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1. GIRIS VE AMAC

Akut ve kronik komplikasyonlar ile birlikte Diabetes Mellitus en sik gorulen
endokrin hastaligidir G6z Hastallklar agisindan neden oldugu bir ¢ok
komplikasyonun yaninda en sik goriienieri katarakt ve diyabetik retinopatidir (1).

Gunumize kadar, diyabetik komplikasyonlarin tedavisi kataraktin
ekstraksiyonu ve retinaya argon lazer uygulanmasi ile sinirh kalmaktadir Buna
ragmen, komplikasyoniarin  6nlenmesi  konusunda yapilan  ¢alismalar
hizlanmaktadir. Hipergliseminin siki bir sekilde kontroliinun diyabete bagl
komplikasyonlarin gelisimini énlemedeki basarisi bir cok ¢alisma ile kanitlanmigtir.
Buna karsin, kan glukoz dizeyinin kontroluntin zor oldugu hastalarda ¢alismalar
biyokimyasal degisikliklere dogru yénelmektedir. Diyabete badlh komplikasyonlann
gelisiminden  sorumlu  tutulmus olan mekanizmalar igerisinde, polyol
metabolizmasinda artig, proteinlerin enzimatik clmayan glikasyonu, protein kinaz
C’nin aktivasyonu ve oksidatif stres en dnde gelenleridir (2, 3).

Hipergliseminin neden oldugu artm!s serbest radikal duzeyi ve buna bagh
gelisen oksidatif stresi dnlemede kullanilacak olan antioksidanlar Uzerine yapilan
¢alismalar uzun yillardan beri devam etmesine karsin diyabetik komplikasyonlarin
gelisimini dnlemede tam bir basar elde edilememistir Bu nedenden dolayi
calismalar yeni antioksidaniar Uzerine yodunlasmistir. Ideal bir antioksidanin
bulundurmas! gereken tum ozellikieri icermesi nedeniyle a-lipoik asit (ALA)
“evrensel antioksidan” olarak isimlendirilmistir Basta Diabetes Mellitus olmak
Uzere oksidatif strese neden olan bircok hastalik lzerine yapilan c¢aligmalarda
serbest radikallerin yakalanmasinda basarill olarak bulunmustur Gdz Uzerine
yapllan ¢alismalar ise daha ¢ok katarakt ve glokom tizerine yogunlagmistir (4).

Vitreus, kendisini ¢evreleyen dokular icin depo olarak gérev yapmaktadir.
Ayni zamanda, kornea ve lens ile birlikte retinaya olabilecek bir radyasyon
hasarini 6nlemede énemini korumaktadir. Vitreus, bu etkilerini igerdigi antioksidan
enzimler ile saglamaktadir (5) Bu calismalar ve bilgiler gbz &nbine alinarak,
sicanlarda olusturulan deneysel diyabet modellerinde ALA’in vifreusta yer alan
antioksidan enzimler ve lipid peroksidasyonu ve dolayisiyla cksidatif hasar tizerine

olan etkisini arastirmak icin bu ¢alisma planlanmistir



2. GENEL BILGILER

2.1. DIABETES MELLITUS

Diabetes Meliitus, klinik ve genetik olarak heterojen bir grup olusturan, en
dnemli bulgusu hiperglisemi olan ve en sik gbrulen endokrin hastahdidir
Pankreasin insuiin salgisinin mutlak veya kismi yetersizligi veya insilin etkisinin
yetersizligi (insilin resiztanst) ile olusan, karbonhidrat, [ipid ve protein
metabolizmasindaki bozukluklar ile karakterizedir Baz (Ulkelerde vyapilan
cahgmalarda, toplum igindeki prevalansinin %1-2 oldugu tahmin edilen diyabet,
akut ve ge¢ komplikasyonlari ile insan yasamini tehdit eden énemili bir hastaliktir
Diyabet, yeni tani son evre bébrek yetmezligi hastalarimin %25'inden ve tum alt
ekstremite  amputasyonlarinin %50°sinden  fazlasinda neden  olarak
gosteriimektedir. Diyabet, ayni zamanda kérligin bir numarali nedenidir ve her yil

5000 yeni olgu ortaya ¢cikmaktadir (6,7).

Diabetes Mellitus siniflamast:
Dunyada en ¢ok kabui géren diyabet siniflandirmasi, Dunya Saglik Orgiitis

tarafindan 1979 yilinda belirlenen asagdidaki siniflamadir (8) :

1. Insiline bagmmii Diabetes Mellitus (IDDM, tip 1)

2. Insulinden bagimsiz Diabetes Mellitus (NIDDM, tip 11)
a) Sisman olmayan insilinden bagimsiz Diabetes Mellitus
b) Sisman insilinden bagimsiz Diabetes Mellitus
Gestasyonel Diabetes Mellitus

4. Diger spesifik nedenler
a) Pankreas hastaliklan
b) Hormonal anormallikler
¢) llag veya kimyasal maddelerin neden oldugu Diabetes Mellitus
d) Instlin reseptdr anormaliikleri
e) Cesitli genetik sendromlar
fy Digerleri



Diyabet olgularinin buyiuk kismini Tip | insuline badimli diyabet ve Tip I

:insuﬁnden badimsiz diyabet olugturur

1. Tip | Diyabet: insiiline bagiml diyabet, genglikte baslayan diyabet, juvenil
:'.diyabet veya ketoza yatkin diyabet olarak da adlandinhir. Cocukiuk ¢aginin ve
'geng, eriskin dénemin en stk gorulen tipi olmasina karstn tim diyabet vakalarinin
sadece %5-10'unu olusturur. Genel populasyondaki orani ise %0.5'dir. En sik 11-
13 yaglarinda géruimesine karsin herhangi bir yasta ortaya c¢ikabilir Insulin
Sa!gllayan beta (B) hucrelerinde harabiyet vardir ve dogal olarak insllin
-."salgllanmam hastaligin ilk evreleri hari¢ yoktur. Glisemiyi kontrol altina almak,
__'ketozu onlemek, hastanin yasamini sUrdurmek icin disandan insulin verilerek

" mutlak insulin eksikliginin giderilmesi gerekir (1,6,7,8).

| 2. Tip Il Diyabet: Insulinden bagimsiz diyabet veya ketoza direncgli diyabet
_:;:_:: olarak da isimlendirilir. Tam diyabet vakalarinin %90-95' ile birlikte en sik gérilen
':'.'-tipini olusturmaktadir. Tip | diyabete oranla daha ileri yaglarda ortaya ¢ikma
egilimindedir. Diyabetin bu tipinde (8 hiuicrelerinde insulin yapiimasi ve depolanmasi
genellikle bozulmamistir Insilin salimmi hafif azalmis, normal veya insilin
direncine bagl olarak artmis bulunabilir. Temel bozukluk insilin reseptor sikliginin
- azalmas! veya hucre it reseptér sonrasi inslilin etkinliginin azalmasidir. Tip [
':_ diyabet , sisman ve sisman olmayan insuline bagimsiz diyabet olarak iki biiyuk

_:: gruba aynlir. Hastalarin %50-90" sismandir (1,6,7,8).
2.1.1. Diabetes Mellitus Patogenezi

Tip 1 Diyabetin Patogenezi:

Tip | diyabet, genetik, cevresel ve immunolojik faktorlerin sinerjiik etkileri
nedeniyle pankreatik beta hucrelerinin buyik élgcude harabiyeti sonucunda ortaya
ctkar Genetik yatkinhg olan vakalarda beta htiicre sayist dogumda normal iken
aylar ve yillar igerisinde otoimmun harabiyete bagh olarak azalma gérulir. Bu
otoimmun olayin viral bir enfeksiyon veya cevresel! bir uyan tarafindan baslatiidig
diusuntiimektedir. Diyabetin belirtileri ise beta hiicrelerinin buyuk bir gogunlugunun
(%80) harabiyeti sonrasi ortaya cikar. Klinik belirtilerin ortaya ¢iktig ilk dénemler

“balay”” dénemi olarak adlandiriir. Kan sekeri kontrolu igin hastalar ¢ok az




miktarda endojen inslline ihtiya¢ duyarlar veya insulin kullanimi gerekmez. Kalan

beta hucrelerinin tahrip olmasi sonrasinda ise hastalar tamamen instline bagimli

hale gelirler (9).

Son 20 yildan bu yana tip | diyabetin gelisimine zemin hazirlayan genetik
ozelliklerle iligkili birgok ¢alisma yapiimistir Yeni bilgilerin 1181 altinda sanilanin
aksine tip 1 diyabetin ailesel gegis orani yuksek bir hastalik oldugu saptanmistir
Tip | diyabetin riskini arttiran 14 gen saptanmistir. Bu genler icinde en dnemlisi
IDMM 1 ve IDMM 2'dir. IDMM 1 geni 8. kromozomun kisa kolu Uzerinde (6p21)
HLA béigesinde bulunan Class I molekulleri ile iliskilidir (9,10,11,12).

Tip 1 diyabet ile birlikte bulundugu saptanabilmis dnemli antikorlar:

a) Adacik hucre antikorlar (ICA= Islet Cell Antibodies)

b) Insilin antikorlar

c) Glutamik gsit dekarboksilaz (GAD) antikorlar:

d) instlin reseptdr antikorlar
)

e) Karboksipeptidaz antikorlar

Ayrica yeni ¢alismalarda proinsulin, 38000 kilo daltonluk insulin sekretuvar
granul membran proteini, glukoz tasiyici molekul-2 (GLUT-2), ylzey proteini P69,
181 soku proteini 65°in de otoantijen gdérevi yaptiklari ve bunlara karsi antikor
gelistidi tespit edilmistir (9,13,14,15,16,17,18,19).

Tip Il Diyabetin Patogenezi:

Tip Hl diyabetin kuvvetli genetik ve gevresel bilesenleri bulunmaktadir ve aynt
anda birkag anormal gen ya da polimorfizmin varh§inin hastalik olusumu icin
gerekli oldugu disunulmektedir {(9). Genetiksel bir gecis 6zellii varsa da, tip |l
diyabetin nadir gorilen ve genetik bir bozukluga badl MODY (Maturity-onset

diabetes of the young= geng hastada gdzlenen eriskin tipi diyabet) tipi gibi baz
0zel turleri harig, bu genetiksel gecisin 6zellikleri belli degildir(7,20,21).

Tip Il diyabet, ug¢ patofizyolojik anomali ile agiklanir:

1) Anormal insilin sekresyonu

1
l
|
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2) Periferik insulin rezistansi (insulin direnci): insiiline olan rezistans &zellikle

iskelet kasl, yad dokusu ve karacigerde gézlenir. Insilin rezistansi, reseptor

sdncesinde, reseptér duzeyinde veya reseptdr sonrasi dizeyde olabilir,

3) Asirn hepatik glukoz uretimi (9)

2.1.2. Diabetes Mellitus Komplikasyonlari

Diabetes Mellitus komplikasyoniar, akut ve kronik olarak iki blyuk grupta

" incelenir:

Akut Komplikasyonlar:

1 Diyabetik ketoasidoz

2 Hiperosmolar hiperglisemik nonketotik koma
3 Laktik asid"oz
4

Hipoglisemi

Kronik Komplikasyonlar:
1 Vaskuler komplikasyonlar:
1. Mikrovaskiler komplikasyonlar,
2. Makrovaskuler komplikasyonlar
2. Diyabetin g6z komplikasyonlarn
3. Diyabet néropatisi:
1. Monon&ropati
2. Simetrik periferik néropati
3. Otonom ndropati
4. Diyabet nefropatisi:
1. Diffuz glomeruloskleroz
2. Noduler glomeruloskleroz
3 Eksudatif lezyon
Diyabetik ayak
6. Diyabet dermopatisi
Diyabet gastroenteropatisi (7,9).



Komplikasyonlarin Patogenezindeki Mekanizmalar:

biabetes mellitusun cesitli komplikasyonlarinin gefisiminden sorumlu bir ¢ok

kanizma vardir. Bunlar i¢inde en énemlileri:

1. Proteinlerin enzimatik olmayan glikasyonu: Enzimatik glikozilasyon,
"'t"eihlerin translokasyon sonrasi gecirdikleri normal fizyolojik stirectir. Eger bir

'rﬁiein yuksek glukoz konsantrasyonu ile karsilagirsa, glukoz bir enzime ihtiyag

6§té’rmeksizin proteine baglanabilir. Yarllanma dmru kisa olan proteinier (giin
'e"yé'-haftalar gibi), yuksek glukoz yogunlugunda kimyasal olarak geri déniistimli
'._'glii{ééyon urunlerine cevrililer  Bu ofay, glukozun proteindeki NH, gruplart ile
::_;reakswona girmesi ile basiar. Hizli olan bu birlesmenin neticesinde, labil Schiff
'az!arl olusur. Bu baziar haftalar icerisinde yavas olarak stabil bir bilesik olan,
_:--Amadon (Ketoamin turevi) urtiniine doner. Bu reaksiyonfar kan glukozu yuksek
:_1__dugu muddetge devam eder ve kan glukozunun normale indirilmesi bu Grunlerin

e azalmasina neden olur (22)

: Myelin, tubulin, koilajen gibi uzun émurll yapisal proteinler ise daha yavas
_Iérak Amadori sonras! glikasyona ugrayarak fleri Glikasyon Son Uriinlerine
Advanced Glycosylation End Product=AGE) dénuisurler (23). AGE'ler hiperglisemi
"-su'resmce giderek artarak, damar endoteli, ekstraseluler matriks, glomeriler bazal

embran gibi cesitli yerlerde birikerek patolojik suregleri baglatirlar (24}

| 2. Anormal Polyol-inositol Metabolizmasi: Hiperglisemiye bagh oiarak
_'SOrbitol ve myoinositol metabolizmasinda ortaya ¢ikan degisiklikler, diyabette
"'g'eligen cesitli komplikasyonlardan sorumlu tutulmaktadir (25). Sorbitol bir alkol-
'_Seker bilesigi olup, periferik sinirler, lens, perisitler, bdbrek papillasi gibi cesitli
“dokularda bulunan aldoz rediktaz (AR) ile glukozdan sentezlenir. Sorbitol
-".dehidrogenaz (SDH) tarafindan fruktoza donusturilir (26,27,28)

Glukoz — 2R > Sorbitol ——321 s Fruktoz

Yiksek glukoz konsantrasyonunda aldoz reduktaz aktivitesi artarken, sorbitol

'dehidrogenaz aktivitesi azalir, Bunun sonucunda hiicre i¢i sorbitol duzeyi artar



___on yiiksek su cekici ozelligi olan sorbitol, biriktigi dokularda hicre ddemi ve

._:_hésarma neden olur (7,26,29)

. Glukoz ve myoinozito! yapisal olarak birbirlerine benzerler, bu benzerlik
": "ﬁédeni ile glukoz hucrelerdeki myoinozitol tagiyicisi igin, myoinozitol ile yarigarak,
'--"myoinozitoli;ln hucre igine gegmesini o&nler ve hlcre myoinozitol duzeyi

o hfperglisemiye paralel olarak diuger (26).

Hucre ici myoinozitol duzeyinin dusmesi, fosfoinositid metabolizmasint
' pozarak protein kinaz C aktivitesinde ve Na'/K' ATPaz aktivitesinde azalmaya
“neden olur Azalmis Na'/K* ATPaz aktivitesi sinir hlcresinde sodyum artigina
'_;'.neden olur ki bu da sinir hiicresi uyarilmasinin gucleserek ileti hizinin yavaslamasi
: anlamina gelir. Ayrica hucre igi diizeyi artan sodyum bir yandan da iokal édeme
?;'neden olarak aksogiial ayrilmaya sebebiyet verir Sinir sistemi disinda retina,
glomeriil ve aortada da sorbitolun arttigi, myoinozitol azaligina bagli olarak Na*/K*

b ATPaz aktivitesinin azaldig! rapor edilmistir (26,30,31).

