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1-GIRIS VE AMAC

Diyabetes mellitus (DM) hiperglisemi ile karakterize endokiin bit hastaliktir.
Diyabetin makrovaskiiler, mikiovaskiiler komplikasyonlarinin yannda polindropati,
- katarakt gibi nonvaskiiler komplikasyonlar1 da vardit.  Bu komplikasyonlarin
gnlenmesinde ana hedefin hipergliseminin kontrolii oldugu kuskusuzdur Fakat baz
hastalarda gesitli sebeplerden dolayr normoglisemi saglanamamakta, baz: hastalarda
da noimoglisemi saglanmasma ragmen komplikasyonlar gerilememekte hatta

ilerlemektedir, Bu nedenle hipergliseminin neden oldugu oksidatif stres ve

. proteinlerin  nonenzimatik  glikolizasyonu  gibi  komplikasyonlaim  ara

mekanizmalarmin dnlenmesine yonelik ¢alismalar giderek 6nem kazanmaktadit.

Diyabetin katarakta neden oldugu uzun zamandir bilinmektedir. Divabette
* kataraktin olusmu ile ilgili olaiak bir ¢ok mekanizma vardir. Hiperglisemive bagh
olarak polyol yolunun aktivasyonu, proteinlerin nonenzimatik glikolizasyonu
" bunlardan bazilaridi

Son zamanlarda hiperglisemive bagli oksidatif stresin bu olayda ¢ok 6nemli
olduguna ait calismalar mevcuttur. Serbest radikal denilen ¢ok reaktif bilesikler
protein ve lipidletle reaksiyona girerek hiictelerde hasara dolayist ile katarakta neden
olmaktadn. Gercektende bazi antioksidan maddelerin, hayvan deneylerinde katarakt
gelisimini Onledigi veya azalttifn gosterilmistir.

ilk olarak Red ve atkadaslan tarafindan bulunan a-Lipoik asitin (ALA) giiclii

antioksidan  ozellikleri tasidigi vyapilan ¢alismalarda gésterilmistit  Eviensel

. antioksidan olatak nitelenen ALA’in nonenzimatik glikolizasyonu ve oksidatif hasar

. sonucu olusan lipid peroksidasyonunu azaltmak gibi etkileri vardir. Ayrica

: hiperglisemiyi azalthgn yoniinde yayinlar vardir Bu etkilerinden dolayi ALA
diyabetin kronik komplikasyonlarinin dnlenmesinde deneysel olarak kullanilmaya
baslanmigtiz. Alman sonuclar olumlu olsa da yapilan galismalar hayvan deneyleridir
: - ve ALA’in klinik kullanumi i¢in yetersizdin

Bu ¢ahismamizda ALA’in diyabetik ratlarda lens antioksidan enzimleri olan
siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalazin antioksidan aktivitelerine ve oksidatif

5:3 strese bagli lipid peroksidasyonuna etkisini inceledik.



2- GENEL BILGILER

- 2.1, Diyabetes Mellitus

Insiilinin kismen veya tamamen eksik ve veya etkisiz olmasi sonucu glukozun
':vucutta vetersiz kullammina bagli olusan hipeiglisemi ile karakterize bir grup
o bozukluk diyabetes mellitus sendiomu olarak adlandiriimaktadir. Hedef dokularda
insiilin  eksikligi veya etkisindeki anormallikler, karbonhidrat, lipit ve protein
metabolizmasinda bozukluklara vol agmaktadur. Akut ve kronik komplikasyonlan
o nedeni ile hastanin yasam kalitesini onemli 8lglide azaltan diyabetes mellitus
- . morbiditesi, mortalitesi ve topluma ekonomik viikii oldukea yitksek kionik metabolik
. bi1 hastaliktir.
Diyabetin diinyada yaklasik 151 milyon kisiyi etkiledigi 1apor edilmistit Bazi
iilkelerde vyapilan c¢alismalarda, toplum igindeki prevalansi %1-6,5 arasinda
degismektedir Son yillarda prevelansta gériilen Snemli artiglara tiim etnik gruplarda,
 kiiltlir diizeylerinde ve hemen hemen tiim {ilkelerde her iki cinsiyette ve vasta
rastlanmaktadu. Diyabet prevelans: yagla beraber artig gostermektedir ve olgularin
. yanst 55 yag lizerindedit. Altmigbes yas sonrasi siyah wkin % 25¢inde ve beyaz
- arkin % 17¢ sinde diyabet goriilin (1-3). '
Tiirkiyede Idil ve arkadaslarimin vaptigi 96348 kisiyi igeten genis kapsamb bit
calismada diyabetin prevelanéi % 2,2 bulunmustur Bunun % 96. 6 st 30 yag usti
baglangicli  ve % 3,4” {i ereken baglangich diyabettir. Geg baslangigh diyabeti olan
hastalarm diyabete bagli olarak % 10,8°inde gérme azligr ve % 2.7‘sinde legal
- korliik saptanmistir(4). |
Hiperglisemi semptomlari arasinda baslica poliiiti, polidipsi, polifaji, kilo kayb,
gbrmede bulaniklik ve enfeksiyonlara vatkinlik bulunmaktadir Bazi hastalarda
ketoasidoz ve nonketotik hiperozmolar koma gibi yagami tehdit eden hiperglisemik
ataklar goriilit Bazi hastalarda da semptomsuz seyredebilir ve bu hastalarda tani
tesadiifen konur. Hastalik ilerledikge &zgiin uzun donem komplikasyon riski

artmakadit




2.1.1. Diyabetes Mellitus Siniflamasi

1995 yilnda Amerikan Diyabet Cemiyeti tarafindan diyabet tamisi ve
smuflandinilmast  yeniden gézden gegitilmis ve 1997 de calisma sonuglan
yayinlanmustir(s).

Buna gore diyabet 6 grupta toplannustir

a) Tip | DM Immiin aracili
Idyopatik a

b) Tip 2 DM

¢) Diger 6zgiin diyabet tipleri

d) Bozulmus glukoz toleransi

e) Bbzulmus achk glukozu

e) Gestasyonel diabet

Onceleri siklikla kullanian insiiline bagimli DM (IDDM), insiiline bagimlt
olmayan DM (NIDDM), juvenil baslangicli DM ve etiskin baglagich DM terimleri
artik kullanlimamaktadi(2).

Diyabet olgulaunm yaklagik % 10 ‘u tip 1 diyabettir Eiken yaslatda poliiiri,
polidipsi, polifaji, ve hizli kilo kaybi gibi semptomlarla aniden baslamaktadir.
Pankreasin Langethans adacilanindaki B hiicrelerinin kaybt nedeni ile insiilin
eksikligi goriilen bu hastalai, ketoasidozdan korunmak ve yagamlanm siirdiirebilmek
icin  ekzojen insiiline bagimlidular Tip 1 diyabet pankreasin B- hiicrelerinin
otoimmiin hasan ile oitaya ¢iktifii i¢in ¢ogu hastada otoimmiin olayl gdsteren
antikorlar preklinik donemde de bulunmaktadir. Otommunite kamt: bulunmayan bazi
hastalar ise tip 1 idyopatik grup olarak siniflandilmaktadn(6,7).

lip 2 diyabet, diyabetik sendromda en yiiksek prevalansa sahiptir ve hastalann
% 90’m1 kapsar. Semptomlu veya semptomsuz olan bu hastalarn ketoasidoza
egilimleti olmadigindan insiline bagimhlklar1 yoktur Bwada insiillin diizeyi
azalmis, normal veya aitous olabilir Bu hastalatnn gogunda glukoza instilin yanit:
bozulmakta veya periferik reseptdr diizeyinde insiilin ditenci bulunmaktady Bu
hastalar siklikla obesite eslik eder ve kilo kaybi ¢ogunlukla tek bagina hiperglisemiyi
kontrol edebilii Buna ragmen tip 2 diyabetli hastalarin cogu hiperglisemiyi kontrol

edebilnek igin diyet diizenlenmesi, oral hipoglisemik ilaglara ve insiiline ihtiyag




duymaktadi. Genellikle 40 yasindan soma baglayan hastalik bazen genc yaslarda da
goriilebilmektedir _

Diget dzgiin diyabet tipleti denilen ve az 1astlanan bu alt grupta;
-Beta hticre fonksiyonlarindaki ve instilin etkisindeki genetik defektler

-Ekzokrin pankreas hastaliklari,

" -Akromegali, Cushing hastalif1 ve glukagonoma gibi endokiinopatiler

-Betd hiicre fonksiyonunu bozan ilag ve hoimonlar (dilantin, pentamidin)
_:. -Instilin etkisini bozan ilaglar (glukokortikokoidler, tiazidler, beta adrenerjikler)
| -Enfeksiyonlar )
-Immun atacili diyabetin az rastlanan formlar ile Down, Klinefelter ve porfiri gibi
genetik sendromlara bagh olarak hiperglisemi gériilebilir,
Bozulmus aclik glukozu, aglik kan glukoz diizeyinin normal ile diyabetik
f arasinda olmasi karakterizedir Bu yeni giup bozulmus glukoz toleransina benzerdir,
Gestasyonel diyabet gebelikte basglayan veya ilk kez gebelik sirasinda tani alan
karbonhidrat intoleransidir (diyabetik gebe kadinlar bu simflamamn disindadir)
-Noimal bit gebeligin 6zellikle 2 trimestiinin (3 ay) sonlan ve 3 tiimestirda, artan
-~ insiilin ditencinin dengelenmesi i¢in insiilin salgifanmas: arttirilmakta ve normal
glukoz hemostazi korunmaya ¢aligtmakiadir  Instilin  diizeyinin  veterince

- artiralamadifi kadinlarda gestasyonel diyabet gelismektedir (2)

: 2.1.2. Patogenez

Tipl diyabet pankieasin insiilin salgilayan B- hiicrelerinin hiicre atacili otoimmiin
:: yikimmdan kaynaklanmaktadn. Adacik hiicrelerinde insiilitis denilen kronik
- monontikleer hiicre infiltiasyonu vardir. Bu otoimmtin olay hastalik ortaya ¢ikmadan
yillar énce baglamakta ve hastalik semptomlaiinm ortaya ¢ikmasi igin beta hiicre
.miktalmm % 80-90 azalmasi gerckmektedir (8).

