleyici faktor-3 (IRF-3) gibi proinflamatuar
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genlerin ekspresyonunun diizenlenmesinde yer alan transkripsiyon faktorlerinin
aktivitesine miidahale ederek protein sentezinin asagi regiilasyonuna yol agar (Sekil 5.1)

(Stahn ve ark., 2007; Spies ve ark., 2011).

CH, CH,
cGCR QO Qe‘
° Deksametazon

Transaktivasyon C/% Transrepresyon

Nukleusa translokasyon

)g N N RN
Pozitif GRE'ye

baglanma Nukleer koaktivatorlerle TF |'Ie dlrekt'ya .da
yarigma indirekt etkilesim

- NFxB
Transkripsiyon @ AP
g | O®
5 ;; 2 STATS
Transkripsiyon \ /

GRE

Antiinflamatuar ve
l dlizenleyici proteinlerin
ekspresyonu QM
% GRE
Proinflamatuar proteinlerin

sentezinin baskilanmasi

Proteinler
Antiinflamatuar Dizenleyici proteinler: IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 Prostaglandins
proteinler: Tirozin aminotransferaz VEGF TNF
IL-10 Serin dehidrogenaz COX-2 IFN-y
Anneksin-Al Fosfoenol piruvat
IKB karboksikinaz U

Sekil 5.1: Glukokortikoidlerin genomik etkileri.

Kisaltmalar: AP1: aktivator protein 1, cGCR: sitozolik glukokortikoid reseptorii, COX-2: siklooksijenaz 2,
GRE: glukokortikoid yanit elemani, IkB: NFkB inhibitorii, IFN-y: interferon y, IL: interlokin, NF-AT:
aktiflestirilmis T hiicrelerinin niikleer faktorii, NF«B: niikleer faktor kB, STATS: sinyal doniistiiriicli ve
transkripsiyon 5'in etkinlestiricisi, TF: transkripsiyon faktorti, TNF: tiimor nekroz faktorii, VEGF: vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii (Stahn ve Buttgereit, 2008b).

Gupta ve Wagner’in (2003) fonksiyonel GR'nin insan ve fare lens epitel hiicrelerinde
(HLE B-3 ve aTN4 hiicre hatlarinda) ifade edilip edilmedigini belirlemek amaciyla
yaptigi ¢alismada tiim numunelerde beklenen boyutta PCR iiriinleri tespit edilmis, her iki

yonde sekanslandiginda GR ile % 97 ila % 100 homolojiye sahip oldugu bulunmustur.

Gupta ve ark. (2005) yaptiklart ¢alismada yeni izole edilmis insan LEC'lerinin
glukokortikoid tedavisine yanit verip vermedigini belirlemeyi ve LEC'lerde global gen
ekspresyonunda glukokortikoid kaynakli degisiklikleri incelemeyi amaclamislardir.

Deksametazon ile tedavi edilen insan LEC Kkiiltliriinde glukokortikoid tepkisi 4 kattan
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fazla artis gostermistir. Mikroarray verileri deksametazon ile 4 saatlik uygulamanin, 136
genden 93’iliniin transkripsiyonunu yukari ve 43'liniin transkripsiyonunu asagi regiile
etmistir; 16 saatlik deksametazon uygulamasi ile 86 genden 30’unun transkripsiyonunu
yukar1 ve 56’smin transkripsiyonunu asagi regiile etmistir. Degisimlerin 1.5 kattan fazla
oldugu bildirilmistir. Genlerin ve genomlarin islevlerini, diizenlemelerini ve
etkilesimlerini anlamak ic¢in kullanilan bir biyoinformatik veritaban1 olan Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGQ) yollar1 kullanilarak 4 ve 16 saat modiile
edilmis genlerin EASE analizi (gen ifadesi verilerini anlamli biyolojik kategorilere
baglamak i¢in yaygm olarak kullanilan bir yontem) yapilmis ve sonuglar
glukokortikoidlerin, fosfatidil inozitol ve mitojenle aktive edilen protein kinaz (MAPK)
yollarinin bilesenlerini ve diizenleyicilerini modiile edebilecegini gostermistir. Fosfatidil
inozitol yolu, hiicrenin hayatta kalmasi, hiicre proliferasyonu, hiicre biiyiimesi ve
transformasyonu gibi hiicresel yanitlarda yer alir. MAPK yolu ise, hiicre proliferasyonu,

hiicre farklilagsmasz, hiicre hareketliligi, hiicre sagkalimi ve apoptoz ile ilgilidir.