: 3. Hemodinamik degisiklikler: Diyabetik mikroanjiopati komplikasyonlarinin
o gelismesinde ileri surtlen bir mekanizma da hemodinami hipotezine dayanr. Tip |
| diyabetin ortaya ¢ikmasindan kisa bir sure sonra kan akimi artmaktadir Bu
o hastalarda kan basinci normal oldugundan, kan akiminin artmasi damar direncinin
'. azaimasina bagl olabilir Bu sekilde kapiller yatakta artan hidrostatik basing
proteinlerin, makromoiekuilerin - ve immin  kompleksierin  damar disina

filtrasyonunun artmasina neden olur Bu durum mezengial ve bazal membran

elemanlarinin sentezlenmesi igin uyar niteligi tasimaktadir, bu da giderek kapiller
gecirgenliin artmasi, kapiller gecirgenligin artmas! ise bahsedilen olumsuz

gelismelerin devam etmesi aniamina gelmektedir (32),

4 Otoimmuinite: Son vyillarda diyabet nd&ropatisinin  gelisiminde,
otoimmunitenin adirhkli oldugu gbrust dnem kazanmistir Diyabette gelisen
noropati her ne kadar klasik bir otoimmuin bir sire¢ gibi gérinmese de cesitli
bulgular bu patolojik stire¢te immunitenin dnemli rol oynadiini géstermektedir
(13,14,15,16,19,26,33).




2.2, DIABETES MELLITUS’DA SERBEST RADIKALLER
) Serbest radikaller, komplikasyonlarin gelisiminin yaninda diyabetin ortaya
_' ‘gikiginda da 6nemli bir rol oynamaktadir (34) Kararsiz bir madde olan alloksan
- deney hayvanlarina verildiginde, hizli bir sekilde dialurik aside dénmekte, bu da
otookside olarak siiperoksid anyonu, hidrojen peroksid ve hidroksil radikallerini
olusturmaktadir (35) Artan serbest radikal duzeyi selektif olarak, antioksidan
savunma sistemi zayif olan pankreasin beta hucrelerini tahrip etmekte ve sonug
olarak deneysel tip | diyabet gelismektedir (36). Bu da insanlarda sebebi ne olursa
olsun artmis serbest radikal dizeyinin tip | diyabete neden olabilecegini
diusundurmektedir Cesitli antioksidan terapilerin uygulanmasi pankreas beta
hucrelerini alloksanin toksik etkisinden korumakta ve deneysel alloksan diyabetini,

. diusuk dozda alloxan kullaniimasi durumunda, tamamen engellemektedir (37,38).

Aerobik organizmalarda reaktif oksijen Grtnleri dnemli bir tehdit unsurudur.
Normal oksijen metabolizmasi esnasinda olusan bu Grinler, vital hicresel yapilar
ve fonksiyonlar uzerinde Onemli hasarlar meydana getirebilirler Fakat aerobik
organizmalar oksijenin metabolizmast esnasinda olusan bu zararlh urinlerin
etkilerinden kendilerini koruyacak savunma mekanizmalar geligtirmislerdir. Bu

koruyucu mekanizmalara antioksidan defans sistemi denir (35)

Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslesmemis elektron bulunduran

molekuller (O, CCL3) olarak tanimlanabilir (39). Elektronlarin ¢ogu, atomlarin
yorungelerinde bulunurken sézu edilen eglesmemis elektron ise bir orbitalde tek
basina bulunan elektronu simgelemektedir Serbest radikallerin bu sekilde agik bir
bagd icermeleri kendilerini oldukca reaktif kilar Bir serbest radikalin reaktivitesi yar
omrunden anlasilabilir. Bilindidi gibi en potent oksijen radikali olan hidroksil radikaii

(OH') en kisa yari 6mre sahiptir (40).

Oksijenin aerobik hucrelerde metabolizmasi esnasinda olusan en dnemli
serbest oksijen radikalleri; sUperoksit anyonu (O;), hidroksil radikali (OH),
hidrojen peroksit molekuli (H,O;), hidroperoksit (HO, ) ve tekil (singlet) oksijen
(102)’dir ~ Ayrica atmosferik bir bilesik olan ozon (O3), nitrik oksit radikali (NO') ve

hipokiorik asit (HOCI') gibi gesitli molekiller de gucli oksidan etkiye sahip




olekutlerdir. Bu radikaller organizmada hem normal metabolizmanin yan urtnG
o ;;k-hem de iyonlastirici radyasyon, ilaglar ve bazi toksikolojik ajantarin etkisiyle
abilmektedir (35,40,41)

‘Serbest radikalierin hiicresel kaynakiar:

"éi}fesel etkenler: Radyasyon, ilaclar, toksik maddeler, hava kirletici ajaniar
_:"!a@.z"ma membrant: Lipooksijenaz, prostagiandin sentetaz, NADPH oksidaz
.h:'zf'm ve proteinler: Hemoglobin, ksantin oksidaz, triptofan dehidrogenaz
Mﬁ_bkondri!er: Ubikinon, NADH dehidrogenaz, dihidrooratat dehidrogenaz
:"e:z_.r'oksizomlar: Oksidazlar, flavoproteinier

= Endoplazmik retikulum: Sitokrom P- 450, sitokrom b-5

g Kuguk molekuller: Indirgenmig flavinler, iki degerlikli metaller, epinefrin (40).

2.2.1. Onemli Oksijen Radikalleri:

1. Superoksit anyon radikali (02 ):
Molekuler oksijen (O,), dis orbitallerinde esiesmemis iki elektron iceren ve bu
?ék'_li lie zararl etkisi olmayan bir molektidiur Bu moleklildeki orbitalierden birinin

herhangi bir sekilde elektron aimasi ile siiperoksit radikali olusur. Superoksit

anyonu elektron fazlasini bir baska elektron alicisina vererek tekrar molekuler
éksijene oksitlenebilir yani bir oksitleyici (reduktor) gibi davranabilir. Ya da
dnceden bahsedildigi gibi bir elektron daha alarak peroksil anyonunu (0%")
olusturur, bu da ortamdan iki proton (H") alarak hidrojen peroksit (H>O:)
. Olusumuna neden olur (35,39).

0y _— O, +e
Oy +e ——p 0% +2H" ——p H,0;

o Oksijenin metabolizmasi esnasinda ik olugan serbest radikal olan siiperoksit
- anyonundan, hidroksil radikali (OH), hidrojen peroksit (H,O5), hidroperoksitier
55: (HO,) gibi diger zararl oksijen metabolizmasi uUrinleri olusur. Stuperoksit anyonu,
. hicre membranlarindan, kolayca gecemedidi icin zararli etkisi oldukgca dustk
dizeyde bir radikaldir. Cogunlukla reduktif ve H>O, kayna§ olarak gérev yapar.

Superoksit anyonu c¢esitli reaksiyonlara girerek dismutasyon adi verilen bir olayia




eh{izlenif- Stiperoksit anyonu ortamdan spontan dismutasyon denilen,

imayan bir yol ile temizlenebilecegi gibi,
O +0p + 2HY ———» Hy0, + 0,

si ;d.ismutaz (SOD) enzimi ile enzimatik olarak da 10 kez daha hizl

térﬁ:utasyona ugratilir.
02-" + Ozh + 2H+_—___Sﬂj_+_b H202 + 02

up_erdksit radikali, ayrica H.O; ile birlikte Haber Weis reaksiyonu adi verilen

siyona girerek daha potent bir radikal olan OH radikalini oiugturur (335).

O+ HOp ——» 0O, +H.O0+OH

Hidroksil radikali (OH ):

Bu “radikal ilk olarak 1934 yilinda Haber ve Weis adii arastirmacilarin

E_ﬁkieri ve kendi adlarint tagiyan reaksiyon ile ortaya konmustur. Bu radikal

olojik sistemlerde rastlanilan en potent oksidan olarak bilinir. Yuksek bir

istl_\(ltéye sahip olan hidroksil radikali, ¢esitii molekuller ile kolayca reaksiyona
_Hidroksif radikali hucrede cesitli yollarla olusuyor ise de yaygin olarak iki

mll biyolojik kaynagi vardir. Bunlardan itki H,Oz'nin, ortamdaki iki degerlikli

dem _-'_(Fe*'z) katalizorlugtinde Fenton reaksiyonu ile ayrismasindan olugur (42).
Fe?+ H,0, ——» Fe™ +OH + OH

ikincisi ise daha ¢6nce bahsedilen Haber Weis reaksiyonu iledir.

Oz + Hx0p ~———p O+ HO + OH

| Ayrica radikal tepkimesi sonucu olusmus organik bir radikal de, H,O: ile
-tepkimeye girerek OH radikali olusumuna neden olabiiir (35).

COOH + H, 0, —» CO; +HO+ OH
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3. Hidrojen peroksit (H;O2):

H,0, temel olarak iki sUperoksit anyonunun spontan veya enzimatik
‘gmﬁtasyonu sonucu olusur. Oksijen metabolizmas! esnasinda olusan bir ara
ndur. Genellikle tek bagina organik molekulleri okside etmek icin yeteri kadar
h’éaktivitesi olmasa da biyolojik olarak 6nemli bir oksidandir. Superoksit
pﬁ;ychuna nazaran, biyolojik membranlardan, dusiik elektriksel yuklu ve iyonize
mayan Ozelliklerinden dolay daha kolay gegebilmesi ve direkt kendisinin
fdfdksisitesinden ziyade OH radikalleri gibi daha reakiif radikallerin Uretimine
K k'fzda bulunmasindan dolayl olmast nedeniyle énemli bir oksijen metabolizmasi

ara Urtinudur (35,43)

4. Tekil oksijen ('0y) :
Eslesmemis elektron igermediginden tekil oksijen serbest radikal degildir
ncak oksijenin oldukg¢a reaktif bir formudur. Tekil oksijenin olusumu fotokimyasal

aksiyonlarda énemlidir (44).

5 Ozon (Oa):
- Soluk mavi bir gaz olan ozon giines 1sinlarina karst édnemli bir stratosferik
koruyucu kalkandir. Ancak ozon, toprak duzeyinde toksik ve istenmeyen oksidize
é_d'i'ci bir ajandir Ozon kirli sehir havasinda ve bazi bilimsel cihazlarla, fotokopi
makinelerinde kullanilan asin 1sik kaynaklan tarafindan olusturulur. Akcigerleri
§ir| derecede tahrip eder Deoksiribonukleik asit (DNA), lipid ve proteinleri
k:'_o'_iayca okside etmektedir (44).

- 6. Hipokloréz Asit (HOCI):
Aktive notrofiller tarafindan uretilen guglu  bir  oksidandir.  Fagosit
§_itdplazmasmdaki hem igeren bir enzim olan myeloperoksidaz sayesinde, H,O; ve

CI_EiyonIarlndan sentezlenebilir (44).
H,O, + CI" + H" —» HOCI + H->O
7. Nitrojen Oksitleri:

Nitrik oksit (NO') ve nitrojen dioksit (NO,) tek sayida elekron igermeleri

Nedeniyle serbest radikaldirler Oysa anestezide kullanilan bir gaz olan nitréz asid
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: (Nzo) béyle degildir. Zehirli bir gaz olan NO-, gliclu bir oksidize edici ajandir In-
- vivo ortamda salinan NO- nitrit (NO2') veya nitrata (NO3z') otookside ofabilir. NO>
se zayif redukte edicidir. NO endotel kékenli vazodilatér fakisrle ayni maddedir
.;'e. bir reaktif ara uriin olan peroksinitrit (ONOO') olusturmak Uzere, bir diger
“endojen serbest radikal olan slperoksitle reaksiyona girebilir. ONOO- gigli
“oksidandir.  Pekgok Dbiyolojik molekulll zedeleyebilir ve asit pHda, kiglk
::"rﬁjktarlarda hidroksil radikali salivererek dekompoze olabilir (44)

ONQOO: +H" ———» OH +NO;
2.2.2. Serbest Oksijen Radikallerinin Hiicrelere Etkisi:

Serbest radikallerin hucre yapi ve fonksiyonlanina zararlt etkileri oldugu
;:_"bifinen bir gergektir. Lipidler, proteinler, karbonhidratlar ve nukleik asitler serbest
f-:_r:adikaller icin hedef teskil eden yapilardir.

1. Lipidiere Olan Etkileri:

Lipid peroksidasyonu, poliansature lipidlerin  oksidatif  bozulmasi
_l.”réaksiyonudur (44,45). Bu reaksiyon baglama, ¢ogalma ve sonlanma seklinde ug
'_::_basamakta gerceklesir (46)

: a Basglangic basamagi: Peroksidasyon, serbest radikallerin poliansatire yag
:‘ésitlerinin yan zincirindeki metilen grubundan (-CHy) bir hidrojen (H") atomunu
‘cikarmasiyla baglar Bu atak scnucu karbon atomu (1zerinde esglesmemis bir
félektron olustugundan karbon merkezli bir radikal (L-) olusur. Bu lipid radikalinin
'E"aerobik hicrelerde en sik goérilen akibeti, bu radikalin molekiier duzenlenme ile
f'_konjuge dien sekline cevrildikten sonra molekiler oksijen ile reaksiyona girerek
peroksi radikalini (LOO) olusturmasidir (47).

LH+R ——» L +RH
L+0;, —» LOO

b Cogalma basamagi: Olusan peroksi radikali, diger bir peroksi radikali ile

'_birie§ebilir ya da membran proteinleri ile etkilesebilir. Fakat en dnemlisi peroksi
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ikallerinin - membrandaki komsu yan zincirlerden hidrojen atomlarini
gbilmeleri ve peroksidatif zincir reaksiyonunu yaymalandir Boylece yan
:§'}|erden hidrojen atomlarinin ¢ikariimasi ile her defasinda lipid hidroperoksitleri

.'C)H) ve yeni peroksi radikali (LOO') olugsmaktadir. Peroksidasyon bir kere

g§}éd|ktan sonra otokatalitik olarak yayilabilmekte ve yiizlerce yad asidi zinciri

| hidroperoksitlerine gevrilebilmektedir (40,47)
OO +[H ——» LOOH+L-

:'-Lipidhidroperoksitlerde (LOOH) yikilarak LO:, LOO gibi radikaller ve
I'déhitlerin (6rn Malonildialdehit=MDA gibi) olugmasina neden olurlar (40,48).