Hipergliseminin saptanmasindan yillar 6nce serumda saptanan baz: antikoilar beta
- hiicresi otoimmunitesinin en énemli belitleyicisidir.
Bu antikorfar sunlardur;

Adacik hticte sitoplazmik antikoilar1 (ICA)

Insiilin otoantikorlart (IAA)

Glutamik asit dekarboksilaza karsi glisen antikor (anti-GAD)



S1gu serum albuminine karsi gelisen antikotlardir (anti-BSA) (9,10).
Tip 2 diyabet patolojisinde iki etken rol oynas Periferik dokularda insiilin
aktivitesinin azalmasina sebep olan insiilin direnci primer patolojiyi olusturmaktadir
- Instilin direncinin kompanse edilmesi i¢in pankreasin yeterli insiilin salgilayamadig

- ikinci patolojiye B- hiicresi disfonksiyonu denmektedir. Hastahgi etken déneminde

géiecell ge¢ doneminde ise tam bir insiilin yetmezligi gériilmektedir. Diyet ve
: egzersiz gibi geviesel faktorler tip 2 diyabet patogenezinde 6nemli belirleyicilerdir,
Tip 2 diyabet ile obesite prevelans: pozitif korelasyon gostermektedir Tip 2
- diyabetde aile Oykiisti (genetik yatkinlik), obesitenin siresi ve yagin viicuttaki
- dagilim gibi fakitrler oldukea dnemlidir Tip 2 diyabet olgularmin % 60-80 kadan
obezdir Tip 2 diyabet ile fiziksel aktivite aiasinda ters bir iliski bulunmaktadir.
- Giinltik kalori harcanmasmm 500 keal aitmast ile bu hastaligin riski % 6
.';:_- azalmaktadu. Bu etki viicut aguligi ve ailesel diyabet dykiistinden bagmsizdi

- Egzersiz iskelet kasi1 ve yag dokusundaki insiilin duyarlihgim arttumaktadir (2).

2.1.3. Etyoloji ve Genetik

Kalitsal olan tip 1 diyabet multigenik bir $zellik tasrmakta ve ana lokusu altinci
kromozomdaki major histokompatiblite kompleksinde vyer almaktadir Ayrica
dokuzuncu kiomozomda en az 11 lokus daha olaya kaulmaktadi. Tip 1 diyabetli
hastalarm % 95 kadar1 HLA-DR3 veya HLA- DR4 histokompatibilite antijenlerini
&.""eksprgse etmektedirler. Basit Mendel kalitimini izleyen ve poligenetik bir hastalik
;..-lblan Iip 1 diyabetin baglamasinda ¢evresel faktorler 10l oynamaktadi. Bunlar
".'arasmcla tubella, kabakulak, Coxsackie B gibi viriisler yer almaktadir. Diger ceviesel
faktc'jl‘let streptozosin, siyaniir gibi ¢esitli kimyasalfar ve inek siitiidiir Beta hiicre
dizilimi ile aynt dizilimi tagtyan bir viral proteinin  otoimmun olayr baglattig:
dﬁsﬁnﬁhnektedir (2).

. Tip 2 diyabet gelisiminde genetik faktorlerin katkist bilinmektedir. Tek yumurta
ikizlerinde tip 2 diyabet i¢in uyum otant % 100 civanndadu. Ebeveynlerin her
i_kisinde diyabet olan ¢ocuklarda Tip 2 diyabet géiiilme sanst normal ¢ocuklara gére
10 kat fazladir. Genetik arastirmalaida tip 2 diyabet ile iliskili birgok gen
Bﬁiumnasnm ragmen bugiine kadar yalmzca % 5 civarindaki hastanin genetik kusuru

késin olarak belirlenmistir Tip 2 diyabete yol agan bir ¢ok gen hala bilinmemektedir.




Bilinen genler arasinda instilin sekresyonu, insiilin aktivitesi ve viicut aguliginm

- diizenlenmesinde gérev alan genler bulunmaktadir

2.1.4. Tam

Diinya Saglik Orgiitiine gére diyabetin tani kriterleri sunlardir ;

- Klasik diyabet semptomlarma (polititi, polidipsi ve agiklanamayan kilo kaybi )
ek olarak rastgele élgiilen glukoz kan degerinin 200 mg/dl iizerinde olmast

-Jki ayni zamanda dlgiilen aghk kan glukoz diizeyinin 126 mg/dl lizerinde ¢ikmasi
-Oral glukoz tolerans testi sonrast 2. saat kan glukozunun 200 mg/dl tizerinde
¢ilkmast

Bu tig¢ kriterden birinin saptanmast ile kisi diyabet tamst alir (2).

2.1.5. Diyabetes Mellitusun Komplikasyonlar1

Komplikasyonlar akut ve kronik olmak iizere ikiye ayrilabilir,

1-Akut Komplikasyonlar
a) Diyabetik ketoasidoz
b) Non ketotik hiperozmolar koma
¢) Hipoglisemi
d) Laktik asidoz

2- Kronik Komplikasyonlar

a) Mikrovaskiiler hastalik
Retinopati
Nefiropati

b) Makrovaskiiler hastalik:
Koroner arter hastalii
Serebrovaskiiler hastalik
Periferik vaskiiler hastalik

¢) Noropati
Periferik simetiik néropati

Monondropatiler




Otonom néiopatiler
Diyabetik amiyotrofi
d) Avak tilsetlen
e) Dermopatiler
f) Infeksyonlar
Gingivit
Deri enfeksiyonlai:
Vulvovaginit
g) Katarakt (6)

Mikrovaskiiler Hastalik diabete dzgiidin. Kiigik damarlan tutar, géz ve bsbrek
hastalig1 olarak kendini gésteris.

Diyabetik nefropati tip 1 diyabetiklerde hastaligin baslamasindan 15-20 yil somia
yaklagik olarak % 50 oraminda gétiinmektedir. Tip 2 diyabetikierde nefropati daha az
gOriiniin. Makrovaskiiler hastalik daha genis damarlan tutar klinikte koroner, serebral
ve periferik vaskiiler hastalik olarak oi'taya g:lkarl Aterosklerotik damar hasarn
neticesinde ortaya ¢ikan makrovaskiiler hastahklar diyabetik hastalarda genel nufusa
gorte daha sik ve daha gen¢ vagta goriilit. Makiovaskiiler hastalik diabetik
olmayanlarda goriilen sekle benzer ancak zellikle bacaklar ve ayaklar olmak tizere
ekstremiteleri tutina egilimi daha fazladit Iliskili néropati nedeni ile sessiz miyokard
iskemisi gériiliir (6) | _

_ Katérakt diyabetin sik goriilen komplikasyonlarindan bitidir. Tipl diyabetiklerde
: erken yaslarda ortaya gikar (2)

Diyﬁbetik ndropati  diyabetin  en ¢ok  morbiditeye sebep olan
komplikasyonlarindan biridin  Simetrik distal polindiopati siklikla bilateral alt
ekstremitelerde olmakla beraber iist ekstremitelerdede gériiliir ve baslica eldiven

¢orap tarzinda duyu dagilinunda kayip ile kendini gdsterit. Duyusal algilama
: azalmas1 ndropatik ayak iilseilerine ve Chatcot eklemine neden olur. Duyusal sinir
- islev bozukluguna ek olarak &zellikle ellerde bilateral interossoz kaslann atrofisi ile
- kendini gosteren, simetrik motor tutulumlan vardir (6).
. Otonom néropatinin  degisik organlan etkileyen g¢esitli klinik manifestasyonlan
vardir. Impotans otonom néropatinin sik goriilen bir seklidir. Idrar retansiyonu ve

+ idrar yolla1 infeksiyonuna sebep olan nérojenik mesane bir diger dinektir. Ortostatik




hipotansyonun yaninda gastro intestinal sistem otonomik sinir islev bozuklugundan
etkilenir (6)

Polindropatiler diyabetin ge¢ dbnemlerinde ortaya ¢ikmalarma ragmen
monondropatiler hafif diyabette veya diyabet tamsi konmadan 611cede.01'taya
¢ikabilirler. Burada 3., 4. ve 6. kranival sinir tutulumlarn sonucu ekstraokiiler adele
paralizileni ve diplopi ortaya gikabilir. En sik gérinen sendrom pupil refleksinin
bozulmadift 3. sinir felcidit Perifetik monondropatiler  siklikla dis bast
bolgelerinde goriiliirler ve digerleri gibi bitkag hafta veya ay icerisinde diizelirler. Bu

~ komlikasyonlarin vaskiiler kokenli olduklar: diisiintilmektedir (6).

Diyabetik amyotrofi, zellikle vash eikeklerde goriilen ve bacaklaim tst kisms

ile pelviste genis adele gruplaiinda atiofiye sebep olan bir néropati seklidir.

| Diyabetik  hastalarda ayak {lseii biiyik damarlardaki  aterosklerozis,
mikioanjiopati, néropati veya bunlaiin kombinasyonu sonucu meydana gelit Biiyik
damar hastaligina bagl ilserler; ayak parmak uglarinda, notopati sonucu geligen

lilsetler ise daha ziyade agulik binen ve basinca maruz kalan kisimlarda gériiliir (6)

* 2.2, Diyabetin Kronik Komplikasyonlarinm Patogenezi

Kronik komplikasyonlarmin patogenezinde etkili olan faktdrler arasinda;
+ intraselliiler sinyal transdiiksyonunda degisiklik, aldoz rediiktaz aktivitesinde artis,
| sodyum potasyum adenozintrifosfataz (Na'/K'ATPaz) aktivitesinde azalma,
t1‘0i11b01<san Ar (IXA2) ve endotelin gibi bazi vazokonstiiikidilerde artis,
prostoglandin 12 (PGI2 ) ve nitrik oksit (NO) gibi vazodilatatoilerde azalma, reaktif
oksijen titiinleri ve serbest radikallerin olusumunda artma ve pioteinlerin
glikasyonundaki artis gibi pek ¢ok faktdr ver almaktadir.

Diyabetin uzun dénem komplikasyonlarinin ortaya cikmasinda uzun siireli
hiperglisemi ve insiilin direncinin rolii ile iliskili ¢ok sayida mekanizma one
stirtilmiistiir;

: Ileri Glikasyon Son Uriinleri (AGE) hipotezi

— Aldoz rediiktaz ( poliol yolu)

~ Oksidatif stres

~ indir gen stres (pseudohipoksi)

-Karboni] stres



-Degismis lipoprotein metabolizmas:

-Artmis protein kinaz C aktivitesi

-Degismis bityiime faktérii (GF) aktivitesi

-Degismis sitokin aktivitesi ile ilgili hipotez

Bu hipotezletin her biri temel ortak bir mekanizmanin farkli yansimalar
- olabilecegi gibi, ¢esitli dokulann farkli mekanizmalara duyarlilik gistermelerinden
kaynaklanabilmektedir Bit ¢ogu birbiri ile yakin iliskili olan bu mekanizmalar bazen
. ortismektedir AGE ol.usumunun yola a¢tig1 oksidatif stres, glikooksidasyonla AGE
* olusumunu hizlandirmaktadir. Oksidatif stresi artiran ve AGE olusumunu hizlandiran
~ poliol yolu aktivasyonu damar duvaundaki doku protein kinaz C aktivasyonuna
neden olmakta ve 1etina, lens, glomeriiller ile sinit dokusunda miyoinositol

" diizeyinde ve piotein kinaz C aktivitesinde azalmaya yol agmaktadu (2)

©2.2.1. lleri Glikolizasyon Uriinleri Hipotezi

Enzimatik olmayan glikasyon, indirgeyici seketlerin, protein ve niikleik asitlerin
bazik amino gruplari ile enzim yardim olmaksizin reaksiyona girme yetenekleridir.
Enzimatik olmayan glikasyon reaksiyonlari, ilk kez 1912 yilinda Fransiz kimyact
Millard tarafindan tammlannust ve bu yiizden onun adi ile amlmaktadir (11).