HLEC'lerde spesifik GR aktivasyonunu gostermek ve gen ekspresyonundaki GC kaynakli
degisikliklerin biyolojik etkisini tanimlamak icin yapilan bir calismada; LEC'lere
deksametazon uygulamasinin hiicre apoptozunda veya proliferasyonda 6nemli bir azalis
ya da artisa yol agmadig1 goriilmiistiir. Ek olarak deksametazon ile modiile edilmis genler
arasindaki temel iliskileri belirlemek icin biyolojik yol analizi yapan bir yazilim araci
kullanilmistir. Delta sleep-inducing peptit (DSIP) biiyiik dl¢lide yukari regiile edilmistir.
Gergeklestirilen yol analizinde, DSIP’in, MAPK kaskadinin yukar1 ve asagi akisinda
bulunan RAF-1 ve c-Fos/c-Jun ile etkilesime girdigi goriilmistiir. Bilgisayar programi,
DSIPmin glukokortikoid kaynakli 16sin fermuarina (GILZ-Glucocorticoid-induced
leucine zipper) benzer oldugunu 6ne siirmiis ve DSIP ile GILZ mRNA dizilerinin %100
homolog oldugu tespit edilmistir. GILZ, MAPK fosforilasyonunun ve sonrasinda
aktivasyonunun diizenleyicisidir. Daha ileri analiz MKP-1 (MAPK fosfataz-1/DUSP-1)
dahil olmak iizere GC tarafindan modiile edilen genlerin 30 kadarinin MAPK yolunda
yer aldigini ortaya ¢ikarmistir. MKP-1, MAP kinazlarindaki (ERK, JNK ve p38) kritik
kalintilar1 defosforile eden bir fosfatazdir. Sonug olarak bu ¢alismada GC’nin hLEC'lerde
GILZ ve MKP-1 (MAPK diizenleyicileri) mRNA’larinin ve proteinlerinin artan
ekspresyonu gozlenmistir. Bu, RAF, ERK, p38 ve AKT'nin fosforile formlarinda bir

61



azalmaya karsilik gelmis; ancak JNK'da degisiklik gézlemlenmemistir (Gupta ve ark.,
2007).

MAPK veya PI3K/AKT yolaklarmin uzun siireli modiilasyonunun, proliferasyonda
artiga, farklilagmada azalmaya, migrasyonda artisa, apoptozda azalmaya veya hiicre
sagkaliminda artisa yolacabilecegi ve bunlarin tiimiiniin PSC’ye neden olabilecegi 6ne

stiriilmiistiir (Gupta ve Wagner, 2009).

MAPK ve Bcl-2 sistemlerinin, hiicrelerin ¢ogalmasini ve oliimiinii diizenlemek igin
birbirleriyle iletisim kurdugu, sirayla fofsorillenen Raf/MEK/ERK yolunun proapoptotik
olan Bad'i S112'de fosforile ederek Bad’in inaktivasyonuna katkida bulundugu ve bu
olayin homodimerlerin olusumuna ve Bcl-2’nin antiapoptotik cevabina katkida

bulundugu literatiirde yer almaktadir (Vitagliano ve ark., 2013).

GC’nin MKP-1 ekspresyonunu artirmasi, buna bagl olarak RAF, ERK fosforile
formlarinin azalmas1 (Gupta ve ark., 2007); BAD’in inaktivasyonunu ortadan
kaldirabilecegi, homodimerlerin olusumunun engellenebilecegi ve Bcl-2 antiapoptotik

yanitinin azalabilecegini diislindiiriir (Vitagliano ve ark., 2013).