; ¢. Sonlanma: Demir ve bakir iyonlan ya da bu iyonlann fosfat esterleri ile
usturdugu basit selatlari (Fe**-ADP), hem, hemoglobin ve myoglobini de igeren
azi  demir  preteinleri, lipidperoksitlerini bozarak peroksidasyonu
Qn.f"andlrmaktadlr. Bu kompleks bozunma reaksiyonlarninin pentan, etan gibi
dfokarbon gazlan, ROOH, RCOOH, ROH ve RCHO gruplarn iceren kisa zincirli
ag asitleridir (40,47)

- 2. Proteinlere Olan Etkileri:

Reaktif oksijen turleri direkt ya da indirekt olarak proteinlerde hasar
570’Iu$turabi|irler. Reaktif oksijen turlerinin olusum mekanizmalarindan biri metallerle
atalizlenen oksidasyon reaksiyontandir. Uygun bir elektron vericisi varliginda

(NADH NADPH, askorbat) metallerie olan bu reaksiyonlar H,O» olusturma ve hem

L:'i'peroksit bagimlt hem de badimsiz mekanizmalar yoluyla Fe (i) ve Cu (I)'yi

dirgeyebilme yetenegindedirler. Bu reaksiyonlarla olusan Fe (il) ve Cu (I)in

i;pfOteinler uzerindeki metal baglayici kisimiara baglanmasi, OH olusumuna yol

acar. Bu hidroksil radikalleri metal baglayici amino asitlere 6zellikle saldmr

_iOksidatif olarak modifiye olmus proteinler proteolitik yikim igin hedeftirler; ancak,
?_'baa okside protein formlari sadece proteolize direncli olmayip ayni zamanda diger
_?_roteinlerin okside formlarninin yikimini saglayacak proteaziarn da inhibe edebilme
Yetenegindedir (49)

13



.3 Karbonhidratlara Etkileri:
- Galigmalar, alfa-hidroksialdehit yapiya sahip karbohidratiarin  metal
onlartmin  varhginda radikallerin  etkisi ile ketoaldehitlere dénustugunu

_gc"lié'térmigtir‘ Ayrica bir hidroksil radikal temizleyicisi glukozun da dabhil oldugu bir

; :.-k-monosakkaridin hizli bir sekilde otooksidasyona ugradigin géstermigtir (35).

4 Nukleik Asitlere Olan Etkileri:
Oksidan stresten DNA ve mitokondriyal DNA zarar gormektedir. Hiperglisemi

DNA'nin glikolize olmasini ve DNA'nin tamir progeslerinin azaimasina neden olur

ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

' Antioksidan, drtamda cok dusuk konsantrasyonda bulundugu halde okside
edilebilen bir substratla karsilastiginda, substratin okside olmasini belirgin bir

sekilde geciktiren ve dnleyen madde anlamina gelmektedir (44).

Antioksidanlar, oksidatif peroksidasyonun farklh asamalannda islevlerini
g'c")rebiiirler‘ Bu asamalarda;

. a Ortamdaki oksijeni uzaklastirabilir veya konsantrasyonunu azaltabilirier.
b. Katalitik metal iyonlarint ortadan kaldirabilirler.

- ¢. Superoksit ve hidrojen peroksit gibi dnemli reaktif oksijen turlerini ortadan
kaldirabilirler

d. Hidroksil, alkoksil ve peroksil turleri gibi baslatic! serbest radikaileri
._ Yakalayabilirler

e Baglamis bir zincir reaksiyonunu kirabilirer.

. Tekil oksijeni yakalayabilirler
Antioksidan savunma mekanizmalari yéntemlerine (koruyucu, zincir kirici),

:._"'yerine (hiuicre igi, hiicre dist, hiicre membrani) veya etkisinin tipine (enzimatik, non-

- enzimatik) gbre siniflandirilabilir (50).
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-3.1. Hiicre i¢i Antioksidanlar:

. Hiucreler, oksidatif hasara kargi oldukga iyi savunmaya sahiptirler. Hicre
i;'_ir;fhde antioksidan savunmasi farkl sekillerde gercekiesebilir;
- a Radikai olusumunun engellenmesi,
b Olusmus radikallerin uzakiastiriimasi,
¢. Radikaller tarafindan olusturulan cksidatif hasarin tamiri,
d

. Hasarll molekullerin eliminasyonunun arttirimasi.

Hucre icinde metabolize edildigi esnada olusan oksijen ara uUrunieri ile
‘antioksidaniar enzimatik olarak hizli ve spesifik bir sekilde etkilegirler SOD,
j_katalaz ve glutatyon peroksidaz toksik oksiien molekillerine karsl primer

._:é_nzimatik savunma sistemlerini olustururiar (48).

:_'2'.3.2. Membran Antioksidanlar::
: Membranlarin hidrofobik lipid i¢c kisimlarinda, lipofilik radikaller olugur
‘Bunlann kaidirnimas! icin hicre i¢i ortamdakinden daha farkl tip antioksidanlar

gkullamllr. E vitamini en édnemiilerini olusturmaktadir (44).

2.3.3. Hiicre Disi Antioksidanlar:

g Vicut ekstraseluler sivilarinda, intraseluler antioksidanlar olan enzimleri
-_igermemelerine ragmen, glutatyon peroksidaz ve superoksit dismutaz enzimlerinin
'glikoziilenmi§ farkli proteinleri bulunmaktadir. Bu enzimier ekstraselller sivilarda,

02" ve H,0, gibi reaktif oksijen turlerinin yar dmruni kisaltir (44).
2.3.4. Onemli Antioksidan Enzimler:
1. Superoksit Dismutaz (SOD):
_ SOD (SOD; E C:1 151 1. superoksid:siiperoksid oksidorediktaz) ik olarak
1968 yilinda McCord ve Fridovich tarafindan tamimlanmistir ve aerobik huicrelerde

yaygin olarak bulunan ve O, 'nin dismutasyonunu katalizleyen bir enzimdir (51).

Oy + 0y +2H" — 592 0, + Hy0,
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SOD, %16,53 oraninda nitrojen, %1,05 oraninda kukurt ve az miktarda
karbonhidrat icermektedir. Protein kisminda metionin yoktur. Yapisinda heksoz,
Zheksozamin ve siyalik asit cok dustk; aspartik asit, glutamik asit ve glisin ise

biyiik miktarlarda yer almaktadir (52).

Yapl bakimindan ve aktif merkezindeki gecis metal iyonlan yénunden
~‘enzimin hucre iginde iki dedisik formu vardir ancak bu farkli formlar ayni

reaksiyonu katalizler:

a. Cu ve Zn iceren SOD (Cu/Zn-SOD): Primer olarak &karyotik htcrelerin
plazmasinda bulunur. Bunun yanisira mitokondride de yer almaktadir. 32000
Dalton (D} molekul agirhginda bir enzimdir. Disulfit koprusii ile baglanmis,
birbirinin ayni olan iki alt Uniteden olusmustur. Her bir alt {initede birer adet bakir
(Cu'®) ve cinko (Zn*?) igermektedir (53). Enzim aktivitesi icin Cu* mutlaka

*2nin ise olasilikla enzimin stabilitesini sagladigi, yerine kobalt (Co™?),

gereklidir. Zn
civa (Hg™) ve kadmiyum (Cd*®) gecmesi durumunda da enzimin aktivitesini

kaybetmedigi gdsterilmistir Stiperoksit anyon dismutasyonu Cu* ile saglanir (54)

_ Cu/Zn-SOD oldukca kararh bir enzimdir. Saflastiriimasi esnasinda kullaniian
_organik ¢bzuculer (ure ve sodyum dodesil sulfat gibi) ile aktivitelerini
_ kaybetmedikleri gésterilmistir. Cu/Zn-SOD, siyanid (KCN) (5 mM) tarafindan
tersinir olarak inhibe edilir. Siyanidin C atomu, enzimin Cu*? atomuna baglanarak
enzimi inhibe etmektedir H20; ise enzimin Cu*?yu redikleyebilir Ancak 10 uM’un
Uzerindeki H,O2 konsantrasyonlarinda enzim irreversible olarak inhibe olmaktadir
In-vivo kosullarda siiperoksit radikalinin kendisi H,O, ile yarisa girerek bu

inhibisyonu énlemektedir (55)

| b. Mn iceren SOD (Mn-SOD): Prostetik grup olarak manganez (Mn) igerirler
- Okaryotik hiicrelerin mitokondri matrikslerinde ve cesitli bakterilerde bulunan bir
“enzimdir Bakteriyel enzim esit blyuklikte iki alt birimden olusur ve her alt birim bir
"'_'_f\/ln+2 icermektedir Molekul agirhgr 40000 D civarindadir Mitokondriyal enzim ise
-~ dért alt birim iceren ve molekul adirhg 80000 D olan bir tetramerdir (56).
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'Enzim kloform, etanol ve %2’lik sodyum dodesil sulfat tarafindan inhibe ofur.

andir ise bu tur bir etki géstermez (56).

2 Katalaz (CAT):
CAT ( EC:111.1.6. Hidrojen peroksit: hidrojen peroksit oksidoreduktaz)
gada yaygin olarak bulunur ve hem icerir Yiksek konsantrasyonlardaki

oznm su ve molekiler oksijene dénusuminu katalizler (57).

A’H, A
O, » H,0, Katalaz  2H,O
Oksidaz ;
\
T
H,0, 0,

CAT dort subunitten olugan bir hemoproteindir. Mol basina 4 atom gram Fe

_rir Protohem aktif balgenin temel komponentidir. Fe™ igeren her alt birimde bir
;f.c'?)toporfirin IX bulunmaktadir. Bu enzim peroksidaz aktivitesi diginda bir molekil
::idrojen peroksiti elektron verici bir substrat olarak, diderini de oksidan veya
lektron alicisi olarak kullanabilir. invivo kosullarda baskin olan peroksidaz
ktivitesidir (57,58)

Memeli dokularinda CAT aktivitesi farkll diizeylerde bulunur. En yiksek
onsantrasyonlarda karaciger ve eritrositte rastlanmaktadir Bobrek dokusunda da
“hayli yiksek oranda bulunmaktadir (58)

Enzimin inhibitérleri; asetat, askorbat, azid, siyanid, siyanojenbromid, 24-

-_-__Eklorofenol, etanol, florid, formik asit, hidroksilamin, metanol, monokloramin, ve
nitrittir (58)
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Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px):
'G.SH'PX (E.C: 1.11.1.9,, Glutatyon: H;O, oksidorediktaz) dokularda ve vucut
nda H202'nin ve ipid hidroperoksitlerinin, redikkte GSH ile reduksiyonunu

er ve hiicrenin oksidatif zedelenmeye karsi korunmasini saglar (59)

2GSH+H,0, CSHPX  , GSSG +2H,0

2GSH+ ROOH —S8HPX . 535G +H,0+ROH
LiPID PEROKSIDASYONUNUN ONEMI

Biyolojik membraniardaki yogun lpid peroksidasyonu, akigkaniigin kaybina,

bran potansiyelinin dusmesine, H ve diger iyonlarin gegirgenliginin artmasina

__fe ve organel iceriklerinin digsari salinmasina yol acan nihai bir kirnlmaya
p_."o}ur‘ Peroksit fragmentasyonunun bazi son Urtinleri ayni zamanda
fotoksiktir (60).

L1}

_;. Lipid peroksidasyonunun bircok hastalik durumunda arttigint ve dokularin
_ok; toksin tarafindan zehirlendidini gosteren birgok delil mevcuttur. Bu toksisite

orumlu tutulan artmig lipid peroksidasyonuna, hastalik ya da toksinin sebep

uQu tahmin edilmektedir. Oysa ¢ok yillar 6nce, hasarll dokularin saglam

(;)_I_(___L:J!g'r'dan daha hizli peroksidasyona ugradigi gdsteriimistir Hasara ugramis
okularin bu kadar hizli peroksidasyona ugrama egiliminin sebepler, bazi
ksidanlarin inaktivasyonu, antioksidanlarin hucrelerden ayriimasi ve metal

annin (6zellikle demir ve bakir) depo bdlgelerinden ve hasarli lizozomlardan

all_nén enzimlerce hidroliz olan metalloproteinlerden salinmasidir Bu olaylar dizisi
tallk ya da toksikolojideki artmis lipid peroksidasyon raporlarinin gogunu

Qlk:!.éyabilir. Peroksidasyon hucre hasarnna eslik eder ve peroksidasyonun

ntiokéidanlarca 6nlenmesi hucre hasarnni  onleyebilir Bu durumda lipid

__.'dksidasyonunun dlculmesi, doku hasarmin iyi bir belirleyicisi olabilir (61, 62,
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2.4.1. Lipid Peroksidasyonunun Uriinit Olarak Malondialdehid (MDA)

MDA memeli dokularinda hem ansature lipid percksidasyonunun bir son
uriini olarak, hem de prostaglandin ve tromboksan biyosentezinin bir yan urini
olarak buyUk miktarlarda uretilir (64). Ayni zamanda karbohidratlarin y-radyasyonu
sirasinda da (deoksiribozun bir hidroksil radikali ile yikilmasi ile) olusmaktadr.
Tiyobarbiturik asid testi tle MDA 6&lglimi, besinlerde oksidatif kokusmanin
belirlenmesinde ve ansature ya§ asidlerinin peroksidasyonunun tesbit edilmesinde
yaygin bir sekilde kullaniimaktadir MDA’in toksik, karsinojenik ve mutajenik etkileri
oldugu bildirilmigtir. MDA'in yaglanmada da rol oynadi§ini bildiren c¢alismalar
bulunmaktadir. MDA'in bu dejeneratif etkileri cesitli biyolojik makromolekiillerle
capraz baglar olusturabilmesine ve bunlari kovalent olarak baglama yetenegine
bagih olabilir Ornedin, MDA nukleik asidlere karsi reaktiftir ve bunlarmn
aktivitelerinin kaybolmasina neden olur (65,66). Lipoproteinlerin MDA ile
modifikasyonlarinin aterosklerozda rol oynayabilecegi ileri surGlimUstir. MDA'in
amino asidlerin a-amino gruplari, adenin ve sitozin bazlari ile reaksiyona girdigi
gosteriimistir (67,68).

2.5. DIYABETIN RETINAL OLMAYAN GOZ KOMPLIKASYONLARI

Diabetes mellitus, sistemik ve okuler (tablo 2.1) bircok komplikasyon ile
birlikte seyreder Bu okiler komplikasyonlar icerisinde en sik goérulen ve klinik
acildan en onemli olan diyabetik hastalarda tum ké&rluk nedenlerinin %85’ini

olusturan diyabetik retinopatidir (69).

Tablo 2 1: Diabetes Mellitus'ta gérulen okOler komplikasyonlar (1).

Lakrimal sistem Gozyasi Uretiminde azalma
Ekstraokuler kaslar [, V. VI sinir felgleri
Kornea Korneal abrazyon
iris Rubeosis iridis
Lens Diyabetik katarakt
Retina Diabetik retinopati, maktiler édem
Refraksiyon Gegici refraksiyon kusuriar
| Glokom Gérulme sikh@inda artis
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2.5.1. Gorme Fonksiyonu

Diyabetik hastalarda akomodasyonda zayiflama ve gegici refraksiyon
degisimleri sik goriimektedir. Siliyer cismin pigment epitelindeki asirt glikojen
depolanmasi akomodasyonda oiusan problemlerden sorumlu tutulmaktadir.
Refraksiyonda olan degisimler ise daha iyi anlastmistir. Hiperglisemi durumunda
yakin gérme ve tam tersi olarak hipoglisemi durumiarinda ise uzak gérme daha iyi
olmaktadir. Yuksek dlzeyde glukoz, lens igi sorbitol duzeyinde artis ve sonugta
akut sisme ile birlikie fens kalinlidi ve kurvaturunde artis ile sonuglanir. Diyabetin
tedavisi ile birlikte refraksiyon kusuru diizelir Refraksiyon acisindan bir diger
hipotez ise lens igi osmotik basingta olan degisimlerdir. Hiperglisemi ile birlikte
osmotik basing artar, lens dehidrate olur ve refraktif indeks ytkselir (69,70,71).
Refraksiyon degisimleri yasl hastalarda daha sik goriimesine ragmen geng

hastalardaki varyasyonlar daha yogundur (69).