Fizyolojik sartlar altinda enzimatik ohﬁayan glikasyon vaslanma siirecinde
saptanabilir. Glukoz Kkonsantrasyonunun kalier olarak yiikseldigi diyabet gibi
patofizyolojik duiumlarda daha hizli ve yogun bir sekilde ileiler. Enzimatik
glikasyon, proteinlerin translasyon sontast gegirdikleti normal fizyolojik bir stiregtir,
-~ Eger bir protein yiiksek glukoz konsantrasyonu ile karsilasirsa, glukoz bir enzime
- ihtiyag géstermeksizin proteine baglanabilir Yair émrii giin veya haftalar gibi kisa
-olan pioteinler, yiiksek glukoz konsantiasyonunda, kimyasal olaiak geri doniigiimli
glikasyon tiriinletine geviilirler Bu olay, fizyolojik pH'da lizin ve atjinin’in e-amino
- giuplart gibi serbest amino giuplari igeren proteinlerin, glukoz gibi aldehit veya
keton gruplan bulunduran sekerler ile enzimatik olmayan ieaksiyona girmesi ile
- baslar. Hizls olan bu reaksiyonun sonucunda, stabil olmayan Schiff bazlani olusur Bu
‘bazlar, haftalar igerisinde yavas olarak stabil bit bilesik olan Amadori (Ketoamin
tevi) tiriintine déniisiitler Bu reaksiyonlar kan glukozu yitksek oldugu siirece

“devam eder. Kan glukozunun normale indirilmesi sonucunda iiriinlerde azalma




meydana gelit Myelin, tibiilin, kollajen gibi uzun §miirlii yapisal proteinler ise, daha
yavas olarak Amadori sontast glikasyona ugravarak lleri Glikasyon Son Uriinlerine
(Advanced Glycation Endproducts=AGE)} déntsiitler AGE’ler hiperglisemi
stiresince artarak damar endoteli, ekstraseliiler matiiks, glomeriiler bazal membran
gibi ¢esitli yerlerde birikerek patolojik stiregleri baslatirlar (11-16).

Ozellikle gukozun hiicre igine almmasuun instilinden bagimsiz oldugu
- etitrositler, beyin, bobrek, lens, petiferik sinitler gibi dokular hiperglisemiye bagli
nonenzimatik glikolizasyondan daha fazia etkilenmektedit. Protein glikasyonu
hiperigliseminin siddetine ve siitesine, proteinlferin yar émriine, dokulain glukoza
olan gegirgenlifine ve proteinlerdeki serbest amino gruplarnin sayisina baghdir. Bu
olay yan dmrii kisa ve uzun olan tiim proteinlerde gergeklesebilis (2).

Proteinlerin yapi, islev ve metabolizmasini etkileyen protein glikasyonunu
serbest radikallerin olusumu ve glikooksidasyon izlemektedir. Glukoz kaynakli
~ amadori ttnletinden, glikooksidasyon ile uzun omiulii proteinlerdeki amino
~ gruplarin tersinmez olarak ¢apiaz baglayabilen AGE bilesikleri olusmaktadir
Anjiotoksik olan AGE bilesikleri ve AGE peptidleri vaskiiler doku hasarma yol
agmaktadir Proteinletin bijytkliigiinii, seklini, elektriksel yiikletini, viskositesini,
- ¢OzUninligtinit degistiren glikasyon molekiil i¢ ve dis gapraz baglanmalan 1s1 ve
- enzimlere dayanikliligi ve mebran reseptdiiine baglanmayi etkilemektedir. AGE
bilesikleti monosit makiofa) ve damar duvarr endotel hiicrelerinde bulunan
'f‘eseptérleri (Reseptor Advanced Glycation Endproducts=RAGE) aracihg ile
;'.:- hiicresel etkilerini gdstermektedirler. AGFE reseptéilerine baglanan AGE  bilesikleri
- vaskiiler tonus artis1 ve vazokonstrilksyona, makrofajlardan sitokin salinumina, hiicre
* prolifearasyonu ile matriks sentezi arfisina ve bazal mebran kalinlasmasina, adezyon
inolekiillminin translasyonu ve koaglilasyona egiliminin artisina, lipoproteinler,
niikleik asitler, histonlar ve enzimletin yapt ve iglevletinde bozukluga bagh
aterojenik ve mutajenik etkilere yol agmaktadit Ayiica bu etkilesimler sonucu
hiikleik asitlerde kirilma eksizyon, tamir, delesyon, insersyon artismma bagli
mutasyon sikligr ve gen ekspresyonu degisimi goitilmekiedit SOD ve katalaz gibi
éntioksidam enzimler glikasyon ile inaktive olmaktadilar (2, 11, 17, 18)

- En iyi bilinen ve diyabetiklerde glisemik kontroliin izlenmesinde kullanilan

gliko proteinler glikohemoglobin (HbA1c) ve fiuktozamindir (11)
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2.2.2. Aldoz Rediiktaz ( poliol yolu)

Sorbitol ve myoinositol metabolizmasinda ortaya ¢ikan degisikiikler, diyabette
geligen gesitli komplikasyonlardan sotumlu tutalmaktadir. Pek ¢ok seket hiicre icine
girmesi ile beraber fosforile edilit Bu yolla sekerlerin hiicre iginde tutulmasi
saglanit, ¢inkl organik fosfatlar zarlair serbestge gecemezler. Bir monosakkaridi

metabolize etmenin bir diger yolu da aldehid grubunu indirgeyerek onu poliol haline

- gevirmek boylece ilave bir hidroksil grubu elde etmektir. Hidroksillenen molekiiliin

~ hidrofilik 6zelligi artar ve gevresinde futugu suyu arttrarak zarlardan gecgebilme

ozelligini kaybeder Aldoz reditktaz (AR) enzimi glukozu indirgeyerek bir alkol-

. .geker bilesigi olan sorbitol olusumuna neden olur. Aymi gekilde olusan bu sorbitol,

* sorbitol dehidrogenaz enzimi (SDH) ile fruktoza déntstiiriiliic (2,3,19)

Glukoz —2R 5 Sorbitol -1 SN, Fruktoz

Sekil 2.1 Aldoz rediiktaz ve soibitol dehidiogenazin katalizledigi tepkimeler

Yiiksek glukoz konsantrasyonunda aldoz rediiktaz aktivitesi artartken, sorbitol
dehidrogenaz aktivitesi azali Glukozun hiicre igine girisinin insiilinden bagimsiz
oldufu dokularda, hipergliseminin etkisi ile bu hiicrelerde hiicre ici glukoz
konsantiasyonu ¢ok artar. Bunun sonucunda hiicre i¢i sorbitol diizeyi artai. Soibitol
- hidrofilik yapisindan dolay1 hiiciede &deme ve buna bagli hasara neden olur
(2,19.20), |
" Glukoz ve myoinozitol yapisal olarak bitbirlerine benzerler, bu benzerlik
nedeni ile glukoz hiicrelerdeki myoinozitol tagtyicisi igin, myoinozitol ile yansarak,
myoinozitoliin  hiicie igine ge¢mesini dnler ve hiicre myoinozitol diizeyi
hiperglisemiye paralel olaiak diiger. Hiicre igi myoinozitol diizeyinin diigmesi,
.p_l‘otein kinaz C ve Na /K" ATPaz aktivitesinde azalmaya neden olur. Azalmus
Na'/K* ATPaz aktivitesi hiicrelerde Na* artisl ile sonuglanir  Bu dutum hiicrede
ddeme neden olurken noronlarda uyailarin iletilmesinde vavaslama goriiliir. Sinir
sistemi diginda retina, glomeriil ve aortada da sorbitoliin ar ttig1, myoinozitol azalisina

bagh olarak Na'/K™ ATPaz aktivitesinin azaldigi 1apor edilmistir (2,21 22).




2.2.3. Oksidatif Stres Hipotezi

Oksidatif stres, oksijenden tiireyen reaktif oksijen tirtinleri (ROS) ve serbest
1adikallerin olusum Mz ile antioksidan savunma kapasitesi arasindaki dengesizlik
olarak agiklanmaktadir Hiicre igindeki ve digindaki glukoz konsantrasyon artisi
nonenzimatik glikolizasyon ve glikooksidasyon denilen etki ile antioksiadan
savunma - sistemlerini - zayiflatmakta oksidan  stresi  arttumaktadir  Lipid
hidropetoksitleri, konjuge dienler, tiobaibitiitik asit 1eaktif maddeler (TBARS) ve
izoprostanlar gibi oksidan sties gostergelerinin duzeyleriniﬁ arttign  diyabetli
hastalarda E vitamini, C vitamini, glutatyon, SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi
- antioksidan savunma sistemi parametrelerinin diizeylerindeki degisiklikler, diyabetin
. uzun ddnem komplikasyonlarinin patogenezinde oksidatif stresin  6nemli bir rolii
: olabilecegini gdstermektedir (23, 24).

: Diyabetik vaskiiler komplikasyonlaiin en onemililetinden biri olan endotel
':_ fonksiyon bozukluklarmdan endoteldeki nittik oksit {retimin azalmast sorumlu
g:: tutulmaktadu Bu azalmaya reseptor aracili iletilerin aksamasi, substant arginin- L
yetmezligi veya nitrik oksit sentaz icin gerekli kofakiSilerin azalmasi neden
© olabilmektedir. Ote taraftan endotele bagumli vazodilatasyon azalmasiin NO
- tirtimindeki azalmadan ¢ok, oksidatif strese bagh AGE ve RAGE etkilesimi sonucu

- NO biyoyaratlammimn bozulmasi nedeni ile oldugu éne siiriillmektediz (2,25).

2.3. Diyabetin Goz Komplikasyonlar

Diyabetin komplikasyonlarmin mekanizmalari goz dniinde alindigi zaman tiim
sistemlerin yam sira gozleri ve fonksiyonlarmnr etkilemesi kagimlmazdi Goime

sisteminin tiim elemanlan diyabetten etkilenir.

_Cizelge 2.1, Diabetes Mellitus’ta goriilen gz komplikasyonlai (26),

Lakiimal sistem (Gozyasi liretiminde azalma
Ekstraokiiler kaslar I, IV. VL sinir fel¢leri
Kornea Korneal abrazyon

Itis Rubeosis iridis

Lens Divabetik katarakt
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Retina Diyabetik 1etinopati, makiiler 6dem
Refraksiyon Gegici 1efraksiyon kusurlari

Glokom Gorlilme sikhginda artis

Diyabette korneada hiperglisemiye bagl bazal membranda gelisen degisiklikier
sonucu epitel hiice sayisinda azalma olur. Klinik olarak diyabet hastalarinda keratit
daha sik gdriiltii ve daha ciddi bir seyir gosterir (27)

Diyabette komneal duyarlilikta azalma oldugu gosterilmistii Bu  etkinin
hiperglisemiye bagl hiicte i¢i myoinozitol diizeyinin diismesi sonucu, protein kinaz
C ve Na'/K' ATPaz aktivitesinde azalmaya bagl degisikliklerin reseptor iletimine
etkisinden dolay: gelistigi diisiiniilmektedir (28).