Bizim ¢aligmamizda, HC uygulanan lenslerdeki Bcl-2 protein diizeylerinin istatistiksel
olarak anlamli azalis1 ve istatistiksel olarak anlamli olmasa da rolatif Bcl-2 mRNA
ekspresyon ortalamasinin daha diisiik olmasi uyguladigimiz HC’nin GR reseptdrleri
aracili1 ile MAPK yolunu modiile ederek lens hiicrelerini apoptoza gotiirdiigii fikrini

desteklemektedir.

p53 yukar regiileli apoptoz modiilatorii (PUMA), Bcl-2 ailesinin BH3-only alt grubunun
iiyesidir. Genotoksik stres, diizensiz onkogen ekspresyonu, toksinler, degismis redoks
durumu, biiyiime faktorii/sitokin ¢ekilmesi ve enfeksiyon dahil olmak iizere ¢ok cesitli
uyaranlarla indiiklenen p53'e bagimli ve bagimsiz apoptozun kritik bir aracisidir (Yu ve
Zhang, 2009). Glukokortikoidler tarafindan indiiklenen p53'ten bagimsiz apoptoz,
hematopoietik ve noronal hiicrelerin dahil oldugu birkac hiicre tipinde PUMA'ya
bagimlidir (Jeffers ve ark., 2003; Villunger ve ark., 2003; Noguchi ve ark., 2008). PUMA,
oliim sinyallerini 6ncelikle mitokondriye iletir, burada antiapoptotik iiyelerin dayattig
engellemeyi hafifleterek Bcl-2 ailesinin proapoptotik iiyeleri Bax ve/veya Bak tizerinde

dolayli olarak etki eder. PUMA, mitokondriyal islev bozuklugunu ve kaspaz
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aktivasyonunu indiiklemek i¢in bilinen tiim antiapoptotik Bcl-2 aile {iyelerini dogrudan
baglar ve antagonize eder (Yu ve Zhang, 2009). Ek olarak PUMA'in NF-kB'nin
dogrudan bir hedefi oldugunu ve apoptoza aracilik ettigi gosterilmistir (Wang ve ark.,
2009). Bir calismada hem PUMA hem de Bim'in glukokortikoid kaynakli dldiirmeye
onemli dlgiide katkida bulundugu ve PUMA ve Bim'in in vivo lenfoid hiicrelerde
glukokortikoid kaynakli apoptozun ana baglaticilar1 oldugunu ortaya konmustur (Erlacher
ve ark., 2005). Bcl-2 protein diizeylerinin ve mRNA ortalamalarinin diisiik olmasi bu
onemli apoptotik yolun lens epitel hiicrelerinde de gegerli olabilecegini diisiindiiriir;
ancak literatiirde steroidle indiiklenmis lens epitel hiicrelerinde PUMA seviyelerine

bakilmis bir ¢aligma yoktur (Sekil 5.2).

DNA hasari Telomer erozyonu Onkogenler

N /
D D
. \\'{— Hipoksi
»’ ’ oS . J—
Sitokin
tilkenmesi ®\
m Hiicre

m N dongusinin
m durmasi
2 \
1 PIG3, PIG8, PERP :
: pS3AIP1, pS3DINP1 1
R e e

Apoptosis

Sekil 5.2: Hiicrelerin sitotoksik ilaglara, radyasyona ve sitokin cekilmesine apoptotik tepkileri igin
olusturulmus model. BH3-only proteinleri Puma, Noxa ve Bim, hem p53'e bagli hem de p53'ten bagimsiz
stres tepkilerine aracilik eder. Deksametazon tarafindan uyarilan puma transkripsiyonu, puma'nin
glukokortikoid reseptdrii tarafindan indiiklenebilecegini gosterir (Villunger ve ark., 2003).

Immiinite ve inflamasyonun énemli diizenleyicileri olarak tanimlanan iki hiicresel sinyal
yolu, NF-kB ve glukokortikoid aracili sinyal iletim basamaklaridir. NF-kB'nin,

bagisiklikta yer alan cesitli sitokinlerin ve sitokin kaynakli genlerin transkripsiyonel
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aktivasyonuna aracilik ettigi bilinmektedir. GR ve NF-xB, immiin ve inflamatuar
yanitlarin diizenlenmesinde taban tabana zit iglevlere sahip indiiklenebilir transkripsiyon
faktorleridir. GR, NF-kB tarafindan aktive edilen sitokinlerin ve sitokin kaynakli genlerin
cogunun ekspresyonunu inhibe eder ve bdylece bagisiklik ve iltihaplanma baskilayici
islev goriir. NF-xB'nin indiikledigi genler GR'nin bastirdig1 genlerle karsilastirildiginda,
NF-«kB ve GR'nin fizyolojik antagonistler oldugu ortaya cikmaktadir (McKay ve
Cidlowski, 1999).