Kisa dalga boyuna duyarlt kon elektroretinogram (ERG) c¢alismalarinda
retinopatili veya retinopatisiz diyabetli hastalarda selektif dusus bircok ¢aligmada
gosterilmistir  (72,73,74). Bu sistemde olusan hasarin nedeni tam olarak
anlagilamamigtir. Iki teori ileri struimektedir Metabolik kontroliin uzun streli k&t
oldugu hastalarda ERG'de saptanan bozukluklarda mikrovaskdler degisikliklerin
rol oynadi§i disunulmektedir (74) Buna karsin diger bir calismada ise spesifik

tritan defektinde lensin sarilasmasinin etkili oldugu belirtiimektedir (75).

2.5.2. Kornea

Diabetes meliitus, korneanin tum tabakalarini etkileyebilen bir hastaliktir
Kornea epitel tabakasinda, hucre sayisinda azalma ve incelme saptanir. Bazal
membranda olan degisimler epitelyal yapismay! ve epitelizasyonu etkilemektedir.
Bu klinik olarak, bazi diyabet hastalarinda epitelyal keratit ile sonuglanir (76).
Florofotometri ile yapilan korneal otofloresans caligmalarinda, belirgin bir diyabetik
retinopatinin  bulunmadig) hastalarda artis gérultirken proliferatif diyabetik
retinopatili gézlerde ise daha fazla olarak saptanir (77,78). Korneal otofloresans,
metabolik kontrolun belirleyicisi olarak kullanilabilmektedir. Cunku, kan glukoz
seviyesindeki kisa sureli degisimlere duyarhdir ve kan-akéz bariyerindeki

bozulmay yansitir (79).
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Hayvan modelierinde korneal duyarliliktaki azalma gosterilmistir Buna karsin,
i farkll aldoz reduktaz inhibitérunin (CT-112 ve AL-1576) kullanimi ile birlikte
(.)::r_lneal duyarlilikta olusan azalma daha iyi hale getirifmistir. Bu da aidoz rediiktaz
ﬁéiminin, korneal duyarllikta olusan azalmada etkili oldugu izlenimini
y;ind!rmaktadlr (80). Hem tip | hem de tip Il diabetes mellituslu hastalarda

dr’neal duyarlilikta azalma mevcuttur (81)

~ Endotel hucrelerinde, polimegatizm ve azalmig pleomorfizm saptanir (76)
ivabetik hastalarin %67’sinde endotel fonksiyonu normal kontrol hastalarina
fénla daha duslktur (82). Buna karsin, akut hiperglisemi sirasinda korneal édem

‘glukoz seviyesinin normal oldugu zamanlara oranla daha azdir (83).

2.5.3. Glokom
- Diyabet ile primer agik agili glokom arasindaki iliski halen tartismalidir. Birgok
;gélxgmada, diyabet, hastalarinda primer acik acili glokom oraninda arhis

%{'s_aptanlrken (84,85,86,87), bazi calismalarda ise bu iligki gdsterilememistir (88).

Divabet, aci kapanmast glokomu bulunan hastalarda da daha ylksek oranda
3:$aptanmaktadlr. Lens kalinidinda artis ve otonomik disfonksiyona bagh pupil

"dflatasyonu sorumlu tutulmustur (86).

_ Agir proliferatif diyabetik retinopatili hastalarda, g6zun genel iskemisine bagl
olarak gelisen iris ve iridokorneal agl neovaskularizasyonu durumlarinda gelisen

agl kapanmasi da géz ici basincinin yiukselmesi ile sonuglanir (79).

2,5.4. Kraniyal Néropatiler

. Ekstraokuler kas felci, diyabetin hastali§in derecesi ile iligkisi bulunmayan bir
_komplikasyonudur‘ Cok sik gdrtilmemekle birlikte diyabetin ilk belirtisi olarak da
ortaya cikabilirler. Okiilomotor ve abdusens sinirleri, troklear sinire oranla daha
fazla etkilenir. Genellikle izole tutulum gozlenir. Patogenezi ise halen tarigsmalidir
Vaskiler ve metabolik problemlerin kombinasyonu, aksonal transfer ve vaskuler
gecirgenligi etkileyerek kraniyal noropatilere neden olurlar. Fokal beyin sapi
lezyonlari bazi vakalarda gésteriimistir (69,89,90),
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2.5.5. iskemik Optik Noropati

Optik disk kabarikliy: ve hiperemisi ile giden optik néropati, tip | diyabetik
hastalarda ikinci ve tiglincu dekadlarda ortaya ¢ikmaktadir, Genellikle bilateraldir.
Gorme keskinliginde olan azalma altr ay igerisinde duzelir (91). Iskemik optik

néropati saptanan hastalarin %24°U diyabetiktir (92).

2.5.6. Lens

Diyabetin en énemli komplikasyonlarindan birt lenste katarakt olusturmasidir.
Divabetik katarakt ki ana tipte gérllir. “Gergek” diyabetik kataraktinin yapisi
osmotik karakterdedir, instline bagimi diyabetlilerde ve erken yaslarda 6zellikle ilk
l¢ dekadda ortaya cikmaktadir Juvenit-onset diyabetik katarakt olarak da
adlandirihr.  Klinik olarak, lensin kortikal boélgesindeki “karyagddi manzaras!”
kesafetler, polikromatik kristaller veya lentikuler kortekste vakuolier seklinde
gorulur. Bu tiir katarakt osmotik yapinin duzelmesi ile geri dénebilir (69)

ikinci tur diyabetik katarakt ise geri donustimslzdur ve her iki diyabet tlriinde
de gorulebilir. Gelisimi uzun surer ve ilk olarak 4. ve 5. dekadiarda ortaya ¢ikar

Kataraktin turl yasa bagl olan degisikliklerle benzerdir (69).

Elektron mikroskopisi ile yapilan calismalarda, diyabetik siganlarda lens
kesafetlerinin posterior subkapsiler bélgede ve 6n korteksin merkezinde oldugu
saptanmigtir Kesafet alaniarinda, lens liflerinde duzensizlik ve 6dem de
gorilmektedir (93). Tip Il diyabetli vakalarda, lens 6n yizindeki epitel hicre
yogunlugunda ve adenozintrifosfataz (ATPaz) fonksiyonunda azalma saptanmistir

(94) Bu degisimler, katarakt gelisimindeki osmotik modeli kanittamaktadir.
Katarakt Olusumunun Mekanizmasi:

1. Osmotik stres ve sorbitol yolu:

Sorbitol yolu ve aldoz reditktaz inhibitorleri Uzerine yapilan sigan galismalart
halen devam etmektedir Yuksek dlizeyde glukoz aldoz rediktaz enzimini aktive
ederek lens ici sorbitol duzeyini arttirir. Sorbitol, hucre zarini gecememeleri
sebebiyle hucre iginde birikir ve hiperfonik osmotik dengesiziik ile birlikte lens

hidrasyonunu arttirir. Yapilan galismalarda, aldoz reduktaz inhibitérieri ile sorbitol
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birikimi ve buna bagll katarakt olusumu engellenmesine ragmen heniz insanlara

yonelik bir caligma yapilamamigtir (69,95,96,97)

2 Protein Modifikasyonu:
Ozellikle tip Il diyabette gérilen bir diger mekanizma ise ileri glikasyon son
urunleri (AGE) ile sonuclanan protein modifikasyonlandir. AGE, proteinler ile genis

capraz baglara sahiptirler ve kataraktin nedeni olarak gdosterilirler(79).

3. Oksidasyon:
Diyabetik lense olan oksidatif hasar AGE Urunlerinin direkt oksidasyonu veya
hucrenin redoks siklusunda olan degisiklikler sonucu ortaya ¢ikabilir Bu iki olay

protein birikimi ve katarakt ile sonuglanirlar (79).

Diyabetik lenslerde proteine bagdli serbest sulfidril ve karbonil proteinleri artar
ve bu proteinlere olan,pksidatif hasarin gdstergesidirler. Ayni zamanda antioksidan
mekanizmalar da baskifanir. Diyabetik sicanlarda antioksidan mekanizmanin
baskilanmas! ise hidrasyon degisikliklerine ve vakuol olusumuna neden oiur
(98,99).

Insan lenslerinde yapilan calismalarda ise lipid peroksit seviyesinde artis

saptanmistir (100).

4. Elektrolit Dengesizligi:

Osmotik katarakt, elektrolit seviyesindeki degisiklikler sonucunda da ortaya
¢tkabilir. Lentikler kalsiyum, magnezyum ve demir Uzerinde yapilan bir galismada
diyabetik siganlarda bir kalsiyum antagonisti olan verapamil kullaniminin katarakt

olusumunu engelledidi gdsterilmistir (101).
2.6. DiYABETIK RETINOPATI
Butun dunyada 20-65 yas arasi bireylerde yasal kérluklerin bir numarali

sebebi olarak gosterilen diyabet retinopatisi, retinanin prekapiller arteriollerini,

kapillerlerini ve venillerini tutan bir mikroanjiyopati tablosudur (102,103).
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Modern tedavi ydntemieri ile diyabetlinin yagsam suresinin uzamasi, diyabetik
retinopatinin gérilme sikligint da arttirmistir. 10 yillik diyabetlide retinopati %20
oraninda goérulurken 25 yillik diyabetlide bu oran %85'e ¢ikmaktadir (103).
~Diyabetik retinopati, insuline badimli diyabetlilerde (%40) badiml olmayanlara
(%20) oranla daha sik gorulur (102)

Diyabetin suresinin uzamasi, metabolik kontrolun kétu olmasi, gebelik,
: hipertansiyon, renal hastalik, sismanlik, hiperlipidemi, tutun kullanimi ve anemi
retinopatinin gelisimini hizlandiran faktérlerdir (102,103).

2.6.1. Etyopatogenez:

Retinopatiyi olusturan olaylarin tumunden mikrovaskuler titkanma ve sizinti

sorumiudur.

"

1. Mikrovaskuler okluzyon:

Kapiller bazal membranda kalinlasma, endotelyal hicre hasan ve
proliferasyonu, kirmuzi kan hucrelerinde deformasyon ve trombositlerde olan
degisikliklere badli gelisen adhezyon ve agregasyon mikrovaskuiler tikanmanin

patogenezinden sorumludurlar (102},

Retinadaki kapiller perflizyonun kapanmasi hipoksi ile sonuglanir. Retina
hipoksisinin iki 6nemli etkisi arteryovendz santlar ve neovaskularizasyondur
(102,103)

2 Mikrovaskuler sizintr:

Retina kapillerinde bulunan endotelyal hiucreler arasindaki siki bagtantilar i¢
kan-retina bariyerini meydana getirir. Perisitler, kapillerin etrafini ¢epecevre sarar
ve bunlarin damar duvarmin yapsal butinluginden sorumiu olduklan dusunular.
Saglikli bir retinada kapiller duvarda her bir endotele bir perisit eslik ederken
diyabetik hastalarda perisit sayisinda azalma gorllur. Perisitlerin saytsindaki bu
azalis kapiller duvarda distansiyonla birlikie kan retina bariyerinde bozulma ile
sonuglanir. Mikroanevrizmalar, lokal kapiiler distansiyon neticesinde meydana

gelebilen kese seklindeki kuguk ceplerdir Bunlar ya sizdinr ya da tromboze olur.
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‘vaskuler gegirgenligin artmas! intraretinal hemoraji veya retinal ddem ile
_sonuglanir (102,103)

-2.6.2. Diyabetik Retinopatinin Siniflandiriimasi:

Diyabetik retinopati klinik olarak proliferatif olmayan ve proliferatif oimak

‘lizere iki ana grupta incelenir:

1 Proliferatif oimayan diyabetik retinopati:

a. Zemin diyabetik retinopati:

Retinanin i¢ ntkieer tabakasinda yerilesmis mikroanevrizmalar,
kapillerin vendz sonianmalarindan kékenini alan intraretinal hemorajiler,
retinanin i¢c pleksiform ve i¢c nukleer tabakalari arasinda bulunan sert
eksudalar ve retinal 6dem bu tip retinopatinin kiinigini olusturur (102,103).

b Preproliferatif diyabetik retinopati:

Tesbihlenme, kivrim artisi ve parmak-sucuk seklinde segmentasyon
tarzinda vendz dedisikiikler, retina sinir liflerinin oklizyonuna bagit gelisen
yumusak eksudalar, koyu leke biciminde hemorajiler ve intraretinal
mikrovaskuler anomaliler (IRMA) gortilmektedir (102,103}

2. Proliferatif diyabetik retinopati:

Diyabetik nifusun yaklagik %5-10'unu  etkilemektedir Insiiline bagimii
'3:;': diyabeti oian hastalar, otuz yil sonrasinda %60 oraninda proliferatif diyabetik
retinopati  gérlimesi  nedeniyle artmig bir risk altinda bulunmaktadirlar
Neovaskularizasyon, proliferatif diyabetik retinopatinin en énemii bulgusudur.
Baslangigta yeni damarlar, en sik olarak venillerden dogan endotelyal
proliferasyonlar olarak ortaya ¢ikar Sonrasinda ise internal limitan membrandaki
defektierden gecerek retina ile posterior kortikal vitreus arasindaki potansiyel
: diizleme uzaniriar. Vitreus ayrismasi ve vitreus jeli icine ve preretinal bolgeye olan

" hemorajiler diger 6nemli bulgularidir (102,103)

Divabetik retinopatinin gérmeyi tehdit eden ciddi komplikasyoniari, tedavinin

yapilamadi§ veya yetersiz oldugu gézlerde ortaya cikmaktadirlar:
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Persistan vitreus ici hemoraji
Traksiyonel retina dekolmani
Opak membranlar

Sonmis gz evresi

S L

Rubeosis iridis ve neovaskilier glokom({102)

:6.3. Diyabetik Retinopati Olugum Mekanizmalarr:

1. ileri glikasyon son urunleri (AGE):

Kapiller hucreler ile ekstraseliler matriks arasindaki baglantiyr zedeler,
_-.Vitreus icerisinde AGE seviyesinin artmasi Muller hiicrelerinde vaskuler endotelyal
'”b':.i']ytlme faktor (VEGF) yapimint arthirarak intraokliler neovaskularizasyon
6lﬁ§umunu uyarir (104). AGE ve reseptérlerinin  lokalizasyonu diyabetik
mikrovaskller hasar alanlarinda retinada i¢ pleksiform tabakada ve i¢ limitan
fﬁembranda gosteriimigtir (105) AGE inhibitdri olarak aminoguanidine ve
fhonoklonal antikorlar ile yaptlan cahsmalarda, AGE seviyesinde olan disus
gosterilmistir (106). Perisit kayb! ve aseluler kapiller formasyon kan glukoz ve AGE
$'eviyes'|nde orta derecede artis ile birlikte iken endotelyal hiicre proliferasyonu igin
ylksek miktarda glukoz ve AGE gereklidir (107)

2. Oksidasyon:

Diyabetik retinopatide oksidasyonun rolti icin yapilan c¢alismalar, retinal
hasarin mekanizmasi ve antioksidan tedavi Uzerinde agilagsmistir Birgok
_-'.f'é;alr§mada, diyabetik retinopati durumliarinda proteinlere olan oksidatif hasar ve
antioksidanlarin fonksiyonlarinda olan degisiklikler gésterilmistir (108) Goto-
Kakizaki (GK) sicanlari, herediter instline badiml olmayan diyabet icin model
olarak kullaniimaktadir GK siganlan Uzerinde yapilan bir ¢alismada, kontrol
grubuna gére glutatyon seviyesinde ve endotel/perisit oraninda degisikiikier
saptanmigtir Aminoguanidin kullanimi ile birlikte hiperglisemi derecesinde ve
endotel/perisit oraninda dizelme gorulmemisgtir (109). Artmis  sitoplazmik
laktat/pyruvate oranindaki artis ile birlikte NAD+/NADH oraninda progresif azalma

_ deneysel diyabet hayvanlarinda erken dénemlerde gosterilmistir (110)

26



Amin oksidaza bagh deaminasyon sonrasinda, endotelyai hasar ve plak

ormasyonu, oksidatif glikasyona veya LDL oksidasyonuna neden olabilecek

artmis  oksidatif stres ve vaskuler sistem hasar gérillmektedir. Formaldehit

uygulamasi da, ileri glikasyon ve protein hasari iie sonuglanir (111).