Diyabetik hastalarda gdzyasi miktarnda ve gézyas: kinlma zamaminda azalma
~vardir. Ayrica konjonktival goblet hiicre sayisinda azalma ve impresyon sitolojisinde
skuamoz metaplazide artis meveuttur. Diyabetik hastalanin korneal endotellerinde

polimegatizm ve fonksiyon kaybmin oldugu gésterilmistir (29,30).
' Diyabet primer agik agili glokom agisindan bir risk faktoriidiin. Diyabetin
: gdzigi basing artigmin inditkledigi retina ganglion hiicreletindeki apaptozisi arttudigs
| gosterilmistir ~ Ayrica ag1 kapanmasi glokomuda diyabetik hastalarda daha sik
- saptanmaktadit. Bunua 6zellikle iridokoineal agisi dar kisilerde hiperglisemiye bagls
lens tizerindeki kalinlik artiginin neden oldugu dissiinitlmektedir (31-35)
Ekstraoktiler kas felci, diyabetin ilk belittisi olarak da ortaya cikabilen ve
7'-'1-1._:-diyabetin derecesi ile korelasyon gistermeyen bir komplikasyonudur Genellikle tek
- kraniyal sinir tutulumu seklinde gézlenir ve en sik 3. ve 6. kraniyal sintiler tutulur
Etyolqjisinde vaskiiler ve metabolik faktdrlerin 1ol aldigi diistiniilmektedir (6,36).
Diyabet, iskemik optik ndropati i¢in bir risk faktériidiin Bir ¢alismada 56
iskernik optik néropatili hastanin % 21,41t diyabetik bulunmustur. Diyabet, optik
: disk sdemi igin bir risk faktotiidiir (37- 39).
- Aynca sicanlarda, diyabetin uyanlnus goisel potansiyel tizetine etkisi ilgili

-salismalar meveuttur (40).
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2.3.1. Diyabetik Retinopati

Biitlin diinyada 20-65 yas atasi bireylerde yasal kérliiklerin bir numarali nedeni
olarak gosterilen diyabet retinopatisi, retinamin prekapiller artetiolleti, veniillerini
tutan bir mikroanjivopati tablosudur ve diyabetin en sk kargilagilan
komplikasyonlarindan biridir. Diyabetik retinopati, tip 1 diyabetiklerde (%40) tip 2
diyabetiklerde (%20) oranlarinda géuiiliir Diyabetin siitesinin uzamasi, metabolik
':_ kontioliin  kétli  olmast, gebelik, hipertansiyon, renal hastalik, sigmanlik,
hiperlipidemi, tiitin  kullammi ve anemi 1ctinopatinin gelisimini zlandiran
faktorlerdir (31)

Etyopatogenez

Diyabetik retinopatide temel problem hipeigliseminin retina kapillerlerinde
yarattigt hasar ve buna bagh sizinti ve iskemidir Hiperglisemi nedeni ile kapiller
bazal mebianda kalinlagma ve trombositlerde koagiilasyona egilim artisi sonucu
mikrovaskiiler okliizyonlar meydana gelir. Mikrovaskiiler okliizyonlaiin yarattig:
iskemi sonucu neovaskiilarizasyon ad: verilen fiajil yeni damar olusumlanna ve
artero vendz santlara, sinir liflerinin infarkti ise yumusak eksuda denilen lezyonlarin
“olugumuna neden olur. Yine kronik hiperglisemiye bagi olarak perisit hiicrelerinin
-kaybr sonucu kan- 1etina bariyeti bozulur ve damar disina sizinf1 olur. Bunun klinik
“yansimasi retinal hemoraji, sert eksuda ve ddemdir. Ayrica kapiller endotelinde

"pelisit hiicieleri kaybt fiziksel olaiak kapilleri zayiflatr ve mikioaneviizma

: gelisimlerine neden olur (31)

- Klinik

Klinik agidan diyabetik retinopatinin 3 e ayrilir (31),
)} Zemin Diyabetik Retinopati

Mikroanevrizmalar retinanin i¢ niikleer tabakasma verlesen ve retinopatinin
- Klinik agidan ilk tespit edilebilit lezyontarimi olustururlar intraretinal hemorajiler,
étinanam daha kompakt olan orta tabakalarina yerlesmis olup nokta veya leke
érz:nda bir goriiniime sahiptitler  Sert eksudalar, dis pleksiform tabakasina
:él‘leslnisierdit” Degisik biiyiikliiklerde bulunuilar ve nispeten belirgin kenarlara

a}hip sarimst ve muma benzer bir goiiintii arzederler. Gegen zaman ile birlikte say1




ve bitytikliklerinde artis olur. Retinal 5dem, baslangigta dig pleksiform ve i¢ nitkleer
tabakalar arsma yerlesmistit. Daha sonralar i¢ pleksiform ve sinir lifleri tabakala

da tutulur ve retinamn tiim katlari 5demli hale gelebilir.

b) Preproliferatif Diyabetik Retinopati

Baslangigta sadece zemin diabetik retinopati bulgular ile seyreden baz gézlerde
ortaya ¢itkmaktadir. Klinik lezyonlarin tamaminin sebebi retina iskemisidir Vaskiiler
degisiklikler, venlerde tespihlesme ve parmak sucuk seklinde segmentasyon tarzinda
degisikliklerden meydana gelmektedir. Arteriollerde daralma oldugu gibi arter
dallatinin tikanmasin: andunir tarzda tiimden silinme dahi goriilebilir. Atidmus pamuk
tarzinda lezyonlar, 1etina sinir lifleri tabakasindaki prekapiller arteriyollerin
- okliizyonu sebebiyle ottaya ¢ikarlar. iskemi sebebi ile aksoplazmik akimda ortaya
: ~ gikan kesinti ve sonucunda tikamklik olusuncaya kadar tasinmakta olan materyallerin

. sinir aksonlan iginde birikmesi bu lezyonlarn beyaz gériinmesine sebep olur Koyu

.. leke bigiminde hemorajiler, hemorajik retina enfarktlarin: temsil edetler. Intratetinal

- miktovaskiiler anomaliler sikitkla kapiller kapanma sahalan bitistiginde goriitirler

Klinik agidan diiz retinal neovaskiilarizasyonlatn yer aldigi fokal alanlara benzeiler.

¢) Proliferatif Diyabetik Retinopati

Neovaskiilarizasyon, proliferatif diyabetik ietinopatinin gostergesidir. Optik
sinit baginda veya bilylik damarlar boyunca yeni damarlar proliferasyon gosterebilit
- Vitreus ayngmasi, proliferatif diabetik retinopatinin ilerlevisi icinde 6nemli bir rol
‘oynar  Genellikle kortikal vitrieus jelinin fibrovaskiiler proliferasyon sahalarina
‘gligli bir  sekilde vapismis olmasindan dolayr posterior vitteus ayrigmasi
."tamamlanmaksmm kaluz. Biiztisen vitreus damatlain ¢ekerek kaldirir. Sonrasinda
;3_.'ﬁbr0vaskijlel doku kismi aynigma gdsteten vitteusun posterior yviizeyi boyunca
::pl‘olif'ere olmaya devam eder. Hemoraji, vitreus igerisine oldugu kadar yaygin bir
-sekilde retro hiyaloid boslugada olabiliz.

: Proliferatif diyabetik retinopati sonucu traksiyone retina dekolmani, rubeozis

Iridis ve neovaskiiler glokom gelisebilit veya gisz fitizise gidebilir.
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2.3.2. Diyabetes Mellitus’un Lens Uzerine Etkileri

Lens itis arkasinda, vitreusun niinde &n hiyaloid mebran tarafindan olusturulan

patellar fossaysa yerlesmis bikonveks optik bir yapidu Zoniiller araciligi ile
.: ckvatoryal bolgesinden piosesus siliyarislere tutunmugtur. Lensin dogumda 6-6,5
mm olan ekvatoryal ¢api, geng eriskinlerde 9 mm’ve 3-3,5 mm olan 6n arka
-uzunlugu ise 4-4,5 mm’ye ulasir. Biyomikioskopik incelemede lens yapisal olarak
- zonlar seklinde gozlenir. Bunlar suwast ile 6n kapsiil, supkapsiiler saydam bélge,
: korteks ayrilama bélgesi, adult nukleus, infantil nukleus, fetal nukleus ve arka kapsiil

seklindedir.Lens kollajen elastik bir kapsiil tarafindan biitiinii ile ¢evielenmistir. Bu

. kapstl piimer olarak tip 4 kollajen ve glikoproteinden olusmustur Kapsiiliin hemen

altmda tek sua halinde diizenli olarak dizilmis kiiboidal nukleuslu epitel hiicreleri
~-yer alir - Epitel fonksiyonel olarak iki béliimde incelenir. Bunlar ekvatorda bulunan
- ‘ve aktif olaiak boliinebilen ve lens fibrillerine doniigebilen hiicreler ile bdliinmeyen,
- lens ile ak6z arasindaki madde aligverisini saglayan ve kapsiiler materyali salgilayan
~ hiicrelerdir.  Ekvatorda hiicreleti lens fibrillerine farkhlasitken mitokondii ve
- ¢ekirdek gibi organeller pargalanit ve kaybolurlai. Lens fibrillerinin arasinda ¢ok
' yaygm ara baglanti sistemi bulunur ve bunlar ara metabolizmada rol oynarlar.
Korteksi olusturan ve lameller yap: sergileyen liflerin kesitleri hekzagonaldir.
.Buladaki aktin lifleti belli bir diizende vyer alirlar ve lense ince filamantsz bir iskelet
yapist kazandinitlar. Bu diizen lensin sekil degistirmesinde gorev alir.
Yapilan gerek hayvan deneylerinde gerekse insan lensleri iizerindeki calismalarda
diyabetin kataraktojenik etkisi gosterilmistir. Katarakt diginda diyabetik hastalarda
.  akomodasyonda zayiflama ve gegici refiaksiyon de@isimleri  goriiliin.
Akomodasyonda zayiflamanin nedeni siliyer cisimde glikojen depolanmasidis
Hiperglisemiye bagli olarak, lens igi sorbitol diizeyi artar ve ddem dolayist ile lens
._'::' kalmlik ve kuivatiitiinde artis olur. Bu durumda miyopik refiaksyon kusuru meydana

- gelit Diyabetin tedavisi ile biilikte refraksiyon kusuru diizelir (41-43).