GILZmin karboksi terminalinin, NF-kxB p65'in islem alanin1 bagladigi, niikleer
translokasyonunu 6nledigi ve bdylece GILZ proteininin, ¢coklu hiicresel islemlerde NF-
kB’nin transkripsiyonel aktivitesini diizenleyebildigi gosterilmistir (Di Marco ve ark.,
2007; Srinivasan ve Janardhanam, 2011). Sonug olarak, GC’ler GILZ'in ekspresyonunu
yukar1 regiile ederek ve boylece NF-kB aktivasyonunu inhibe ederek iltihaplanma ve
bagisiklik tepkilerini inhibe edebilir ve/veya proliferasyon ve hiicre 6liimiinii modiile
edebilir (Srinivasan ve Walker, 2022). Bizim ¢aligmamizda, HC uygulanan lenslerdeki
NF-kB protein diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli azalisi ve istatistiksel olarak
anlamli olmasa da rolatif NF-kB mRNA ekspresyon ortalamasinin daha diisiik olmasi
uyguladigimiz HC’nin civciv embriyosuna ait lenslerde GILZ/DSIP aracilig1 ile NF-xB
transkripsiyonunu modiile ettigini ve lens hiicrelerini apoptoza yonlendirdigini

desteklemektedir.

P53 timor baskilayici, DNA hasari, hipoksi ve onkojen aktivasyonu gibi hiicresel
streslere yanit olarak hiicre dongiisii durmasin1 ve apoptozu indiikleyerek hiicresel

proliferasyonu sinirlar (Shen ve White, 2001).

GR’ler, hiicreye 6zgii bir sekilde yalnizca apoptozu degil, ayn1 zamanda hayatta kalmay1
destekleyebilen ligand bagimli bir transkripsiyon faktorii olarak kargimiza ¢ikar. Aziz ve
ark. (2012), meme epitel hiicrelerinde ve meme kanser hiicrelerinde dex ile uyarilmigmig
GR aktivasyonunun, PKC ekspresyonunu indiikleyerek ve boylece P53’{i inhibe ederek

apoptozdan korudugunu gostermislerdir.

Sengupta ve ark. (2000), noéroblastoma hiicreleri iizerinde yaptiklar1 caligmada

deksametazon ile aktive olan endojen ve eksojen GR'nin yol actig1 p53 sitoplazmik
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sekestrasyonun sonucu olarak p53'in transkripsiyonel aktivitesinin inhibe oldugunu

bildirmislerdir.

Sengupta ve ark.’nin (2001), normal endotel hiicreler {izerinde yaptig1 bir diger ¢alisma
ve Zhang ve ark.’nin (2006), osteosarkoma hiicre hattinda yaptigi ¢aligmalar da GR ve
p53 arasindaki karsilikli inhibisyonun bazi hiicre tiplerinde bazi 6zel durumlarda var

oldugunu dogrulamaktadir.

Bizim ¢aligmamizda, HC uygulanan lenslerdeki P53 protein diizeylerinin istatistiksel
olarak anlamli azalis1 ve istatistiksel olarak anlamli olmasa da rélatif P53 mRNA
ortalamasinin daha diisiik olmast GR ve P53 arasindaki karsilikli inhibisyonu ve HC’nin
lens hiicrelerinde p53 seviyelerini azaltarak lens hiicreleri apoptozdan korudugunu

desteklemektedir.

Bax'in p53 tarafindan diizenlenen bir yolda apoptozun indiiklenmesi i¢in yer alan birincil
yanit geni oldugu ve P53’lin, pro-apoptotik bir protein olan Bax'in transkripsiyonunu

dogrudan indiikleyebildigi bilinmektedir (Toshiyuki ve Reed, 1995; Xu ve ark., 2019).