. Birgcok ekzojen antioksidan uygulamalan, hiperglisemiye bagli gelisen
oksidatif hasart énlemede basarill olmustur C ve E vitaminieri bunlar arasinda en

“sik uygulanan antioksidanlardir (112),

3. Buytme Faktorieri:

_ Artmis vaskliler gecirgenlik ve neovaskilarizasyon, diyabetik makuler édem
_'Ve proliferatif diyabetik retinopati ile sonuglanir Vaskuler endotelyal buyime
‘faktdril (VEGF) ise okiller neovaskularizasyon ve okliler olmayan dokulardaki
damar gecirgenliginin énemli uyaranlarindan biridir intravitreal VEGF'un kaynagi
iskemik retina  olarak gosteriimesine kargin serumdaki artis gdzden
< kaginimamalhidir (112). Yapilan ¢alismalarin cogunda, VEGF liokalizasyonu ve
| konsantrasyonu belilenememistir  Buna ragmen, intraokiler vaskiler
" gecirgenlikteki artig, bu olaya neden olan protein kinaz C'nin inhibitérierinin
kullanimi ile birlikte olusan okuler hastalikiarin geriye donusintn gésteriimesi ile

- birlikte ispatlanmistir (113).

Insullin benzeri buyume faktdri, proliferatif diyabetik retinopatili hastalarda
retinal kapiller perflizyonun bozulmastna bagh gelisen retinal iskeminin bulundugu

hastalara oranla daha yuksek seviyede bulunur (114).

4 Aldoz reduktaz inhibitorlert:

Streptozotosin ile olusturuimus diyabeti olan siganlarda yapilan iki calismada,
aldoz reduktaz inhibitérierinin retinal sorbitol ve fruktoz seviyesini dusurdugt
gosteriimistir (115,116). Buna karsin aldoz rediktaz inhibitérierinin tedavi edici

dozlart heniiz belilenmemistir.
5. Metabolitler:

Bu mekanizmalardan biri , hiperglisemiye bagh artmis diagilgliserol (DAG)

seviyesinde artis ve protein kinaz C (PKC)'nin aktivasyonudur. PKC, ekstraseluler
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matriks ve sitokin Uretiminde artiga neden olur ve vaskuler gecirgenlik ve vaskuler
* hucre proliferasyonu artar Buna bagh olarak, sitoplazmik fosfolipaz A2
" aktivasyonu artar ve Na-K ATPaz inhibe olur. Bu ¢aligmalarda ayrica, LY333531
" ve E vitamini gibi PKC inhibitorlerinin kullanimt ile birlikte muhtemelen DAG kinaz
- aktivasyonuna bagh DAG seviyesinde azalmanin neden oldugu diyabetik vaskiler

komplikasyonlarda duzeime gdsterilmistir (117,118,119)

Diyabetik retinopatiyi agiklamaya yénelik yapilan calismalarda ayrica asagida
yer alan sonuglar elde edilmisgtir:

a  Diyabetik retinada nitrik oksit sentetaz aktivitesinde artig, amino asitlerin
bazal seviyesinde azalma ve L-arginine aliminda artis (120).

b Serum ftrigliserid seviyesi ile mikrosirkuler damariarda olan degisimler
(121).
Glial reaktivite (122).
Diyabetik retina hucrelerinde proteinlerin mono-ADP-ribosilasyonu (123).

Kaliikrein-bagh proteinlerin varhigi (124)

- 0 2 o

Prostanoid metabolizmasindaki degisimler (125).

8. Alternatif mekanizmalar :

Diyabetik retinopatinin olusumunda 6ne sirulen dijer mekanizmalar:
a Endotel hiicre o6lumlne bagh olarak, damarlarin  ve
mikroanevrizmalarin l6kosit tikaci ile kapanmasi (126)

b Retinada [6kosit birikiminde artis ve buna baglh mikrovaskiler

okluzyon ve disfonksiyon (127)

¢. Endotelin miktarinda artis (128,29)

d Trombosit hiperaktivasyonu (130).

e. Retinada néral hiicre apoptosisinde artig (131).

f Bobrek, beyin, retina ve lenste artmis lipid peroksidasyonu ve

tedavide kadmiyumun rolu (132)
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2.7. VITREUS

Insan vitreusu, seffaf, avaskuler ve jelatindz bir yapr olup 4 5 ml'lik vitreus
boslugunu doldurur. Bu bosgluk, 6nde lens, zonuller ve siliyer cisim, arkada ise
- retina ve optik sinir tarafindan gevrelenir. Hacim ve agirlik olarak gdztn 2/3'0ni
" olusturur (133,134)

Vitreus yapisal olarak sivi igerigi fazla hyaluronik asit matrikste asilt kollajen
fibril agindan ibarettir ve %99'u sudur (133,134).

Kure seklinde bir yap! olan vitreus iki kisma ayrihr:

1. Kortikal vitreus:

Lens ve retinaya komsu olan dis kismini olusturmaktadir  Oniinde
bombelesme sonucu olusan lentikiler fossada iens bulunmaktadir. Kortikal
vitreusun yoguniugu bu bolgede artar ve 6n hyaloid membrani olusturur Ozellikle

genclerde Weigert ligamani ile lens arka kapsulune sikica yapisir (133).

Vitreusun pars pilana epiteli ve ora serratanin hemen arkasindaki retinaya
olan siki yapigma bélgesine vitreus tabani adi veriimektedir Kortikal vitreus bu
alanda yogun kollajen fibriller icermektedir. Diger bir siki yapisma bdigesi ise optik
disk kenaridir ve lens arka yuzune yapisma bélgesinde oldugu gibi yasla birlikte

zamanla gevser (133)

Saglikh bir gbzde kortikal vitreus tim retina ile temas halinde olup, daginik
kollajen filamanlarla i¢ limitan membrana tutunmustur. Bu baglantilar bazen siki
olup retina deliklerine neden olabilir Kortikal vitreusta ayrica hiyalosit denen

fagositik hiicrelerde vardir (133).

2 Santral vitreus:
Daha az kollajen lifieri ile birlikte kortikal vitreusa oranla daha az yodun bir
yaplya sahiptir Fétal hayatta lensten optik sinir bagina dodru uzanan hyaloid kanal

icindeki hyaloid arter dogumdan hemen sonra kaybolur Kanal ise yasam boyu
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devam eder Bazen arterinde guduk bir i¢c kismi lens arka ylUzune yapigik olarak

v'i.treusta dalgalanir (Mittendorf lekesi) (133).

Diyabet durumunda vitreusta likefikasyon ortaya c¢ikmaktadir Maillard
grinleri, normal yas gruplan ile karsilagtinldiginda diyabetlilerde vitreusta
;aptanmaktadlr. Maillard  urtnleri, hyaluran gibi  glikozaminoglikanlarda
éepolimerizasyona neden olurlar ve bu nedenle likefikasyondan sorumlu
ﬁjtulmaktad:r (135,138). Antioksidan enzimler, demir selatlar) ve serbest radikal
yakalayicifarinin - kuflanimi ile  birlikte Maillard ~ Urunlerine  bagh  geligen
aejenerasyonun engellendiginin  gb&sterilmesi serbest radikallerin  rolunu
ispatlamaktadir (136)

2.8, LIPOIK ASIT

Ik olarak Reed, ve arkadaslar tarafindan izole edilen a-lipoik asit (ALA)
(thioctic acid; 2-dithiolane-3 penatanoic acid; 1,2-dithiolane-3 valeric acid) suda
érimeyen fakat organik ¢ézuculerde eriyebilen bir maddedir Piruvat dehidrogenaz
\_l'e o-ketoglutarat dehidrogenaz enzim komplekslerinde énemli rol oynayan bir
kofaktérdt]r ve son zamanlarda hem o-lipoik asit hem de redikte formu
d'ihidroiipoik asit (DHLA) antioksidan ozellikleri ile onemli derecede dikkat
gﬁekmektedir‘ Onceleri vitaminler sinifina dahil edilmesi énerilmis fakat daha sonra

hayvanlar ve insanlar tarafindan da sentezlenebildigi gézlenmistir (4,137).

ALA ve DHLA, ideal bir antioksidamin tiim kriterlerini icermeleri nedeniyle
‘evrensel antioksidanlar” olarak adlandmtimiglardir (138). ALA, oral yolla
::.:;'allndigmda hemen absorbe olur ve baz dokular tarafindan DHLA'e cevrilir (139).
Her iki form, lipid ve akoz ortamlarda serbest radikallerin aktivitesini azaltir ve
metal selatlayici etki gosterir Ek olarak, DHLA diJer antioksidanlarin

‘rejenerasyonunda rol alir

- 28.1. Antioksidan Aktivite:
| ALA’in antioksidan etkileri ilk olarak 1959 yihnda Rosenberg ve Culik
tarafindan bildiriimistir (140). Antioksidan etkilerini asagida yer alan mekanizmalar

~ile gosterir:
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1. Reaktif oksijen tlrleri ile reaksiyon ve metal selatlama:

Lipoik Asit: Hidroksil radikali, hipokloréz asit ve tekil oksijen ile reaksiyon
gosterir (141,142,143) Buna karsin, hidrojen peroksit, superoksit radikali ve
peroksil radikallerini ise etkilemez (142). Ayrnica metaller (kadmiyum, demir,

manganez, ginko, bakir) ile sefatlayici etki gosterir (4,142).

Dihidrolipoic asit: Hipoklorbz asit, peroksil radikali ve hidroksil radikali ile
reaksiyona girerken, hidrojen peroksit ve tekil oksijen Uzerinde etkisizdir
(141,142,143). Lipoik asit gibi selatlayic etkisi de mevcuttur (142).

2 Diger antioksidanlar ile reaksiyon: DHLA, askorbik asit ve E vitamininin
radikal formlarindan yeniden olusumunu saglar Hlcre ici glutatyon seviyesini
arttirarak da antioksidan etki gdsterirler (4).

3. Proteinlerin ayarlanmasi: Ekzojen olarak vertlen a-lipoik asit, intraseluler

fonksiyonlarn sadece antioksidan aktivite ile degil ayni zamanda throredoksin,

. enzimler ve taslyic proteinler gibi thiol iceren proteinleri etkileyerek ayarlar (4).

o 4 Genler lUzerine olan etki: NF-«<B ve c-fos genleri Uzerine olan etkileri
aragtinimaktadir (144,145).

Antioksidan etkileri Uzerine yapilan ¢alismalar sonucunda, a-lipoik asidin,
diyabet, iskemi-reperfizyon hasari, metal zehirlenmesi, radyasyon hasari, ve HIV

enfeksiyonu tedavisinde etkili olabilecedi saptanmistir (4),

. 2.8.2. Diyabet ve a-Lipoik Asit:
' ALA'in hem Tip | hem de Tip |l diyabette potansiyel koruyucu veya lyilestirici
etkileri rapor edilmistir Diyabette gelisen birgok komplikasyonun, oksidatif serbest

radikal olusumu ile ilgili oldudu gosteriimistir (146). Diyabetik hastalann serum

= tiyobarbiturik asit reaktif Urtinleri (TBARS) seviyeleri diyabetik olmayanlara oranla

- daha yuksek bulunmustur. ALA ve DHLA'in diyabette induklenen komplikasyontar

Onledigi gosterildiginden beri, bu komplikasyonlarda oksidan stresin rolu ile ALA ve
- DHLAIn antioksidan ézellikleri arasindaki iliski gok ilgi cekmektedir (146,147,148).
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Deney hayvanlar Uzerine yapilan bazi calismalarda, ALA'in diyabette sadece
antioksidan &zelliklerinden dolayl dedil baska sebeplerle de kullanildi§i rapor
edilmigtir Ornegin; intraperitonal ALA uygulamasinin, streptozotosin ile diyabetik
hale getirilmis sicanlarin fetuslerini néral tlip hasarindan korudugu (149), glisemiyi
dusurdigu ve kas GLUT-4 seviyelerini artirdidi (150) ve gentamisin ile induklenen

nefrotoksisiteye karst koruyucu etkilerinin bulundugu (151) bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. DENEY HAYVANLARI

Bu caligmada, agirhklan 230-300 gram arasinda degisen, 37 adet erkek
Wistar sigan kullanilmigtir. Her kafeste 6 hayvan olacak sekilde muhafaza edilen
sicaniar, 12 saatlik karanlk-aydinlik periyotlarinda, 22+2°C sicaklik ve %50+5

nem igceren kosuilarda ticari sican yemi ve musluk suyu ile beslendiler

3.2. DENEY VE DENEY GRUPLARI

3.2.1. Tasiyicilar

Streptozotosin (Sigma S-0130) (STZ) tasiyicisi: soguk sitrat tamponu (0.1 M,
pH: 4 5) 0.1 M trisodyum sitrat ve 0.1 M sitrik asit

a-Lipoik asit (Sigma T-5625) (ALA) tasiyicisi: %0 5 NaOH (serum fizyolojik
icinde ¢ozlldukten sonra 1 M HCI ile pH'1 7’ye ayarlandi}

3.2.2. Deney Gruplan
10 haftallk deney suresinin basglangicinda, tim hayvaniarin agirliklan ve kan
sekeri seviyeleri (Accu-Chec marka glukometri cihaz! ile dlgulen) kaydedildi

Sicaniar rasgele olarak doért gruba ayrildi.

1 Kontrol grubu: 10 sican igeren bu grup kontrol grubu olarak secildi. Bu

gruba deney basglangicinda 1 kez STZ tasiyicisi intraperitoneal olarak enjekte
edildikten sonra, 10 hafta suresince her gun intraperitoneal olarak ALA tasiyicisi
enjeksiyonu uyguland!

2 Lipoik asit grubu: 10 sigcan igeren bu gruptaki hayvanlara, deney

baslangicinda tek doz STZ tasiyicisi uygulandiktan sonra, 10 hafta stresince her
gln intraperitoneal olarak tastyici icerisindeki ALA 50 mg/kg dozunda enjekte
edildi

3 Divabet grubu; Baslangigta 20 sican ile baslanan, fakat diyabet nedeni ile

olumlerden dolayt @ sigan ile bitirilen bu gruptaki hayvanlara, ilk kan sekeri

Slcimleri sonrast 80 mg/kg STZ enjeksiyonu tek doz ve intraperitoneal olarak

33



uyguiandi. STZ enjeksiyonundan 48 saat sonra siganiarin kan sekerleri iculdu ve
kan sekeri 250 mg/di'nin Uzerinde olaniar diyabet olarak kabul ediidi (normal aclik
kan sekeri sinirlan 50-135 mg/dl}. Bu sicanlara 10 hafta boyunca her gun ALA
tasiyicisi intraperitoneal olarak enjekte edildi

4. Diyabet-Lipoik asit grubu: Baslangicta 20 si¢an ile baglanan, fakat diyabet

nedeni ile élumlerden dolayl 8 sigan ile bitirilen bu gruptaki hayvanlara, ilk kan
sekeri dictimleri sonrasi 860 mg/kg STZ enjeksiyonu tek doz ve intraperitoneal
olarak uygulandi. STZ enjeksiyonundan 48 saat sonra siganlarin kan sekerleri
dlglildu ve kan sekeri 250 mg/dI'nin Uzerinde olanlar diyabet olarak kabul edildi Bu
sicanlara 10 hafta boyunca her gin 50 mg/kg dozunda ALA tasiyici icerisinde ve

intraperitoneal olarak enjekte ediidi.