2.3.3. Diyabetik Lenslerde Katarakt Gelisim Mekanizmalari

Katarakt diyabetin 6nemli komplikasyonlarindan biridir Diyabete bagl katarakt
gelisimi ile ilgili bir cokgériis bulunmasina karsm temel olarak iki mekanizma rol

“oynamaktadir.
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Hipergliseminin yarattifi ozmotik etki ile olusan katarakt, bilateral beyaz punktat
veya kar tanesi seklinde ©n ve arka opasitelerin gelisimine sebep olabilir Bu tiir
-~ katarakt, lensin yumusak yapida olmasindan dolayisi ile ozmotik degisikliklerden
- daba ¢ok etkilenmesi nedeni ile daha ¢ok 30 yas alti gencelerde goriiliir. Bu nedenle
daha ¢ok tip 1 diyabetli hastalarda gérilliit Bu tiir katarakt hizh gelisit ve
hipergliseminin kontrolii ile kismen veya tamamen geri dénebilir. ikinei tiir diyabetik
kataraktin fizyopatolojisi daha gok yasa bapl katarakt gelisim mekanizmalarinin
- hipergliseminin gesitli etkileri ile hizlanmas: seklindedir. Bu kataraktin gelisimi

* uzun siirer. En erken 4. ve 5 dekadlarda ortaya gikar ve geri doniigiimsiizdiir (44)

' 1-Osmotik Stres ve Sorbitol Yolu

Metabolize ettigi glukozun enerjiye doniismesi icin lenste iki yol mevcuttur.
- Aectobik ve anaerobik glukolizis. Aerobik glikoliziste bir glikoz molekiiliinden 36
molekiill ATP agiga ¢ikarken, anaerobik glikolizde 2 molekiil ATP agiga ¢ikar

Ancak lensin igindeki oksijen orani diigiiktiin ve lense giren glukozun yalmzca % 3
:E.'-'l'iniin actobik glikoliz ile enetji tiretimine faydali olabilecegi bilinmektedir. Buna
“1agmen aerobik mekanizma lensin enerji ihtiyacimn  yaklasik %  25%ini
s karsilamaktadir Lensin enerji ihtiyacun biiytik bir kismi nonaerobik glikoliz ile
- karsilanir. Nitekim lens oksijensiz bir ortamda kaldig1 zaman saydamhgini uzunca
bir stire koruyabilmesine karsiik  glukozun olmadigr bir ortamda birkac saat
~icerisinde seffafligini kaybeder. Lensin icine normal miktatlarda giren glukoz
aerobik ve nonaerobik glikoliz ile enerjiye doniisiitken yalniz % 3°1 aldoz rediiktaz
".enzimi ile sorbitole dontistiriiliir  Hiperglisemi durumlannda aldoz rediiktaz
- enziminin aktivitesi artar ve sorbitole déiniisen glukoz oraninda artig olur Sorbitoliin
poliyoldehidrogenaz  enzimi  ile fruktoza doniismesi  ¢ok daha vyavas
gergeklestiinden, sorbitol hiicre iginde birikebilit. Sorbitolun lens hiicrelerinde
E_'Ve lens fibrillerinin diizgiin yapisinmn bozulmasina neden olmaktadi. Diyabetik
.-::'katataktm olus mekanizmasimn 6nemli kismini hiicre i¢i  asu1 sorbitol birikimi
lusturmaktadir Ancak bu mekanizma &zellikle kan sekeri 200 mg /dl den yiiksek
oldugunda islerlik kazani (45- 47).




Sotbitol yolu ve aldoz rediiktaz inhibitérleri tizerine yapimis ve yapilagelen
- bir cok hayvan deneyi mevcuttur. Bu ¢alismalarda aldoz rediiktaz inhibitdilei ile
- sorbitol birikimi ve buna bagh katarakt olusumu engellenmesine ragmen heniiz

~insanlara yonelik kaydadeger ¢alismalar yoktur (44, 48-5 1)

- 2- Protein Modifikasyonu

Lens yapt olarak yaklagik % 667s1 su % 33’ii protein ve % 1°de aminoasit, lipid,
- karborhidrat, elektrolitler ve peptitlerden olusur. Lens diger dokulardan daha yiiksek
‘oranda protein igerit. Bu yiiksek bir refraktif indeks olusturmak igin gereklidir.
Proteinlerin bilylik kismi suda eriyen proteinler yani kristalinler olustururken % 15
__:kadan suda erimeyen pioteinlerden meydana gelir (46).

g Suda eriyen proteinler stiese bagli bit dizi kimyasal olay somasinda disiilfit
' bagl_an ile birbitlerine baglanarak suda erimeyen proteinlete dontstitler Suda eriyen
‘proteinlerin agregasyonu sonucunda bunlarin ¢ok biiyitk molekiiller olusturduklari
-:.EVé suda erime ozelliklerini kaybettikleri kabul edilmektedir. Yaslanma ile beraber
;-E_S'uda eriyen proteinletin orant % 80’lerden % 50-60°a kadar diisebilir. Ozellikle
gi'katalakth lenslerde suda eriyen proteinlerin oranmm belit gin sekilde diistiigii
:'- bilinmektedii Buna karsin kataraktls lenslerde suda erimeyen proteinlerin (6zellikle
tirede erimeyenlerin) belirgin sekilde artis1 s6z konusudur (46).

Kronik hipergliseminin katarakt olustwima yollarindan biri de lensin
."ﬁonenzimatik glikolizasyonu sonucu olusan protein ile glukoz arasindaki genis
'..@;aplaz baglardu Nonenzimatik glikolizasyonda bir glukoz molekiilii bir aminoasit
.'lhOIekiinine (lizin veya valin) yapisatak proteinin yapisim degistirtir ve fonksiyonunu
;"l_éfkilel‘. Yashlann glikozillenmis protein orant genglerin  dort katt  fazladir.

Diyabetiklerde aym yastaki kisilere oranla glikozillenmis protein orani yiiksektit
(46,52,53).

-:Oksidasyon

~ Setbest oksijen radikalleii membian lipitleri ve membran proteinleri ile
Teaksiyona giterek yapilanm degistiritler ve fonksiyonlara engel olutlar. Seibest
redikaller hem lens hiicielerindeki DNA molekiiliine zarar vererek protein sentezini

Y0zarlar hem de lensin fibrillerini olusturan protein molekiillerine hasar verirler.




‘Metabolik aktivitenin son derece zayif oldugu kortikal lens liflerinde meydana
gelebilecek defisikliklerin tamiri zordur Gegen zamanla birlikte bu oksidatif hasara
- bagl protein molekiillerinde ¢apraz baglaim olusmas: ile meydana gelen
polimetizasyon sonucunda, suda erimeyen protein oranmda artis meydana
gelmektedir (52,53,54). -

~ Lensde serbest oksijen radikallerin yapacag: hasara karsi korunma mekanizmasi
olarak  glutatyon peroksidaz, katalaz ve siiperoksit dismutaz gibi enzimler
* bulunmaktadn Lensin icindeki serbest oksijen tadikalleri bu enzimler ile zararsiz
- hale getitilmeye calistlin. Buradan anlasildigr gibi lensin serbest radikallerden
korunmast saydamlimin devami igin ¢ok Snemlidit ve lens metabolizmasinim
- gnemli bir kismi buna ayulmistir (46).

Diyabetik hastalain lenslerinde AGE proteinlerinin direkt oksidasyonu, artmis
Aldoz Rediiktaz aktiviesi veya antioksidan savunma mekanizmalarinmn baskilanmas
sonucu artmtg bir oksidatif hasar s6z konusudur Diyabette katarakt gelisimin  en
onemli sebeplerinden biri budur. Deneysel olarak diyabetin 1at lensletindeki
kataraktojenik etkisi gosterilmistir. Gelisen katmaktin antioksidan kullamlarak
azaltilabidigi veya énlenebildigine dair bi1 ok ¢alisma meveuttur (55-57).

Diyabetik 1at ve insan lenslerinde glutatyon, katalaz, SOD gibi antioksidan enzim
aktivite ve miktarlarinda azalma oldugu ve ve oksidatif hasara bagli olarak olusan

lipid peroksidasyon tirinlerinde artma oldugu gésterilmistir (58-60)

4-Elektrolit Dengesizligi

Suda eriyen proteinlerin agregasyonunda oksidatif stresin ve nonenzimatik
glikolizasyonun yam swa hiicre i¢i Ca*? arigt da 10l oynar. Normal lens
metabolizmasinin gerceklesebilmesi i¢in lensin iginde belli bir iyonik ve osmotik
ortamin korunmast gerekmektedir. Bu ortamuin korunmass i¢in akftif transpoita gerek
‘_/al‘dn'. Kamarala: sivisinda 150 milimolar olan sodyum konsantrasyonu lens i¢inde
20 milimolar iken, 5 milimolar olan potasyum ise lens iginde 120 milimolarlik bir
konsantrasyona ulagmaktadir. Aktif sodyum potasyum pompasmm valnez lensin
epitelinde bulunuyor olmast, lensin metabolizmasimn en aktif bsliminin lens epitel
hﬁCI'EIeIillde gergeklestigini gostermektedir. Lensin hiicie igi kalsiyum orani da ¢ok

dﬁsﬁkﬁh. Kalsiyumun hiicre i¢inde diisiik oranlarda kalabilmesinde calmodiilin

R %




tarafindan regiile edilen  kalsiyum adenozintrifosfataz pompasi (Ca**-ATP az
- pompasi) ile hiicre i¢i Na*/ Ca" degis tokus mekanizmasi da 10l oynar huue igine
giren her tig Na® iyonuna karsihk bir Ca*? iyonu hiicre disina atilur.

Hiperglisemiye bagli antioksidan enzim aktivitesinde azalma nedeni ile lipid
peroksidasyonu ve kiikiirt iceren proteinlerin 0k51dasy0nu artai. Bunun sonucu
mebian gegirgenligi ve kinlganliginin artmasi ile mebran enzimlerinin aktivitesi
azalmakta ve hiicreye Ca™ gitisi artmaktadir. Bu duremda sonugta katabolik
enzimlerin aktivitesinde artiga ve endontikleaz aktivitesi ile DNA kirilmalarina sebep
~olan bir dizi reaksiyonu baglatmaktadir Diyabetik sicanlarda bir kalsiyum
antagonisti  olan  verapamil kullaniminm katarakt  olusumunu engelledigi
gosterilmistit (61)

Diyabete bagli lensteki osmotik degisiklikler sonucu elektrolit diizeyindeki
degisiklikler ile katarakt olugabilir Yapilan bir ¢aligmada divabetik 1atlain lens,
C!/Ca+2;3 ve Na'/ Ca* kanal proteinlerinde aitig oldugu ve bunun antioksidan bir
madde olan Troloks ile zaman igerisinde normale geldigi gosterilmistir (62).
~ Ayrica lens molekilierinin  elektrostatik vapisinda yaslanma ile biilikte
deg1$1k111(161 olur. Proteinlerin toplam elektrostatik yvitklerinin eksiye kaymasi ile
Ca™ iyonuna affinite artar. ileri yastaki kisiletin lens proteinlerinin Ca*™ icerigi

- belirgin artig gosterir (46).