Deng ve ark. (2022), insan lens epitel hiicreleri iizerinde yaptiklar1 ¢alismada ve Nie ve
ark. (2021), fare lens epitel hiicreleri lizerinde yaptiklar1 ¢alismada P53 transkripsiyon

aktivitesinin Bax’1 yukari regiile ettigini bildirmislerdir.

Bizim c¢aligmamizda HC uygulanan lenslerdeki rolatif Bax/Bcl2 mRNA expresyon
diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olmasa da nispeten daha
diisiik olmasint HC uygulanan lenslerdeki BAX’1n dogrudan indiikleyicisi olan p53’iin

ekspresyon diizeylerinin azalmasina baglayabiliriz.

Kiiltiirlenmis hiicreleri kullanan Lacroix ve ark. (1984), ve Reiss ve ark. (1988), retinol
ile tedavi edilen hiicrelerde deksametazon baglanmasinda bir azalma oldugunu

gostermistir.

Audouin ve ark. (1993) sicanlar lizerinde yaptiklar1 ¢aligmada A vitamini eksikligi olan
sicanlarda kontrollere gore glukokortikoid reseptdr baglanmasinin daha yiiksek oldugunu
ve retinoik asit takviyesi ile normale dondiigiinii, ancak A vitamini agir1 yiiklenmis

sicanlardaki glukokortikoid baglanmasinin kotrollerden farkli olmadigini bildirmislerdir.
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Oshika ve ark. (1998), deksametazon tedavisinin erken embriyonik sigan akcigerlerinin
kiiltiir ortaminda, akciger olgunlagmasi, epitelyal farklilasma ve biiylime ile ilgili genlerin
morfolojisini ve ekspresyonu incelemisler; deksametazonun hem bozulmus hem de
hizlandirilmis olgunlagmayi indiikledigini, retinoik asitin deksametazonun neden oldugu

olumsuz etkileri ve hizlandirilmis olgunlagmay1 inhibe ettigini bildirmislerdir.

Bizim ¢aligmamizda A vitamininin disiik, orta ve yiiksek dozlari, HC ile indiiklenmis
lenslerde azalan P53, NF-xB, Bcl-2 protein diizeylerini normale dondiirdii ve P53, NF-
kB, Bax/Bcl-2 mRNA ekspresyon ortalamalarini ise istatistiksel olarak anlamli olmasa
da normale yaklastirdi. Sonuglarimiz civciv embriyolarina uyguladigimiz vitamin A’nin
tim dozlarda GC-reseptdr baglanmasini baskilandigmi ve lens hiicrelerini GC’lerin

olumsuz etkilerine kars1 korudugunu destekler.

VDR, ¢ok ¢esitli fizyolojik etkileri olan bir niikleer transkripsiyon faktoriidiir. D vitamini
dogrudan veya dolayli olarak insan genomunun % 5'ini veya 900'den fazla farkli geni
diizenler (Wang ve ark., 2005). Ek olarak VDR’nin neredeyse her yerde ifade edildigi
bildirilmistir (Bouillon ve ark., 2008). Son zamanlarda, D vitamini hidroksilazlarinin
(CYP27B1, CYP27A1, CYP2R1 ve CYP24A1) varligi kornea epitelinde, endotelde,
skleral fibroblastlarda, pigmentsiz siliyer cisim epitelinde ve yetiskin retinal pigment
epitel hiicre hatlarinda gosterilmis ve bu hiicre tiirlerinin ¢ogunun 25(OH)D'yi
fonksiyonel olarak aktif 1,25(OH);D’ye doniistiirebildigi bulunmustur (Reins ve
McDermott, 2015).

Albert ve ark. (2002), retinoblastoma hiicre hattinda yaptiklar1 ¢calismada 16,23-D3 ve
la-OH-D2 analoglarimin, azaltilmis toksisite ile tiimorleri inhibe ettigini, etki
mekanizmasinin, artmis apoptoz ile sonuglanan p53 gen ekspresyonunun yukari

regiilasyonu, Bax ve P21’in aktivasyonu ile iliskili oldugunu bildirmislerdir.