3.2.3. Cerrahi [glem

10 haftahk deney suresinin sonunda, bir gecelik aglik sonrasl siganiara,
tartildiktan sonra, eter anestezisi uyguland;. Kan sekerleri kuyruk veninden bakildi
Son achk kan sekerleri ve agirliklart kaydediidi. Abdominal aortadan tim kanlarn
alinarak &tenazi uygulandi Gézler, enlikleasyon sonrasi buz uzerindeki bir kaba
alindi. 22 G igne ile globun posterioruna optik sinir komsuluguna insizyon
uygulandi. Otomatik mikropipet ile insizyon bélgesinden vitreal bogluga ulasiidi ve
vitreus aspire edildi. Alinan bu vitreus ependorf iginde bulunan 250 pi fosfat
tampon salin (PBS tamponu; pH:7.4; 8.1 g NaCl, 2302 g Na,HPO;, 0.194 ¢g
NaH,PO,, distile su ile 1000 ml'ye tamamlanir) igerisine eklendi. Karigim
vortekslendi. Ependorf icine alinan vitreustaki biyokimyasal tetkikler ayn: gun

icerisinde uygulandi ve bu siire igerisinde buz i¢cinde sakiand:.
3.3. METODLAR
3.3.1. Protein Tayini

Vitreus igerisinde yer alan protein igerikleri, Lowry’nin metoduna gére bovine

serum albumin (BSA) standard kullanilarak dlculdu (152).

Prensip:
Alkali sartlarda Cu™ iyonu proteinlerdeki peptid baglar: ile tek degerii Cu*'

iyonuna déniisumiin gercekiestigi bir kompleks olusturur. Tek degerli bakir iyonu
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ve tirozin, triptofan ve sistein amino asitlerinin fonksiyonel gruplari, sar renkli Folin

Ciocalteu reaktifi (polifosfomolibdik ve polifosfotungstik asit) ile reaksiyona girer ve

molibdenyum ve tungsten mavisine indirgenen kararsiz bir Urin olustururlar.

Olugsan mavi

rengin absorbansi

kargilastirilarak degerlendirilir

Ayiraclar.
1. D Reaktifi:

a. NazCO; (%2 susuz) 10.0 ml

b. CuSOy4 (%1)

c. Na-K tartarat
2 NaOH (1 N}

750 nm’de okunur ve standart egdri ile

Folin-Ciocalteu-Fenol (FCF reaktifi) (Sigma F-9252): FCF, porotein tayini

icin, distile su ile 1/1 oraninda dille edilerek kulianildr.

4. Bovin serum,albumin (BSA) (Sigma A-7906): 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6 g/ml'lik

konsantrasyoniarda hazirlanir ve protein standardi olarak kullanilir.

Yéntem.

Numunelerdeki protein tayini, asagidaki prosedure gére yapiidi

[ Kér (ul) Standart (ul) Numune (p!)
Distile su 25
@dart 25
Numune 25
NaOH 25 25 25
D Reaktifi 250 250 250
Oda sicakliginda ve karanlikta 20 dakika inklbe edildi.
FCF reaktifi 25 25 25
Oda sicakliginda ve karanlkta 30 dakika inktibe edildi.
Distile su 500 500 500 |

Kér, standart ve numune tupleri kanstinldrktan sonra numuneler 750 nm’de

kore karsl okundu ve protein konsantrasyonlari standart grafijine gére mg/ml
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olarak hesaplandi Deney hayvanlarindan alinan vitreus miktan ¢ok dusuk oldugu
icin protein miktarlan konusunda net bir deder elde edilememistir. Buna kargin,

SOD, CAT ve MDA duzeyleri mg protein basina hesaplanmistir

3.3.2. Cu/Zn Bagiml Siiperoksit Dismutaz (Cu/Zn-SOD) Tayini
Cu/Zn-SOD aktivitesi, Misra ve Fridovich'in ydntemine gére élculdu (153).

Prensip.

Epinefrinin otooksidasyonu sonucu adrenokrom olugur Bu otooksidasyonun,
Cu/Zn-SOD ile inhibisyonunun vyuzdesine goére, enzim aktivitesi hesaplanir.
Adrenokromun 480 nm’'de vermis oldugu maksimum absorbans degisikligi, SOD

inhibisyonu ile iligkilidir.

Ayiraclar,

1. NayCO;/ NaHCO; tamponu (0.3 M, pH: 10 2)

2 EDTA (0.075 mM)

3. Epinefrin HCI (1 8 mM, pH: 2} (Sigma E-4642): 0.01 M HCI ile gunluk

hazirlanir,

Yéntem:

Tampon ile gerekli dilusyonlar yapildiktan sonra asagidaki yéntem uygulanir

Kontrol (ul) ‘ Numune (ul)
Tampon 110 ' 110
EDTA 80 r 80
Numune (dilie edilmis) | 150
Tampon 150 l
Epinefrin 100 ' 100

Epinefrin eklendikien ve tupler ivice karnistirildiktan sonra 480 nm'de ve 30°C
tampon kortine karsi, kontrol ve numune tuplerindeki absorbans artiglar 3 dakika

slUresince kaydedildi
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Standart Hazirlanmasi.
Potasyum fosfat tamponu (20 mM, pH: 7 4) icinde 0.0625, 0 125,025ve 05

ug/mrlik konsantrasyonlarda hazirlanan Cu/Zn-SOD standartlari (bovine eritrosit

SOD, Sigma S-2515) numune gibi cahsildi. Tum standartlar u¢ kez calisitarak

ortalamalan alindi

Aktivitenin Hesaplanmasi:

Kontrol tupunde, epinefrinin otooksidasyonunun Cu/Zn-SOD ile inhibisyon
ylzdesi sifirdir. Clinkl, kontrol tupunde gergeklestirilen deneyde enzim yoktur. Bu
tupte, epinefrin kolayca nonenzimatik olarak adrenokroma doénusecektir. Bu
nedenle, kontrol tlplindeki inhibisyonun yizdesi sifirdir. Standart ve numune
tuplerindeki inhibisyon vyuzdeleri, Cu/Zn-SOD konsantrasyonuna bagli ofarak

degisir.

AQD / dk (kontrol} 100 aktif birim

AQD / dk (standart) X

X =[ (AOD / dk (standart)) / (AOD / dk (kontrol)) ] x 100
Standardin % inhibisyon degeri = 100 - X

AOD / dk (kontrol} 100 aktif birim

AOD / dk (numune) Y

Y =[ (AOD / dk (numune))} / (AQOD / dk (kontrol)) ] x 100
Numunenin % inhibisyon degeri = 100 - Y

Numunenin yuzde inhibisyon degeri bulunduktan sonra, bu degerler
standartlarin regresyon analiz sonuglarindan elde edilen formilde yerine kondu.
Sonuglar U/mg protein seklinde verilecegi icin, numunenin son hacmindeki protein

degderi hesaplandi ve mg protein basina enzim aktivitesi bulundu

3.3.3. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Tayini
CAT aktivitesi, Aebi’nin yontemine gore élculdl (154)

Prensip.
CAT aktivitesinin tayini, H.O2'nin katalaz tarafindan O, ve HxO'ya

parcalanmasi sirasinda, H;Oz'nin azalan absorbansinin 240 nm'de Olgumu

esasina dayanir.
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Ayiractar.
1. Fosfat tamponu (50 mM, pH: 7.0):

a 6.81 g KH,PO,: bidistile su ile 1000 mi'ye tamamlanir.
b 890 g Na;HPOy: bidistile su ile 1000 ml'ye tamamlanir
Solusyonlar a ve b sirasi ile 1:1.5 oraninda karistirilir.
2. H20z (30 mM): 0.34 ml %30Muk H,O,, fosfat tamponu ile 100 ml'ye
tamamlanir Fosfat tamponu 2°C’de stabildir H>O. ise taze

hazirlanmalidir.

Yontem.
CAT aktivitesinin 6lgiimu icin gerekli dilisyonfar fosfat tamponu ile yapidiktan

sonra asagidaki prosedur uygulandi.

Kar (ui) " Numune (ul)
Fosfat tamponu “ 200
Diltisyon uygulanmis numune 200
H>05 100 100

Reaksiyon, H;O, eklenmesi ile baslatildi Baslangic absorbansinin 500
civarinda olmasina dikkat edildi. 15 saniye siresince 240 nm'de ve 25°C'de

absorbans azaligt kaydedildi.

Akftivitenin Hesaplanmasi.

CAT aktivitesi, birinci dereceden reaksiyon hiz sabiti (k) kullanilarak

hesaplandi.

k=23/Atxlog (Ay/Ass) s’

k=23/15xlog (Ao/Ass) s =0 153 xlog (Ag/ Ass) 8™ (ml)
Litredeki degeri hesaplanacad icin ¢ikan sonug¢ 1000 ile ¢carpibr
k=153 x log (Ao / Ats) s™ L

k : birinci dereceden reaksiyon hiz sabiti

Ao : 0 saniyedeki absorbans degeri

Ais 15 saniyedeki absorbans degert
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Anormal kinetigi nedeni ile CAT unitesi igin “birinci derece reaksiyon sabiti”
(k) kullamlir ve katalazin spesifik aktivitesi protein ile iligkilendiriimig sekilde k / mg
protein olarak verilir

3.3.4. Malondialdehit (MDA} Tayini
MDA duzeyieri, Gumusglu ve arkadaglan tarafindan modifiye edilen Wasowicz
ve arkadaglarimn yontemleri kuilanilarak 6l¢lildi (155,156).

Prensip:

Bu metodun temel prensibi, lipid peroksidasyon riint olan MDAnin 1
molinin 2 mol 2-tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girmesi sonucu olusan
bilesigin, asidik ortamda n-bitanol fazina ekstrakte edilerek, 525 nm eksitasyon ve
547 nm emisyon dalga boylarinda spektroflorometrik olarak okunmasi esasmna

dayanir.

Ayrraciar:
1. 2-tiyobarbitiirik asit (TBA) (29 mM): 8. 75 M asetik asit icinde hazirlanir.
2. Hidroklorik asit (HCI) (5 M)

3. n-bitanol

4. 1,1,3,3-tetractoksipropan (Sigma T-9889)

Yéntem:

T Numune (pf)

Numune J 50

Distile su J 1000
TBA 1000

60 dakika 100°C’de su banyosunda inklbe edildi
Sonrasinda musluk suyu iie oda sicakligina kadar sogutuldu.

HCI - 25

n-blitanol 3500
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Tlpler 1 dakika vorteksiendi. Floresansi élgulecek olan MDA, numunelerin
3000 x g'de 10 dakikalik santrifujii sonucu butancl fazina gecirildi. Blitanol fazinin
floresanst 525 nm eksitasyon ve 547 nm emisyon dalga boylarinda
spektroflorometrede olguldi. MDA konsantrasyonlari, graftkten nmol / ml olarak

hesaplandi. MDA sonuglart, nmol / mg protein seklinde veriidi,

3.4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Tum sonuglar, ortalama * standart hata seklinde verildi. istatistiksel
dederlendirmeler, SPSS 10.0 paket programi ile bilgisayarda yapidr Tum
gruplardaki sicanlarin, vitreuslarinda o&lglilen parametrelerin ve kan glukoz

degerlerinin karsilastiriimast “Mann-Whitney U” testi kullanilarak yapiidi

3.5. KULLANILAN LABORATUVAR MALZEMELERI

3.5.1. Geregler

1. Spektrofotometre: Schimadzu UV 1601

2 Spektroflorometre: Schimadzu RF-5000

3. Su banyosu: Precitherm PFV-Boehringer Mannheim

4. Santrifu: Heraeus Sepatech Labofuge 200

5. Hassas terazi: Sartorius 2472

6 Test tiplen: 16x160 mm

7. Ependorflar

8. Otomatik pipetier: Biohit marka; 5-50, 50-200, 200-1000 ul’lik
9 Cam pipetler: 1, 2, 5 ve 10 mL'lik, serolojik

10. Cam balon jojeler, beherler ve erlen mayerler

3.5.2. Kimyasal Malzemeler

Tum kimyasal maddeler “Sigma” ve “Merck” ten temin ediidi.
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4, BULGULAR

4.1. KAN SEKERIi DUZEYLERI

DOrt grupta yer alan hayvanlann son aglik kan sekeri dizeyleri tablo 4.1 ve
sekil 4 1'de verilmigtir. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde, diyabetik olmayan
gruplarda, diyabetik gruplara orania kan sekeri duzeyi aniaml derecede diisik
olarak saptanmistir (p<0 001). Buna karsin, lipoik asit uygulamasi ile birlikte
gérulen kan sekeri seviyesindekij degisiklikler anlamli degildir (p>0.05).

Tablo 4.1. Siganlann son aglik kan sekeri duzeyleri (mg/dl)

Kan Sekeri Diizeyleri
Grup p
(ortalama * standart hata)
Kontrol grubu (K) 15520 + 4 40
Lipoik asit grubu (LA) « 14140 + 4 81 a: p>005
S ———
b: p<0.001
Diyabet grubu (D} 40933 +17.85
c: p<0.001
d: p<0.001
Diyabet + Lipoik asit grubu (DLA) 39525 +12 31 e: p<0.001
f: p>0.05

a: Kve LAnin, b: Kve D'nin, ¢ LA ve D'nin, d: K ve DLA'nn, e; LA ve DLA nIn,
f. D ve DLA'nin istatistiksel karsilagtinimasi

450
400
350
300
250
200
150
100

50

Kan Glukoz Diizeyi (mg/dl)

K LA ' D DLA
= |

Sekil 4 1. Siganlarin son acglik kan sekeri duzeylert (mg/d!)
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4.2. KiLO DEGISIMLERI

Dort grupta yer alan sicanlarin ilk ve son agirlikiar arasindaki farklar tabfo 4.2
ve sekil 4.2°de verilmistir Diyabetik gruplarda bulunan hayvaniarin agiriikiarinda
azalma saptanirken, diyabetik olmayan gruplarda ise artis géruimustiir. Istatistiksel
olarak degerlendirildiginde, diyabetik gruplar ile diyabetik olmayan gruplar
arasindaki fark aniamiidir (p<0.001). Buna karsin, lipoik asit uygulamasi iie birlikte
gortlen degisikiikler anlamli degildir (p>0 05)

Tablo 4.2. Siganlarin ik ve son adirliklar arasindaki fark (g)

i Kilo Degisimleri
Grup p
(ortalama * standart hata)
Kontrol grubu (K) 4100 + 2 08
"Lipoik asit grubu (LA) 32 00 + 4.84 a: p>0.05
o . | b:p<0.001
Diyabet grubu (D) -56.56 +7.13
c: p<0.001
d: p<0.001
Diyabet + Lipoik asit grubu (DLA) -6375+498 e: p<0.001
f: p>0.05

a: Kve LA'nin, b; Kve D'nin, ¢ LA ve D'nin, d: Kve DLA'nIn, e: LA ve DLA'nIn,
f. D ve DLA'nin istatistiksel karsilagtiriimas)

Kan Glukoz Diizeyi (mg/dl)

Sekii 4.2. Sicanlarin ilk ve son agirliklari arasindaki fark (g)
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4.3, VITREUS SIVISININ DEGERLENDIRILMESI
4.3.1. Vitreus Sivisinin SOD Aktiviteleri:

Vitreustaki SOD aktiviteleri tablo 4.3.1 ve sekil 4.3 1’de verilmistir. Istatiktiksel
olarak karsilastiriidiginda, diyabetik grupiarda SOD duzeyi diyabetik olmayan
gruplara oranla anlamli derecede dustikiur (p<0 05). Lipoik asit uygulanan

gruplarda ise uygulanmayanlara oranla fark anlaml degildir (p>0.05}.