: 5_2.4. Lipid Peroksidasyonunun Onemi Ve Malondialdehid (MDA)

© Memeli hiicreleri mebranlar: pél‘oksidatif hasara kaist ¢ok duyarli olan biiyiik
- miktarda ¢ok doymanus yag asidi icermektedir Bunlain peroksidasyonu hiicresel
iasaun en Onemli nedenlerinden biridir Yag asidi ile bitlesen radikal bii dizi
epkimeyi baslat Tlk olarak vag asidi radikalinin oksijen ile bitlesmesi sonucu lipid
eoksid radikali (ROO.) meydana gelit. Bir diger vag asidi zincirleri ile tepkimeye
:llen lipid peroksid radikaileri, hidroperoksidleri olusturmaktadir. Metal i 1yonlarinin
atkISI ile bazi enzimatik tepkimelere katilan bu peroksit triinlerinden metan, pentan,
‘lalonchaldelnd (MDA) gibi yikim bilesikler elde edilmektedi (2).

Lipid peroksidasyonunun son triinii olan MDA’in toksik, karsinojenik ve
lWitajenik etkileri vaninda  yaslanmada da 1ol oynadigimn  bildiren ¢alismalar

ulllilll}aktadjr MDA’in  bu etkileri  makiomolekiillerle capraz  baglar




olugturabilmesine baghdit MDA amino asitlerin amino gruplan ve adenin, sitozin
bazlart ile 1eaksyona girerek niikleik asidlerin yapisinda degisiklikler yapar veya
DNA zincit kopmasina neden oluw. Kromozomal yapida gelisen bu degisiklikier
sitotoksiktir. MDA DNA'mn seibest 1adikaller ile parcalanmasi sonucu da
olugmaktadir. Tiyobarbitiirik asid testi ile MDA &lgtimil, besinlerde oksidatif
kokusmanin belirlenmesinde ve ansatiite yag asidlerinin peroksidasyonunun tesbit
edilmesinde yaygin bir sekilde kullaniimaktadu. Lipid peroksidasyon iiriinlerinin
< miktarnumn Slgtilmesi doku hasannim bir gostergesi olabilir (2,60,63-66 ).

Diyabetik sicanlarin  lenslerinde MDA miktann  artar.  Diyabette, katarakt
gelisiminde oksidatif strese bagli lipid peroksidasyonunun etkisi olduguna ve
.:- antioksidan kullanimy ile katarakt gelisiminin engellendigi veya vavaslatildigina dair

calismalar meveuttur (67,68).

2.5. Antioksidanlar
2.5.1. Serbest Radikal Kavrami ve Oksijen Radikalleri

Serbest radikal, oksidan molekiil veya diger adlandirma ile 1eaktif oksijen tiirleri,
molekiiler veya atomik yapilarinda eglenmemis tek elektion igeren ve bu nedenle
eaktif 6zellik tasiyan molekiillerdir.

Sexbest radikal baglica 3 gekilde olusabilir (69):

."—'Kovalent bagin hemolitik ayrilmast sonucu eslenmis elektronlardan her birinin
: éyri pargada kalmasi ile;

XY ——— X+ V.

= Bir molekiiliin elekiron kaybetmesi ile,

_ X777/ X +e-

- Bir molekiile tek bir elekiron eklenmesi ile;

. X+e—» X.-

Negatif yiiklii elektron sayisi gekirdekteki pozitif yiklii proton sayist ile esit
_._.l_maya.n molekiiller olduklan igin serbest radikaller, elektron konfigiirasyonlarin
0zitif yiikle dengelemeleri gerektiginden gok reaktiftitler Cok teaktif olan seibest
ﬁdikal]er tek elektronunu bit bagka molekiile verebilir, bir baska molekiilden
:_1ekt1‘on alarak elektron ¢ifti olustwabilirler. Sonugta 1adikal olmayan bir yapiy

.l_ekti‘on vererek radikal sekline doniistinebilirler (69).

2.1



En reaktif ve toksik etkili radikal olan hidroksil 1adikali (OH . ) Haber- Weiss

¢pkimesi ile olusmaktadir.

H»O2+ O2.+ H+ ——— OH.+ H,O + 0
Sekil 2.2 Haber- Weiss tepkimesi |

Metallerin varhiginda ise aym tepkime gecis metalleri ile gerceklesmektedir

Fenton tepkimesi)
Fe i+ 0, .- - » Fe'2+ 0,

Fe+ H,0, > e+ OH- + OH-

Sekil 2.3. Fenton tepkimesi

2. Reaktif Oksijen Metabolitlerinin Kaynaklary

-Elektron Transport Zinciri

Normal kogulleu'da. mitokondri, sitokorm oksidaz sistemi ile oksijeni suya
dirgeyerek detoksifiye etmektedir Elektron transport zincirinde ver alan pek cok
1'_lé§;ik (NAD, FAD, Koenzim Q gibi) oksijen ile tepkimeye girerek O2. salimmma
h’edén olmaktadir Bu tek degetli oksijen kagag: olarak tammlanmaktadir. Bu kagaga
en olan faktérler bilinmemektedir Normal kosullarda bu kagak hiicrenin

nma sistemleri ile yok edilebilmektedit.  Ancak oksidan sties durumunda

bStIatm yapisina katllmasun gerceklestirmektediiler Bu gutuptakI enzlmlelm

tahzledag1 tepkunelelde serbest radikaller olusabllmektedu Viicutta enzimatik




nzimatik Olmayan Tepkimeler

"Otooksidasyon tepkimeleri sonucu enzimatik olmayan kaynaklardan reaktif

‘oksijen metabolitleri olusmaktadir (69).

FeP+0, —— FeP+ 0,

Hb +Fe™ + Oy ——— » Hb+Fe” + Oy

Mb+Fe” +0, ———> Mb+Fe" + 0,

Indit genmis flavin + O, ——— flavin semikinom + O,
Koenzim Q + O, , koenzim Q) ( ubikinon Y+ O~

letrahidrobiyoptetin + 0y — Melanin + O,"
Sekil 2.4 Nonenzimatik reaktif oksijen metabolit kaynaklar

4- D1s Etkenler

Cesithi dis etkenler ile reaktif oksijen metabolitleri olusturulabilmektedit. CCl4,
~“halojenlenmis hidrokarbonlar, difenoller, kinonlar gibi kimyasallai, radyasyon, hava
| kirliligi, sitostatikler, pestisitler, titanyum, aliminyum, kursun, molibden, nikel,
- krom, kobalt, civa, kadmiyum, arsenik gibi metaller, tetrasiklinler, aminoglikozidler,

“kinonlar gibi antibiyotikler, sigata ve alkol serbest radikal olusumuna sebep olw
- (69)

© 2.6. Antioksidan Savanma Sistemeleri

Hiicrelerde oksidatif hasari dnleyen yok eden veya kismen azaltan baz
mekanizmalar bulunmaktadir. Direk({ etki ile oksidantari inaktif hale getiren
maddelere antioksidanlar adi verilmektedir. Tiim antioksidanlar etkilerini baglica dort
sekilde gergeklestiritler. Enzimler oksidanlan tutarak daha zayif molekiillete
doniigtiiriitler. Vitaminler ve flavanoidler gibi bilesikler, oksidanlaia bir hidrojen
katarak etkisiz hale getirirler. Oksidanlarin olusturdugu hasai1 onaran antioksidaniar
bulunmaktadin. Agn metaller, hemoglobin, seruloplazmin, vitamin E oksidaillal'l

baglayarak fonksiyonlarin engeller.




Antioksidan molekiiller kaynaklarma gore dogal antioksidanlar ve ilaglat
“olarak, yontemlerine gore koruyueu ve zineir ke, yerine gore hiicre i¢i, hiicre disi,
‘hiicre membiani veya etkisinin tipine gére enzimatik, non-enzimatik olarak
_I_smlﬂandn'ﬂabilit (69,70).

'2.6.1. Enzimatik Antioksidan Savunma Sistemleri
-_..I-Superoksit Dismutaz (SOD)

Supetoksit oksidoreditktaz; oksijeni metabolize eden biitiin hiicrelerde bulunan
.'SOD, stiperoksidin  hidiojen  perokside dismutasyonunu katalizleyen  bir
metaloenzimdir. {lk olarak 1968 yihnda McCord ve Fridovich tarafindan
fammlannnstn (71,72)

SOD

205 -+ 2H" ——— H,0, + 0O,
Sekil 2.5. Siiperoksitin SOD ile hidrojen perokside dismutasyonu

SOD, %16,53 oramnda nitiojen, %1,05 oraninda kiikiitt ve az miktarda
- karbonhidrat igermektedir. Protein kisminda metionin yoktur. Yapisinda heksoz,

. heksozamin ve siyalik ésit ¢ok diistik; aspartik asit, glutamik asit ve glisin ise biiyiik
miktarlarda yer almaktadir. Bu giine kadar 4 farklx sekli bulunmustur. SOD’in hiicre

iginde ayni reaksiyonu katalizleyen iki degisik formu vardir (69).

a) Cu/Zn-SOD: Okaryotik hiicrelerin sitozolii ile mitokondii membian aralifinda

bulunur, molekiil kitlesi 31,2 kDa’dur. Disiilfit kopriisii ile baglanmis, birbirinin ayni

olan iki alt tiniteden olusmustur. Her bir dimetik molekiil igin birer adet ¢inko ve

bakir atomu icermektedir. Cinkonun stabiliteyi sagladigi bakimn ise aktiviteden

“sorumlu oldugu diisiintilmektedir (69,73,74) |
Cu/Zn-SOD oldukga kararh bir enzimdir Utre ve sodyum dodesil stilfat gibi

oiganik coziictler ile aktivitesini kaybetmez Cu/Zn-SOD 10 uM’ten yiiksek

konsantrasyondaki hidiojen peroksit ile geridoniissiiz inhibe olur (75)

b) Mn-SOD: Molekiil aguligi 40 kD civarindadn. Prostetik giup olaiak manganez

(Mn) igeren dkaryotik hiiczelerin mitokondri matriksletinde ve cesitli bakterilerde




- bulunan bit enzimdir. Bakteriyel enzim esit buyiiklitkte iki ait birimden olugur ve her
it dimer bir Mn"” iceimektedir Mitokondriyal enzim ise dért alt birim iceren ve
nolekiil aguligs 80 kD olan bir tetramerdir. Mn-
“olur (69,76).