1,25(OH).D’nin hidrojen peroksit ile muamele edilmis retinal pigment epitel hiicre hatlari
iizerindeki anti-sitotoksik, anti-apoptotik ve anti-genotoksik etkilerinin ve tedavi edilen
hiicre hatlarinin mitokondriyal membran potansiyellerinin degerlendirildigi bir ¢aligma
sonucunda Vitamin D3’lin, tim konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli anti-

sitotoksik etkiler gosterdigini, hiicre canliligini artirdigini, apoptozu ve DNA hasarini
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azalttigini, ek olarak doza bagli olarak D3 vitamininin mitokondriyal membran

potansiyelini 6nemli dlciide azalttigini bildirmislerdir (Ekinci ve ark., 2021).

Chen ve ark.’nin (2019) fareler {izerinde yaptiklar1 ¢alisma, 1,25(OH)2D3'"lin, Nrf2'yi
yukar1 dogru diizenleyerek, oksidatif stresi ve DNA hasarini 6nleyerek, p53-p21 ve pl6-
Rb sinyal yollarini etkisiz hale getirerek ve hiicre yaslanmasini ve SASP'yi dnleyerek
yaslanmay1 geciktirmede rol oynadigini 6ne siirmektedir. Jiang ve ark. (2021), VDR ’nin
ligand: (aktif D vitamini veya Parikalsitol gibi agonisti) ile baglandiktan sonra aktive
oldugunu ve IkBa kinaz aktivitesini inhibe ederek NF-kB aktivitesini asagi dogru

diizenleyerek antiinflamatuar etkiler gosterdigini bildirmislerdir.

Yaptigimiz ¢aligmada HC ile indiiklenmis lenslerde yiiksek doz vitamin D’nin P53’
yukari regiile etmesi apoptozu deseklemektedir. Ek olarak yiiksek doz vitamin D, NF-kB
protein diizeylerini artirarak normal seviyelere yaklastirmis; orta diizey D vitamini Bcl-2
protein diizeylerini normale yaklastirirken yiiksek doz D vitamini Bcl-2 protein
diizeylerini normalin iizerine ¢ikarmigtir. NF-kB ve Bcl-2’nin yukar1 regiilasyanu ise
vitamin D’nin hiicreyi apoptozdan korudugunu gdstermektedir. Calismamizda hem
antiapoptotik hem de proapoptotik belirteglerin artig1 vitamin D’nin GC’lerin olumsuz
etkisini tersine g¢evirdigini ve GC’lerin genomik etkilerinin karmaksikligini orataya
koymaktadir. Bahsi gegen caligmalar ile celisen sonuglar elde etmemiz, hiicreleri
indiikleyen faktoriin, ¢aligilan hiicre tipinin ve kullanilan vitamin D dozunun farklilikar

arzetmesinden kaynakli olabilir.

E vitaminin antioksidan roliinliin diginda hiicre ¢ogalmasinin inhibisyonu, NADPH
oksidaz aktivasyonu, ¢Opcli reseptor CD36'nin yukar1 regiilasyonu ve adezyon
molekiillerinin agag1 regiilasyonu gibi yeni fonksiyonlar1 tespit edilmistir (Landes ve ark.,

2003).

E vitamini hiicre sistemlerindeki diger antioksidanlarla karsilagtirilmig, E vitamininin
hiicre proliferasyonunu engellemesinin, serbest radikalleri siiplirme yeteneginden
kaynaklanmadig1 sonucuna varilmustir. Ilgi ¢eken nokta ise E vitaminin, antioksidan
olmayan bir mekanizma ile protein kinaz C'nin (PKC) negatif regiilasyonuna yol
acmasidir. Ek olarak E vitamininin, PPARy, NRF2, NFkB, RORa, Hifla, ER} ve PXR
gibi transkripsiyon faktorlerini etkiledigi bildirilmisitr (Khadangi ve Azzi, 2019).
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PKC’nin negatif regiilasyonu ile Bcl-2’nin baskilanmasit beklenmektedir. Bizim
calisgmamizda ise vitamin E2, Bcl-2’yi yukari regiile ederek lens hiicresini apoptozdan
korumaktadir. Bu ¢eliskinin uygulanan E vitami formlarinin ve hiicre tipinin farkli

olmasindan kaynaklanmasi miimkiindiir.