Tablo 4.3 1. Gruplarin vitreustaki SOD degerleri (U/mg protein)

SOD
Grup p
(ortalama * standart hata)
Kontroi grUbU (K) 137 02 + 11 15
Lipoik asit grubu (LA) 142 40 £ 12 38 a: p>0.05
. “ b: p<0 05
Diyabet grubu (D) 8951+ 8 41
c. p<0.05
d: p<0.05
Diyabet + Lipoik asit grubu (DLA) 9602+ 1349 e. p<0 05
f. p>0.05

a: Kve LA'min, b: Kve D'nin, ¢: LA ve D'nin, d: Kve DLA'nin, e: LA ve DLA'nin,
: D ve DLAnin istatistiksel karsilastinimasi

_ 160
§ 140
g 120
g 100
= 80
& 60
=
E 40
3 20
0
2]
K LA D DLA

Sekil 4 2.1. Gruplarin vitreustaki SOD degerleri
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4.3.2. Vitreus CAT Aktiviteleri:

Vitreustaki CAT aktiviteleri tablo 4 3.2 ve sekil 4 3 2'de verilmigtir. istatiktiksel
olarak Kkarsilastirildiginda, diyabetik gruplarda CAT duzeyi diyabetik olmayan
gruplara oranla anlamli derecede dusuktur (p<005) Lipoik asit uygulanan

gruplarda ise uygulanmayanlara orania fark anlamii degildir {p>0.05).

Tablo 4.3 2. Gruplarin vitreustaki CAT degerleri (k/mg protein}

a: Kve LA'mn, b: Kve D'nin, c: LA ve D'nin, d: K ve DLA'nin, e; LA ve DLA'nin,
f. D ve DLAnIn istatistiksel karsilastiriimasi

CAT
Grup p
{ortalama * standart hata)
Kontrol grubu (K) 1018 + 0 73
Lipoik asit grubu (LA) 10.39 £ 0.91 a: p>005
_ b: p<0.05
Diyabet grubu (D) 642 £0.74
c. p<0.05
“ d: p<0 05
Diyabet + Lipoik asit grubu (DLA) 6.71+082 e: p<0 05
f. p>0 05 5

-
N

-
[ == B o ]

CAT Aktivitesi (U/mg protein)

o N A O

K LA D DLA

Sekil 4.3.2 Gruplann vitreustaki CAT degerleri
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4.3.3. Vitreus MDA Degerleri:

Vitreustaki MDA degerleri tabio 4.3 3 ve sekil 4 3.3'de verilmigtir. istatiktiksel
olarak karsiastinidiginda, diyabetik gruplarda MDA dizeyi diyabetik olmayan
gruplara oranla anlaml derecede yuksektir (p<0.05) Lipoik asit uygulanan

gruplarda ise MDA seviyesinde olan azalma anlamh degildir (p>0 05).

Tablo 4.3.3. Gruplarin vitreustaki MDA degerleri (nmol/mg protein)

MDA
Grup p
(ortalama * standart hata)
Kontrol grubu (K) 897 +1.00
Lipoik asit grubu (LA) 878 +£080 a. p>0.05
b. p<0.05
Diyabet grubu (D) 1382 +106
c. p<0.05
" d: p<0.05
Diyabet + Lipoik asit grubu (DLA) 1340 + 1.61 e: p<0.05
f. p>0.05

a: Kve LA'nin, b: K ve D'nin, c: LA ve D'nin, d: K ve DLA'nin, e LA ve DLA'nin,
f: D ve DLA'min istatistikse! karsilagtiriimasi

~ 16
14
12
10

(=T \CI S

MDA Degerleri (nmol/mg protein

Sekil 4 3.3 Gruplarin vitreustaki MDA degerleri

45




5. TARTISMA

Diabetes Mellitus, tum komplikasyoniarinin yaminda diyabetik retinopati
olugturmas! nedeniyle tum dunyada calisan yas grubunda akiz gelisen gérme

kayb! nedenleri arasindaki 6nemini halen devam ettirmektedir.

Kan glukoz seviyesinin yetersiz olarak kontrolil, diyabetik mikrovaskuler
komplikasyonlarin gelisiminde birincil nedeni olustururken, makrovaskiiler
komplikasyonlarin gelisimine de katkida bulunurlar (2) Hipergliseminin bu etkisi,
diyabetik olmayan hayvan gruplarina galaktozla zenginlestirilmis diyet verilmesi ve
sonucunda diyabetik hayvanlarda ve insanlarda rastianan retinal kapiller
lezyonlarin bu hayvan gruplarinda goriilmesi ile ispatlanmistir (157). Kan glukoz
seviyesi siki bir sekilde kontrol altina alindigi durumlarda, kan ve vitreusta lipid
peroksit seviyesinde.,ve buna bagdli olarak da oksidatif doku hasarinda azalma
saptanmistir (158). Calismamizda yer alan hayvanlann kan sekeri duzeyleri
dtenazinin uygulandig giin olgulmus ve hem diyabet hem de diyabet-lipoik asit
grubunda bulunan degerler kontrol ve lipoik asit grubunda yer aian si¢anlara gére

anlamli derecede yiiksek olarak bulunmustur.

Hipergliseminin retinopati gelisimindeki etkisi Uzerine birgok hipotez ileri
suriimesine ragmen hangisinin daha énemli cldugunu saptamak olduk¢a zordur
(157). Polyol metabolizmasindaki artig, proteinlerin enzimatik olmayan glikasyonu,
protein kinaz C’nin aktivasyonu ve oksidatif stres bu mekanizmalar igerisinde en

onemililerini teskil etmektedirler (2,3).

Isik hasari, iskemi-reperfiizyon hasari, Uveit, katarakt ve diyabetik retinopati
gibi bircok okuler hastaliklarin patogenezinden oksijen radikalieri ve dolayisiyla
oksidatif stres sorumlu tutuimustur (159). Glukozun otoksidasyonu ve enzimatik
olmayan glikasyon, birlikte glikooksidasyon olarak adlandirilir, diyabetik dokularda
serbest radikailerin artisina katkida bulunurlar. Oksidatif streste artisa neden olan
dider mekanizmalar ise dustuk molekiler agirhkii antioksidanlarin  doku
konsantrasyonunda azalma ve antioksidatif savunma enzimlerinin aktivasyonunda
zayiflamadir (157,160).
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Son yillarda vyapitan calismalar gostermistir ki; serbest radikallerin
saliniminda artis ve antioksidan sistemde olusan azalma, kontroli zor olan
diyabetik vakalarda lipid peroksidasyonunda, diyabetik komplikasyonlarin
gelisiminde ve retinal hastalik ile birlikte ortaya c¢ikan katarakt gelisim oraninda

artis ile sonugianmaktadir (161),

Glikooksidasyon olayinin sonucunda, bir oksijen atomu elektronlarindan birini
kaybederek negatif yuklu ve dengesiz bir moleku! olarak serbest radikal olusturur
Olusan bu serbest radikal, termodinamik ve yapisal kararliligini devam ettirmek
icin komsu molekilden bir elektron alarak yeni bir serbest radikal olugsumuna
neden olur. Stuperoksit anyonu (Oz ), ilk olusan serbest radikaldir ve daha protonlu
formu olan perhidroksil radikali (HO,') bunu takip edebilir. Hidrojen peroksit (H203),
ortamda demir iyonu oldudu durumlarda hiicreler ve dokular icin en zararl serbest
radikal formu olan hidroksil radikaline (OH ) dénusurler (162).

Hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerinin olusumu vitreus dejenerasyonu ile
sonuclanabilir. Vitreusun viskoelastik yapisinda oiusan kayip, ¢evre dokulara oian
mekanik koruyucu etkisini azaltirken, fizyolojik yapisinda olusan hasar néral retina
metabolizmasi icin olan depo fonksiyonunu da disurur Bunun yaninda, yapilan
birgok calismada vitreusta artan hidrojen peroksit radikalinin katarakt gelisimini
indikledigi gosterilmistir Katarakt saptanan vakalann vitreusiarinda yapiian
incelemelerde ¢ok yiliksek diizeyde hidrojen peroksite rastlanmis ve lens
proteinierinin glukoz otoksidasyonu scnucu olusan hidroksil radikallerince hasara
ugradigi saptanmistir (161). Sonug olarak, vitreusta oksijen radikallerinde
meydana gelen artis sadece vitreus yapisinda olusan patolojik olaylari degil, ayni
zamanda da lens ve noral retina gibi vitreusu cevreleyen dokularda oiusan

hasarlarn da yansitmaktadir (159).

Oksidatif hasara karsi olarak serbest radikal olusumunu azaltmak veya
kompanze etmek icin hiicre i¢i ve hticre dis! enzimatik ve enzimatik olmayan
defans mekanizmalar mevcuttur. Oksidatif stresi kompanze etmek igin en basit yol

viicutta siiperoksit dismutaz ve katalaz! iceren antioksidan seviyelerint arttirmaktir,
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Oksidatif durumu ve doku hasarini géstermek igcin en gecerli bulgular bu

enzimlerin enzimatik aktivitelerindeki deg@isimdir (162)

Antioksidan enzimler, okiler dokulari oksijen radikalleri ile olusan hasarlardan
korumada hayati bir 6neme sahiptir. Superoksit dismutaz enziminin bakir-gcinko ve
manganez iceren iki turu, superoksit iyonunu hidrojen peroksite gcevirir. Daha dnce
de belirtildigi gibi, hidrojen peroksit iyonu daha reaktif bir serbest radikal olan
hidroksil radikaiine do&nusebilir Bu nedenle, superoksit dismutaz enzimi,
aktivitesinin etkili olabilmesi i¢in katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri ile
birlikte reaksiyon gosterirler. Bu iki enzim, hidrojen peroksit radikalini toksik
olmayan urunler olan su ve molekuler oksijene ¢evirirler. Bu G¢ enzimin kombine
etkisi, oksidatif hasar engellemede énemli bir metabolik yolu olusturmaktadirlar
(163}

Okuler dokulardg, oksijen radikallerinin varhgini gdstermek i¢in birgok metod
gelistirilmistir. Bu metodlarin cogunda, oksijen radikallerinin varlidi, neden olduklan
doku hasarinin antioksidanlarin kullanimi ile azalmasinin gosterilmesi ile birlikte
indirekt olarak tespit edilmistir Buna karsin, artmis oksijen radikallerinin direkt
olarak tespiti yuksek oranda reaktif ve kisa émurlh olmalan ve hizla katalize

edilmeleri nedeniyle olduk¢a zordur (159)

Vitreus, 6zellikle insan deneylerinde ve retinanin alinamadig) durumlarda
retinal metabolizmanin incelenmesinde iyi bir alternatiftir. Gorevic ve ark., vitreusta
yer alan proteinlerin buyik bir oraninin retina tarafindan Uretildigini géstermistir
(164). Reddy ise vitreusun retinal protein metabolizmasi i¢in bir depo gibi
davrandidii ispatiamistir (165). Bu nedenlerden dolayi, diyabetin neden oldugu
oksidatif stresi ve a-lipoik asitin etkilerini saptamak igin sigcanlarin vitreuslari
kullanimistir Kornea ve lens ultraviole 1sinlarinin ¢odunu absorbe etmelerine
ragmen vitreus retinaya olabilecek bir radyasyon hasarinda son bélge olarak
dnemini korumaktadir. Vitreusun antioksidan korumasinda olusan disfonksiyonun
lens ve retina gibi duyarli dokulardaki hiucresel metabolizmayl olumsuz ydnde

etkiledidi rapor edilmigtir (5)
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Verdejo ve ark yapmis olduklari bir calismada, 12 proliferatif vitreoretinopatili
ve 15 proliferatif diyabetik retinopatili hastanin vitreusian vitrektomi ile elde ediimis
ve vitreuslarindaki superoksit dismutaz ve katalaz aktiviteleri kontrol grubu
hastalarina oranla Snemli &lgiide (p<0.01) disuk olarak saptanmistr (162)
Tanaka’'nin insanlar Uzerinde yapmis oldugu bir calismaya gore, diyabetik
vitreusun superoksit dismutaz aktivitesi diyabetik olmayan vitreusiara orania
énemli 6lcude (p<0.05) dustk olarak saptanmistir (168). Kernell ve ark
galismalarinda, proliferatif retinopatili 10 diyabetik hasta, yedi diyabetik kadavra ve
35 diyabetik olmayan kontrol hastalarinin vitreuslarindaki superoksit dismutaz
aktivitelerini  karsifagstirmislar ve diyabetik gruplarda ve o6zellikle proliferatif
retinopatili vakalarda stiperoksit dismutaz aktivitesini dnemli 6lgiide dusik olarak
saptamiglardir (167). Bizim c¢alismamizda da, vitreus sivisinda slUperoksit
dismutaz ve katalaz aktiviteleri diyabet olusturulmus olan iki grupta diyabet
olugturuimayan iki gruba oranla anlamii derecede diisuk olarak bulunmustur ve
daha énce yaptimis qlan calismalarn desteklemektedir. Bu iki enzimin aktivitesinde
gézlenen azalma iki nedene badlanabilir. Birincisi, tum viicut dokuiarinda oldugu
gibi vitreusta da diyabete bagl olarak antioksidan sistemin aktivasyonunda ojusan
dengesizlik olabilir ikinci neden ise, protein yapisindaki enzimlerin hipergliseminin

neden oldugu enzimatik olmayan glikasyona maruz kalmalan olasili§idir.

Retina vucut dokular i¢erisinde oksidatif strese olan duyarlilik agisindan ilk
siralarda yer almaktadir Bu durumdan retinanin bol miktarda mitokondri igermesi
nedeniyle oksijene daha fazla maruz kaimasi veya 1si§a duyarll retinal

pigmentlerin varhdi: sorumlu tutuimustur (168).

Hucre zarlan, icerdikleri yuksek orandaki coklu doymamis yag asitleri
nedeniyle oksidatif atak sonrasinda lipid hidropercksit seviyesinde artisa neden
olurlar Glnumuzde ¢ok iyi bilinmektedir ki; hpid peroksidasyonu doku hasari ve
hastaliklarinin olusumunda serbest radikal tretimi ve antioksidan savunma
mekanizmasindaki dengenin bozulmasi sonucunda artan énemli bir mekanizmadir
(162,169) Diyabetik gozierde, reaktif serbest radikalier ile retinal rodlarin dis
bolimlerinde yitksek miktarda bulunan ¢oklu doymamis yag asitleri arasindaki
reaksiyon sonucu retinal lipid oksidasyonunda artis meydana gelir. Olusan lipid

peroksitleri retinanin deposu olarak goérev yapan vitreusu gecgerek lense ulasir
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Lens liflerinin plazma zarlarinda oksidatif strese neden olan bu lipid peroksitleri
katarakt gelisimine de neden olmaktadirlar (161) Diyabetik retinopatide olusan
neovaskilarizasyondan lipid serbest radikalleri sorumiu tutulmustur (170) Daha
6nce yapilan birgok ¢alismada, oktiler dokular retina ve lenste diyabet sonrasi lipid
peroksidasyonu urunlerinde artis goésterilmesine karsin vitreus Uzerine yapilan

calismalar zor elde edilmesi nedeniyle sinirh kalmistir.