SOD oiganik ¢dziiciiler ile inhibe

- Katalaz

Hidrojen peroksit (hidrojen peroksit oksidorediiktaz): Yapisal olarak 4 finitten

':olusan bir hemoprotein olan katalazin molekiil kiitlesi 248 kDa’dur. Kovalent

olmayan bag ile bagli protoporfirin IX Fe® (hem) grubu igerir Dokularda fark;

diizeylerde katalaz aktivitesi mevcuttur, Kan, kemik iligi, miikoz mebranlar,

karaciger ve bobreklerde yitksek miktarda bulunmaktadic. Diistik hizlarda hidiojen
peroksidin olustugu durumlarda veya ortamda yiiksek miktarda elektron alicis

- bulundugunda peroksidatif, hidrojen petoksid olusum lizimin  yiiksek oldugu

~ durumlarda ise katalitik tepkime ile hidrojen peroksidi suya dontistirerek ortamdan

- uzaklastiri. Etanol, metanol, asetat, askorbat hidroksilamin ve siyanid gibi maddeler
ile inhibe olur (69, 77,78)
Katalaz

H20: + AT _— 2HO+ A

Katalaz
H20:2 + H202 —_— 2H20+ 03

- Sekil:2.6 H20: konsantiasyonuna bagh olarak katalazin katalizledigi tepkimele:

~Enzimler arasinda en yilksek katalitik déniisim hizina sahip oldugu bilinen

katalazin aktivitesi igin demir gerekmektedir (69).

3 -Glutatyon rediiktaz ve glutatyon peroksidaz

Glutatyon peroksidaz glutatyon ile hidrojen peroksid veya lipid peroksidlerinin
‘inditgenmesinde glutatyon rediiktaz ise glutatyonda olugan disiilfid baglarinm tekrai
stilfidiil yapisina indirgenmesinde gorev yapmaktadir. Glutamik asit, sistein ve
glisinden  olugsan  bir tripeptid  olan glutatyon (gama-glutamilsisteinglisin),

illdil‘genmi§ (GSH) ve yiikseltgenmis (GSSG) seklinde bulunmaktadir Hiicrenin




kseltgenme-indirgenme dengesini koruyan snemli bit indirgen ve antioksidan olan
glutatyon, hiicreleri endojen ve ekzojen kaynakli oksidanlaim zarails etkisinden
‘korumaktadir, Proteinlerdeki - SH giuplarmin korunmast ve amino asitlerin hiicre
igine  taginmasmda  rol oynamaktadu. Glutatyon selenyum iceren glutatyon
-peroksidaz ile yiikseltgenmektedir. Glutatyonun sentezi iki enzim gama-
‘glutamilsistein sentetaz ve glutatyon sentetaz ile gergeklesmektedir (69)

.6.2. Non Enzimatik Antioksidan Savunma Sistemleri
-Metal iyonlarinin etksizlesmesini saglayan antioksidanlar

Bu giupta metal iyonlanini baglavarak elektron transferini engelleyen bilesikler

Jbulunmaktadn

| Bunlar ;
Demir baglayan bilesikler; Iransferin, laktoferrin, ferritin
Bakur baglayan bilesikler; Seruloplazmin, albumin
Hem proteinleti ; Hemoglobin, haptoglobulin, hemopeksin

Digerleri ; Metallotioneinler ( 5-7 adet 7n, AG, Cu, Cd veya Hg ) (69)

- 2 - Invivo Sentezlenebilen Diistik Molekiiler Agirlikli Antioksidanlar

-Utik asit; 02.-, OH . ve peroksit tutucu
~ -Ubikinon (koenzim Q); serbest radikal tutucu
-Bilitubin; peroksid tadikali ve singlet oksijeni yok etmektedir

- -Alfa-ketoasidler; piriivat ve alfa-ketoglutaiat H202 ile non enzimatik tepkimeye
gitmektedir

-Melatonin; antioksidan enzim sentezini uyarmaktadut

-Melaninler; melanin polimerleri yaptlanindaki eslesmemeis elektronlar ile UV
1adyasyonun abzotbe edilimesini saglamaktadir.

-Histidin igeren dipeptidler; bakir iyonlatini gelatyon karnozin, homokainozin ve
anseiin, lipid peroksidasyonunu énlemektedir

-Tiyol igerenler; glutatyon, N- asetilsistein, metilyonin, kaptopril

-Lipoik asit (69).




2.7. a-Lipoik Asit

a-Lipoik asit (ALA) (thioctic acid; 2-dithiolane-3 penatanoic acid; 1,2-
dithiolane-3 valeric acid), piruvat dehidrogenaz ve a-ketoglutarat dehidrogenaz
“enzim kompleksletinde 6nemli 1ol oynayan bir kofaktsrdiir (Sekil 2.7y Son
- zamanlarda antioksidan 6zellikleri ile dnemli deiecede dikkat ¢eken ALA ve onun

ediikte formu olan dihidrolipoik aside (DHLA) ideal bir antioksidanmn tiim
“ozelliklerine sahip olduklarin igin evrensel antioksidanlar denmektedir ALA’mn
- metabolik rolleri yillardur bilinmektedit. ALA, ilk kez Reed ve arkadaglan tarafindan
izole edildikten sonra, vitaminler simfina dahil edilmesi dnerilmigtir. Daha sonra
“hayvanlar ve insanlar tarafindan da sentezlenebildigi gozlenmistir (79).
ALA veya onun rediikte formu olan DHLA 6nemli 1ollerinden bazilar su sekilde
“Ozetlenebilir;
1 Sﬁperol(sit radikalleri, hidroksil radikalleri, hipoklotéz = asit, peroksil
.1'adikalieri ve singlet oksijen gibi reaktif oksijen tiirleri ile seaksiyona girer
(80, 81)
2. Selatlayici aktivite gosterir (80, 82, 83 ).
3 Lipid peroksidasyonunu azaltir (84).
4 Serum albiimininin ve proteinlerin nonenzimatik glikasyonunu 6nler (82, 85-

87)

5. DHLA formunda iken askoibat ve vitamin T ’nin tejenerasyonunda rol alir

(85).

6 Hiicie i¢i glutatyon seviyelerini yiikseltir (79,85)

o¢-tipoik asit
8 8

[\

Ci; CHa (H; CH,

~N. 7N NS

CH: CH; CH; COOH

Dilidrolipoik asit
SH SH

CH> CH> CH; CH:

NN NN

CH, CH: CH; COOH

Sekil:2.7. ALA ve DHLA vapilan




ALA'mn hem Tip Them de Tip II divabette potansiyel koruyucu veya iyilestirici
:é:tkileri rapor edilmistir Diyabette indiiklenen polindropati ve katarakt dahil olmalk
iizete, birgok komplikasyonun, oksidatif serbest 1adikal olusumu ile ilgili oldugu
-géSterilmistiI Diyabetik hastalarin  serum tiyobarbitlirik asit reaktif trinleri
(."_[BARS) seviyeleri diyabetik olmayanlara oranlara daha yﬁksek bulunmustur ALA
Vé DHLAnn diyabette indiiklenen komplikasyonlan onledigi gosterildiginden beri,
ﬁ komplikasyonlarda oksidan stresin rolii ile LA ve DHLA’nin antioksidan
. zellikleri arasmdaki iliski ok ilgi cekmektedir (88-90)

Deney hayvanlan tizerine yapilan bazi ¢alismalarda, ALA min divabette sadece
antioksidan ozelliklerinden dolayr degil, baska sebepletle de kullamldigr rapor
edilmigtir. Oinegin ihtl'aperitonal ALA uygulamasinin streptozotosin ile diyabetik
ﬁ'ale getitilmis siganlann fetiislerini néral tip hasarindan korudugu, glisemiyi
ﬁgijrdﬁgii ve kas GLUT-4 (glukoz tastyict protein) seviyelerini arttirdign ve
.entamisin ile indiiklenen nefiotoksisiteye karst koruyucu etkilerinin oldugu
ildirilmigtit (91- 93).

Diyabetik bireylerdeki kataraktlarm yikksek aldoz reditktaz seviyesi ve artmis
ksidatif stres ile korelasyon gosterdigi ve bu durumun sican lenslerinde ALA
arafindan inhibe edildig; gosterilmistii. Ayrica yine sican lens, beyin, kalp, bobrek

¢ testisletinde ve ALA’in lipid peroksidasyonunu  azalttig gosterilmistit
(23,84,94,95)




3. MATERYAL VE METOD

31 Deney Hayvanlan

Bu ¢alismada, agirliklar 230-300 gram arasinda degisen, 37 adet ertkek Wistar
sican kullanilmistir, Her kafeste alt hayvan olacak sekilde muhafaza edilen siganlar,
12 saatlik karanlik-aydinlik periyotlarinda, 22+2°C sicakhik ve %5045 nem iceren

ogullarda ticari sigan yemi ve musluk suyu ile beslendiler.

.2. Deney ve Deney Gruplari
1. Taswvicilar

Stieptozotosin (Sigma S-0130) (S 17) tas;iyrcist: soguk sitrat tamponu 01 M,
H: 4.5) 0.1 M trisodyum sitrat ve 0.1 M sitrik asijt

a-Lipoik asit (Sigma T-5625) (ALA) tastyreisi: %0 5 NaOH (serum fizyolojik
¢inde k;iiziildiikten sonra 1 M HCl ile pH'1 7°ye ayailand:)

2.2. Deney Gruplar:

10 haftalik deney siitesinin baglangieinda, tiim hayvanlann agirhiklan ve kan

keri' seviyeleti (Accu-Chec marka glukometri cihazi ile &lciilen) kaydedildi.

Sicanlar rasgele olarak dort gruba ayrild.

I Kontrol grubu: 10 sigan iceren bu giup kontrol grubu olarak se¢ildi. Bu
gluba deney baglangicinda 1 kez SIZ tagtyicist intiaperitoneal olarak enjekte

edildikten sonia, 10 hafta siiresince her glin intraperitoneal olaiak ALA tasiyicisi

enjeksiyonu uyguland:

2 Lipoik asit grubu: 10 sican igeren bu gruptaki hayvanlara, deney
baglanglcmda tek doz STZ tasiyicisi uygulandiktan sonta, 10 hafta stiresince her giin
Ntrapetitoneal olarak tasiyict icerisindeki ALA 50 mg/kg dozunda enjekte edildi

3. Divabet grubu: Baslangicta 20 si¢an ile baslanan, fakat diyabet nedeni ile
lumlelden dolayr dokuz sigan ile bitirilen bu gruptaki hayvanlara, ilk kan sekeri
OIgumlen sontast 60 mg/kg STZ enjeksiyonu tek doz ve intraperitoneal olarak

Weuland:. STZ enjeksiyonundan 48 saat sonra siganlann kan sekerleri dlgiildii ve




kan sekeii 250 mg/dl'nin iizerinde olanla diyabet olarak kabul edildi (normal aghk
l{ah seketi sinurlarr 50-135 mg/dl). Bu siganlara 10 hafta boyunca her glin ALA

tagtyicist intraperitoneal olarak enjekte edildi

4. Divabet-Lipoik asit grubu: Baglangigta 20 sigan ile baslanan, fakat diyabet

nedeni ile dliimlerden dolay1 sekiz sican ile bitirilen bu g1 upiaki hayvanlara, ilk kan

uyguland1 STZ enjeksiyonundan 48 saat soma sicanlarm kan sekerleri 6lciildii ve
can sekeri 250 mg/dI'nin tizerinde olanlar diyabet olarak kabul edildi Bu sicanlara

10 hafta boyunca her gin 50 mgkg dozunda ALA tasiyicr igerisinde ve
-: ulu'apmitoneal olarak enjekte edildi.