Bir bagka caligmada oksidatif stres kosullar1 altindaki bir sigan modelinde oT ve aT-
fosfatin apoptoz lizerindeki etkisinin arastirilmasi amag¢lanmistir. oT ve aT-fosfatin; Bcl-
2 ve Akt'yi tesvik ederek, ve JNK, Notch-1 ve p38MAPK genlerini baskilayarak ytiksek
glukoz/hipoksi kaynakli hiicre apoptozunu zayiflattigini tespit etmislerdir (Wu ve ark.,
2018).

MAPK stres sinyal yollarinin lens epitelinde ve HLE hiicre hattinda bulundugu
bilinmektedir (Li ve ark., 2003). insan lens epitel hiicreleri iizerinde yapilan ¢alismada
ise Chitchumroonchokchai ve ark. (2004), sagklikli insan lens epitel hiicrelerinde JNK ve
P38’in fosforile formlarina rastlamazken bu hiicreleri UVB ile indiiklerinde JNK ve
P38’in belirgin sekilde fosforlandigini tespit etmislerdir. Calisma sonucunda kiiltiirlerin
UVB’ye maruz birakmadan 6nce aoT ile 6n tedavisinin JNK aktivasyonunu % 50-60
oraninda, P38 aktivasyonunu % 18 oraninda bastirdigin1 gostermislerdir. P38 ve JNK
fosforile formlarinin azalmasiyla proapoptotik faktorlerin azalmasi ve Bel-2’nin artmasi

ile hiicre apoptozdan korunmaktadir (Morrison, 2012).

Yaptigimiz ¢alismada benzer sekilde vitamin E miidahelesinin doza bagli olarak Bcl-2
seviyelerini yukari regiile ettigini ve lens hiicresini apoptozdan korudugunu gérmekteyiz.
Ek olarak HC ile indiiklenmis lenslerde orta doz E vitamini P53, Bcl-2 ve NF-«B protein
diizeylerini artirarak normal seviyelerin iizerine ¢ikarirken yiiksek doz E vitamini HC
grubuna kiyasla P53, Bcl-2 ve NF-kB protein diizeylerini artirsa da etkisi orta doz E

vitamine kiyasla daha azdir.

Calismamizda ELISA yontemi ile protein analizleri istatistiksel olarak anlamli sonuglar
veritken mRNA ekspresyon diizeylerinin ortalamalarinda degisiklikler olsa da
istatistiksel olarak anlamli sonuglar vermemesini denek sayimizin azliga

baglamaktay1z.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda dikkat c¢eken nokta lenslerin HC ile indiiklenmesi sonucu hem
antiapoptotik hem de proapoptotik belirteglerin kontrol grubuna kiyasla protein
diizeylerinin dnemli derecede azalmasi ve mRNA ekspresyon diizey ortalamalarinin
azalmasidir. Bu da glukokortikoidlerin etki mekanizlarimin karmasikligin1 ortaya
cikarmaktadir. Bir diger 6nemli nokta ise A, D ve E vitaminlerinin doza bagli olarak
glukokortikoidlerin inhibe ettigi antiapoptotik ve proapoptotik belirteglerin tamamini
etkileyerek normal seviyeye ¢ekmesidir. Burada A, D ve E vitaminlerinin GC’lerin
olumsuz etkilerini zayiflatarak normale dondiirdiiglinii sdyleyebiliriz; ancak bu etkilerin
mekanizmasini net olarak aciklayabilmek i¢in daha ileri ¢alismalarin yapilmasuna ihtiyag

vardir.

Steroidle indiiklenmis katarakt etiyopatogenezi belirsizligini korumaktadir. SIC
etiyopatogenezinde apoptozun roliinii anlayabilmek i¢in ve antikatarojenik Ogelerin
koruyucu mekanizmasini ortaya c¢ikarabilmek igin lens hiicreleri iizerinde sinyal

yolaklarinin daha ayrintili bigimde incelenmesi gerekmektedir.
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