Altomare ve ark diyabetik hastalar Uzerine yaptiklar bir calismada,
hastalarin vitreusfarinda malondialdehit seviyesini kontrol grubuna oranla daha
yiksek olarak bulmuslardir. Bu ¢calismada, retinopatili hastalar ayri bir grup olarak
incelenmis ve malondialdehit seviyeleri retinopatisiz guplara oranla anlamii
derecede yuksek bulunmustur (161). Verdejo ve ark. yaptklari c¢alismada,
proliferatif retinopatili ve proliferatif vitreoretinopatili hastalarin vitreusiarinda
TBARS seviyesini kontrol grubu hastalarina oranla aniamli derecede (p<0.001)
yuksek olarak saptamiglardir (162) Boker ve ark., proliferatif vitreoretinopatili 27
hastanin vitreuslarinda malondiaidehit seviyelerini kontrol grubu hastalarina oranla
daha ylksek olarak saptamiglardir (171). Tanaka, diyabetik ve diyabetik olmayan
insan gruplarininin vitreuslarini incelemis ve lipid peroksitlerini anlaml oranda
yiksek (p<0.05) olarak saptamistir (166). Giardino (2) ve Agaeva (172)
calismalarinda deneysel diyabet olusturdukian tavsan vitreusiarinda lipid peroksit
seviyelerinde artis saptamrslardir. Bizim calismamizda ise daha once lizerinde
cahsilmamis olan sigan vitreusiar kullanilmistir. Buna karsin, daha énce yapilan
calismalar destekieyecek sekilde vitreus malondialdehit seviyeleri diyabet

grubunda yer alan hayvanlarda anlamii oranda yttksek olarak bulunmustur

Reed ve ark tarafindan 1951 yilinda ilk olarak tanimlanmasinin ardindan
vitamin olarak siniflandirilan aifa-lipoik asit (ALA) uzerinde yapian c¢alismalar
genigletildikge insanlar ve hayvaniar tarafindan da sentezlenebildigi saptanmistir
(137,173,174). Son yillarda ise ALA'in ve redukte formu dihidrolipoik asitin (DHLA)

olas! antioksidan etkiierine yoneiik olan calismalar hizlandinlmustir.
Bir bilesigin antioksidan olarak kabul edilebilmesi igin c¢esitli kriterler

mevcuttur:

» Serbest radikal yakalanmasi i¢in spesifik olmast.
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+ Metal selatlayic etkisinin bulunmasi
o Diger antioksidanliar ile iligkiye girebilmesi

e  Gen iletimini etkilemesi.

Ideal bir antioksidan tum bu kriterleri icermelidir a-lipoik asit ve dihidrolipoik
asit ¢ifti ideale ¢ok yakindirlar ve bu sebeple “evrensel antioksidanlar” olarak kabul
edilmektedirler (175) ALA kan-retina bariyerini gegerek okller dokular Uzerinde
etki gOsterir (176)

Daha once de bahsedildidi gibi diyabet komplikasyonlarinin gelisiminde
hipergliseminin etkisi oldukg¢a fazladir. Yapilan bazl calismalarda, ALA’in izole
edilmig sican diyaframi, kalbi ve kilturt yapiimis miyotubullere oian glukoz gecisini
arttirdi§i  saptanmistir (177,178,179). ALA bu etkisini GLUT-1 ve GLUT-H4
bzerinden ve insiline bagh glukoz tasinmasi lizerinde aditif etki ile gosterir
Henriksen ve ark. «inslline direngli obez Zucker sigan modeli Lizerindeki
calismalarinda insulin varhgi veya yoklugu durumlarinda ALA’in glukoz alimini
arttirdigini gostermiglerdir (180). Tip Il diyabet hastalarnina intravenédz olarak
uygulanan ALA hiicrelere glukoz gegisini arttirmaktadir (181). Buna karsin,
Obrosova ve ark. streptozotosin ile diyabet olusturduklar! sican gruplarinda ALA
kullammi ile kan glukoz konsantrasyonlan ve kilo kaybinda dizelme
saptamamisiardir (182). Ayni sekilde, bizim ¢alismamizda yer alan hayvanlarda da
fipoik asit kullanimi ile birlikte kan glukoz seviyesinde azalma gorutmemistir. Bu
scnuclar insulin yokiugu durumunda glukozun hicre icerisine gegisinde ALA'in

etkisinin olmadi§ini desteklemektedir

Guniimuize kadar bir cok antioksidan (C ve E vitaminleri, nicanartine, Trolox)
diyabetik komplikasyoniarin énienmesindeki basarilan agisindan incelenmiglerdir.
Evrensel antioksidan olarak degerlendirilen ALA Uzerine yapilan c¢alismalar,

diyabetik katarakt ve agik acili glokom Uzerine yogunlagmistir,

Glukoz ortaminda inkibe ediimis lensler ve diyabetik hayvan modellerinde,
ALA’In katarakt olusumunu engelledigi bulunmustur. ALA, yad asidi tasiyic
molekiller yardimi ile lense girer ve DHLA'e dénusur DHLA lens igerisinde

askorbik asit ve E vitamini olusumunu indikler. C ve E vitaminlerindeki artts GSH
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yikiminin - azalmasi ile sonuglanir  Lipoik asitin diyabete bagdh katarakti
engellemesinde diger bir mekanizma ise, aldoz reduktazin inhibisyonudur (180).
Borenshtein ve ark. siganlar Uzerinde yaptikiart bir calismada, ALA tedavisi ile tip
Il diyabet olusturulan hayvanlarda katarakt gelisiminin engeliendigini rapor
etmiglerdir (184). Maitra ve ark. butionin sulfoksimin ile olusturulmus yenidogan
sican kataraktinda R-ALA ve S-ALA’in etkilerini karsilastirmislar ve R-ALA’In
katarakt olusturma yuzdesini %100'den % 55’indirdigini ve lens antioksidanlarint
korudugunu gbrmuslerdir. Buna karsin S-ALA katarakt olugsumu Uzerine etki

etmemistir (185)

Dusuk glutatyon seviyesi glokom gelisiminin patolojik siirecinden sorumlu
tutulmustur. Fillina ve ark ac¢tk acgih glokoma sahip gbdzlerde yaptiklarn bir
¢alismada, gunluk 015 g dozunda iki ay uygulanan ALA tedavisinin antioksidan
ozellikieri ve okiiler dokulanin metabolizmasina olan etkileri nedeniyie glutatyon
seviyesinde artis ve hastalarin gérme keskinligi, gdérme alani ve tonometri
degerlerinde kontrol grubu hastalarina oranla gelisme saptamisiardir 0.075 g

dozunda uygulanan hastalarda ise iyilesme daha az bulunmustur (186)

Katarakt ve glokom Uzerine yapilan calismalarin yaninda, ALA’in diyabetik
retina lzerine etkilerini gosteren ¢alismalar da mevcuttur. Obrosava ve ark. tip |
diyabet olusturulan stcan gruplarinda 6 hafta boyunca her gun intraperitoneal
olarak 100 mg/kg dozunda uygulanan ALA'in retinal malondialdehit seviyesinde
belirgin bir azalmaya neden oldugunu gbstermigierdir. Yazarlar bu etkiyi ALA'In
serbest radikal indirgeyici ve metal selatlayict etkisine baglamislardir (182). Bu
galisma grubunun yapti§! bir dier calismada da, sigan retinasinda diyabet ile
birlikte artmis lipid peroksidasyonunun ve azalmis superoksit dismutaz seviyesinin

ALA ile engellendigi g&sterilmistir (176).

Bizim galismamizda ise, ALA diyabetik ve diyabetik olmayan iki gruba gunluk
50 mg/kg dozunda 10 hafta boyunca uygulanmighir Bu maddenin antioksidan
etkisi, hucre ici antioksidan enzimlerinden siiperoksit dismutaz ve katalaz ve lipid
peroksidasyonun son urlini olan malondialdehit kullanilarak belirlenmeye
calisimistir Diyabet olusumu ile birlikte duisus saptanan antioksidan enzimlerin

aktivitesinde ALA kullanimina karsin belirgin bir duzelme gérulmemigtir Ayni
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sekilde, diyabete bagh artmis oksidatif stresin bir diger bulgusu olan
malondialdehitin vitreus seviyesindeki artigta her gtin uygulanan ALA’e ragmen

dususe rastlanmamisghr

Daha 6nce ALA’in antioksidan etkileri Uzerine yaplian ¢alismalarin aksine
bizim ¢alisgmamizda vitreus sivisinda bu maddenin etkisi desteklenmemektedir.
Siganlar igin ¢lumcil dozu (LDsg) intravendz olarak uygulanan 400-500 mg/kg (4)
olarak kabul edilmesine karsin ALA, tiyamin eksiklidi bulunan sicanlar igin
intraperitoneal uygulanan 20 mg/kg dozu d&lumcul komplikasyonlara neden
olabilmektedir . Buna karsn, tiyamin eksikligi bulunmayan hayvanlarda ise yan etki
gorilmemistir (187). Insanlarda goriilen yan etkiler ise, alerjik deri reaksiyoniart ve
diyabetik hastalarda goriiebilen hipoglisemidir (4) Daha o6nce yapilan
calismalarda, 50 mg/kg dozunda uyguianan ALA'in, diyabetik siganlarda kan
sekeri, kilo kaybr ve aortanin antioksidan aktivitesi Uzerinde olumiu etkilere sahip
oldugu (188), periferik sinir iletiminin erken komplikasyonlarini engelledigi (189)
gosteriimistir Somani ve ark. ise cisplatin ile olusturulmus nefrotoksisite (190) ve
ototoksisite (191) durumlarinda artan dozda (25, 50, 100 mg/kg) uygulanan ALA’in
antioksidan savunma mekanizmasindaki azalma ve lipid peroksidasyonunda
olusan artis1 engellemede daha etkili oldugunu yayinlamiglardir. Nagamatsu ve
ark. yaymnlamig oilduklari bir calismada ise, diyabetik sicanlarin sinir liflerinde
olusan oksidatif stresin ALA'in artan dozlariyla (25, 50, 100 mg/kg) engellendigi
ispatlanmugtir (192) Tum bu calismalar gdstermistir ki; gunlik 25 mg/kg dozundan
itbaren kullanilan ALA diyabetik dokularda oksidatif stresi engelilemede bagarili
olmaktadir Bizim caligmamizda bu nedenlerden dolayr ALA gunlik 50 mg/kg
dozunda kullanilmigtir. Evrensel bir antioksidan olarak kabul edilen ALA'In vitreus
sivisinda etkisinin saptanmamasi dozun dusuk olarak kullaniimasi olabilir. Bu
nedenle bundan sonra yapilacak olan galismalarda, toksisitesinin ve yan etkisinin
duslk oldugu bilinen ALA’'in intraperitoneal olarak daha yuksek dozlarda

uygulanmasinin vitreal antioksidan mekanizma uzerindeki etkisi incelenebilir
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6. SONUCLAR

. Streptozotosin uygulanmis hayvanlarda kontrol grubuna gére 10 hafta sonra
Slglilen kan sekeri duzeyleri ve kilo kaybi anlamii derecede yiksek olarak

bulunmus ve bu grupta yer alan sicanlar diyabetik olarak kabul edilmistir.

. Streptozotosin ile olusturuimus deneysel diyabet gruplarinda superoksit
dismutaz ve katalaz duzeyleri vitreusta kontrol gruplarina oranla aniamlt
derecede duslk olarak bulunmus ve bdylece diyabetik hayvanlann

vitreuslarinda oksidatif stresin artti§i gdsterilmistir.

- Diyabet grubunda yer alan hayvanlarn enukleasyon sonrasi alinan
vitreuslarinda iipid peroksidasyonunun gdstergesi olan malondialdehit
dizeyinin  kontrol grubuna oranla anlamli derecede yuksek oldugu

bulunmustur

. Evrensel antioksidan olarak tanimlamis olan ALA'in 50 mg/kg dozunda 10
hafta boyunca her gtin intraperitoneal olarak uygulanmast ile hayvanlarin kan
sekeri seviyesinde dizelme gdrtilmemesi insulin yoklugunda ALA'in glukozun

hiicre icerisine girisini etkilemedigini ispatlamaktadir.

. Tedavi amaci ile ALA'in kullanidi§i sican gruplarinin  vitreuslarinda
malondialdehit seviyesinde azalma ve antioksidan enzimler olan katalaz ve
stiperoksit dismutaz aktivitelerinde artis gosterilmemis olmasi 50 mg/kg
dozunda kullanilan ALA’in diyabete bagl olarak vitreusta olugan oksidatif

stresin 6nlemesinde yetersiz kald1gini dusundirmektedir

54



7. 0ZET

Diabetes Mellitus’a bagli olarak geligen komplikasyoniarin o&nienmesine
yonelk olarak birgok madde deneme asamasindadir Diyabetie serbest
radikalierin &neminin ortaya ctkmasi ile birlikte yapilan ¢alismalar antioksidanlar
bzerine yogunlagsmistir Bu calismadaki amacimiz, deneysel diyabet olusturulan
siganlarda intraperitoneal olarak uygulanmis “evrensel antioksidan” a-lipoik asitin
(ALA) vitreal antioksidan sistem ve lipid peroksidasyon (lizerine olan etkisini
arastirmakti.

Calismada 37 adet erkek Wistar sigani 4 gruba ayrilarak kullanildr. {lk iki grup
kontrol grubu olarak alindr. lkinci gruba intraperitoneal olarak her gun 50 mg/kg
dozunda ALA uygulanirken birinci gruba sadece ALA tasiyicisi verildi
Streptozotosin verilerek diyabet olusturulan diger iki gruptaki siganiarin birincisine
intraperitone! olarak ALA tasiyicisi ve ikincisine ise ALA her gun 50 mg/kg
dozunda uygulandi 10 haftaiik deney stresinin sonunda hayvaniar tartiidiktan ve
son kan glukoz duzeyleri belirlendikten sonra tum siganlarin gozleri enuklee edildi.
Sicaniann vitreuslarinda lipid peroksidasyonun son Uurtinii olan malondialdehit
(MDA) dlzeyi ve antioksidan enzimler olan superoksit dismutaz (SOD) ve katalaz
(CAT) aktiviteleri dlctidin

Elde edilen sonuclar istatistiksel olarak degerlendinidiginde;

1. Diyabetik sicanlarda kan glukoz seviyesinde artls ve agirliginda azalma
istatistiksel oiarak anlamlidir

2 Diyabhetik sicanlarda vitreal SOD ve CAT aktiviteleri diyabetik olmayan
gruptaki siganlara oranla anlamli derecede dusgiik olarak saptandi.

3. Vitreus sivisinda MDA duzeyinde diyabetik sicaniarda goérulen artig
istatistiksel olarak anlamiidir.

4. ALA tedavisinin uygulanmas! ile birlikte siganlarm kan glukoz seviyeleri,
agiikiari ve vitreal MDA duzeyinde ve SOD ve CAT aktivitesinde duzelme
gortiimedi

Bu sonugclar tgiginda daha dnce yapiian calismalarda antioksidan etkisi bircok
kez ispatlanmis olan ALA'in vitreus Uzerinde beklenen etkisinin tespit edilememis
olmasi uygulanan dozun yetersiz oimasi olasiligini disundurmektedir. Bu nedenle,
farkli dozlarda uygulanacak ALA'in etkisini belirleyecek calismalarin yaptimasinin

uygun olacagdi izlenimi alind1.
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