3.2.3. Cerrahi Islem

10 haftalik deney siiresinin sonunda, bis gecelik aghk somast sicanlara,
itildiktan sonra, etel anestezisi uygulandi Kan sekerleri kuyruk veninden bakild:
Son aglik kan sekerleri ve agnliklar kaydedildi Abdominal aortadan tiim kanlar
almarak Gtenazi uygulandi Gozler, enlikleasyon sonrast buz tizerindeki bir kaba

-:a"hndl‘ Gézlerin lensleri etraf dokulardan stywtlarak alindi. Alinan her sicanmn bix cift

g NaCI 2.302 g Na,HPOy, 0194 ¢ NaH,;PQq, distile su ile 1000 ml’ ye tamamlani )
lc;ellsme eklendi. Karisum vorteksiendi Ependort i¢ine alinan lensteki biyokimyasal

’cetkikler ayni giin igerisinde uyguland: ve bu siire icerisinde lensler bug icinde
sakland.

3.3 Metod

3.3.1 Protein Tayini

Lens icerisinde yer alan protein icerikleri, Lowry’nin metoduna gére bovine

Serum albiimin (BSA) standardi kullamilarak oletildi (96).

Prensip.
Alkali sartlarda Cu™ iyonu proteinlerdeki peptid baglan ile tek degetli Cu™

yonuna déniistimiin gergeklestigi bir kompleks olusturur. Tek degerli bakm iyonu ve




tirozin, triptofan ve sistein amino asitlerinin fonksiyone] gruplari, san renkii Folin
“Ciocalteu reaktifi (polifosfomolibdik ve polifosfotungstik asit) ile reaksiyona giter ve
‘molibdenyum ve tungsten mavisine indirgenen kararsiz bir iiriin olusturuilar Olusan

-mavi rengin absorbanst 750 nm’de okunur ve standatt egri ile kargilastilarak

“degerlendirilir,

Avmraclar.
1. D Reaktifi:

a. NayCO; (%2 susuz) 10.0mi

b. CuSO, (%l) 0.1 mi
c. Na-K tartaiat 01 ml
2. NaOH (1 N)

3. Folin-Ciocalteu-Feno] (FCF reaktifi) (Sigma I -9252): FCF, porotein tayini
icin, distile su ile 1/1 oranmda dilite edilerek kullanilds |
4. Bovin serum albumin (BSA) (Sigma A-7906): 0.25,05, 1, 2, 4, 6 g/mllik

konsantrasyonlarda protein standardi olarak kullanilan ¢ozelti hazirlandi ve
kullanild.

Yintem,

Orneklerdeki protein miktarimin belirlenmesi,  asagidaki prosediire gére
"yaplldl‘. |

;:..’«\_IMHMH (nl) W\I;mme {ny ]
' 2
25

NaOH (33 25 25
| T — T | 350 250

Oda sicakhiginda ve karanlikia 20 dakika inkiibe edildi
| FCF reaktifi 25 25 25

Oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkiibe edildi.
Distile sy BRES J 500 500 ]




Kor, standart ve numune tiipleri kanstinldiktan sonra numuneler 750 nm’de

sre kargt okundu ve protein konsantrasyonlar standart grafigine gore mg/ml olarak
ésaplandl Sonrasinda  SOD, CAT ve MDA akfiviteleri mg protein basina

hesaplanmigtir

.3.2. Cu/Zn Bagmh Siiperoksit Dismutaz (Cu/Zn-SOD) Tayini

Cu/Zn-SOD aktivitesi, Misra ve Fridovich’in yontemine gére slciildii (97)
Epinefiinin otooksidasyonu sonucu adrenokrom olusur Bu otooksidasyonun,
Cu/Zn—SOD ile inhibisyonunun yiizdesine gore, enzim aktivitesi hesaplann
Adrenokromun 480 nm’de veimis oldugu maksimum absoibans degisikligi, SOD
inhibisyonu ile iliskilidir.

Aymaclar.

1. NayCO3 / NaHCO; tamponu (0 3 M, pH: 10.2)

2. EDTA (0075 mM)

3. LEpinefrin HCI (1.8 mM, pH: 2) (Sigma E-4642): 0.01 M HCl ile giinliik
haziulanm.
Yontem.

Tampon ile gerekli diliisyonlar yapildiktan soma agagidaki yontem uygulanu

Kontiol (ul) Numune (1)
Tampon 110 110
EDTA 80 80
__ﬁmune (diliie edilmis) 150
ampon 150
prinefr in 100 100

Epinefrin eklendikten ve tlipler iyice kanstiildiktan sonra 480 nm’de ve 30°C
ampon koriine kars1, kontrol ve numune tiiplerindeki absorbans artiglar ii¢ dakika

liresince kaydedildi

an




Standart Hazn lanmas:.

Potasyum fosfat tamponu (20 mM, pH: 7.4) iginde 0.0625, 0.125, 0.25 ve 0 5

‘ug/ml’lik konsantrasyonlarda hazitlanan Cu/Zn-SOD standartlart (bovine eritrosit
'SOD, Sigma S-2515) numune gibi ¢aligtidi. Tiim standartlar i kez calisilarak

‘ortalamalar1 alinds,

Aktivitenin Hesaplanmasi:

Kontrol tiipiinde, epinefrinin otooksidasyonunun Cu/Zn-SOD ile inhibisyon

yiizdesi sifirdir. Ciinkii, kontrol tiipiinde gergeklestirilen deneyde enzim yoktur By
- tiipte, epinefiin kolayca nonenzimatik olarak adrenokioma doniisecektit. Bu nedenle,

“kontrol tiipiindeki inhibisyonun yiizdesi sifirdr Standart ve numune tiiplerindeki

nhibisyon yiizdeleri, Cu/Zn-SOD konsantrasyonuna bagl: olarak degisii.

AOD / dk (kontrol) 100 aktif birim
AOD / dk (standart) ' X

X =[(A0D/ 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)) / (AOD / dk (kontiol)) 1x 100
Numunenin % inhibisyon degeri =100 -Y o

Numunenin  viizde nhibisyon degeri bulunduktan sonta, bu degetler
andartlarin regresyon analiz sonuglarindan elde edilen formiilde yerine kondu.
Sonuc;]ar U/mg protein seklinde verilecegi i i¢in, numunenin son hacmindeki piotein

degeu hesaplandi ve mg protein bagina enzim aktivitesi bulundu.

3.3.3. Katalaz Aktivitesinin Tayini

Katalaz aktivitesi, Aebi*nin yontemine gore 6leiildii (98).




Prensip.
Katalaz aktivitesinin tayini, HyO.’nin Kkatalaz tarafindan 0O, ve H;O’ya
pargalanmasi sirasinda, H,0,’nin azalan absotbansinin 240 nm’de Olglimii esasia
dayanii.
Avuaclar,
1. Fostat tamponu (50 mM, pH: 7 0):
a 681 g KH;POq: bidistile su ile 1000 ml’ye tamamlan
b. 890 g Na;HPO,: bidistile su ile 1000 ml’ye tamamlanir
Soliisyonlar a ve b sirasi ile 1:1.5 oraninda karigtiralir.
2. HyOp (30 mM): 0.34 ml %30°luk ;0,, fosfat tamponu ile 100 ml’ye

tamamlanu Fosfat tamponu 2°C’de stabildir. H,0, ise taze hazirlanmalidi .

Yintem.

Katalaz aktivitesinin 6lgiimil igin gerekli dilisyonlar fosfat tamponu ile

“yapildiktan sonia agagidaki prosediir uyguland:

Kér (ui) Numune (pl)
Fosfat tamponu 200
Diliisyon uy?gulamnw numune 200
15,0, 100 100

Reaksiyon, H;0; eklenmesi ile baglatild: Baglangic absorbansimn 500

civarinda olmasma dikkat edildi. 15 saniye siiresince 240 nm’de ve 25°C°de

absorbans azalist kaydedildi.

Aktivitenin Hesaplanmasi.

Katalaz aktivitesi, birinci dereceden teaksiyon luiz sabiti (k) kullamlarak

hesaplands.

k=23/Atxlog(Ag/ Ars) s

k=23/15xlog (Ae/ A15) s =0.153 x log (Ag/ Ags) s (ml)
Litredeki degeri hesaplanacag igin ¢ikan sonug 1000 ile carpilu
k=153 xlog (Ag/ Ays)s” L

k  :birinci deteceden reaksiyon hiz sabiti




Ag : 0. sanivedeki absorbans dedeii

Ajis 115, sanivedeki absorbans degeri

Anormal kinetigi nedeni ile katalaz iinitesj i¢in “birinci derece reaksiyon sabiti”

(k) kullanihr ve katalazin spesifik aktivitesi protein ile iligkileridirilmis sekilde k / mg
protein olarak verilir

3.3.4. Malondialdehit Tayini

MDA diizeyleri, Giimiisli ve arkadasiar tarafindan modifiye edilen Wasowicz

ve atkadaglarimn yontemleri kullamlarak 6l¢iildi (99,100).

Prensip.

Bu metodun temel prensibi, lipid peroksidasyon iiriini olan MDA’nin 1
“moliniin 2 mol 2-tiyobarbitiinik asit (IBA) ile reaksiyona girmesi sonucu olusan
‘bilesigin, asidik ortamda n-biitano! fazina ekstrakte edilerek, 525 nm eksitasyon ve

547 nm emisyon dalga boylatinda spektroflorometrik olarak okunmasi esasma
‘dayanir

Aviragiar. .

1. 2-tiyobarbitiirik asit (IBA) (29 mM): 8 75 M asetik asit i¢inde hazirlann
2 Hidroklorik asit (HCH) (5 M)
3. n-biitanol
4

1,1,3.3-tetractoksipropan (Sigma T-9889)

Yontem.
Numune (ul)
Numune 50
Distile sy 1060
I TBA 1000

60 dakika 100°C’de su banyosunda inkiibe edild;.
Sontasinda musluk suyu ile oda sicakl; gina kadar sogutuldu.

Cl 25

biitano] 3500




Tipler 1 dakika vortekslendi. Floresanst Slgiilecek olan MDA, numunelerin
© 3000 x g’de 10 dakikalik santrifiijii sonucu biitanol fazina gecitildi. Biitanol fazinin
5. floresanst 525 nm eksitasyon ve 547 nm emisyon dalga boylaninda
spektroflorometiede dlgiildii. MDA konsantiasyonlary, grafikten nmol / ml olarak

~ hesaplandi MDA sonuglai1, nmol / mg protein seklinde verildi

3.4. Istatistiksel Analiz

“Tim sonuglar, ortalama =+ standart hata seklinde verildi  Istatistiksel

 degerlendirmeler, SPSS 10.0 paket progianu ile bilgisayaida yapildi  Tiim

: gruplardaki siganlarin, lenslerinde 8lgtilen patametrelerin ve kan glukoz degerletinin

* karsilagtitilmast “Mann-Whitney U” testi kullanilarak yapildi. P<0.05 anlamh kabul
edildi.

- 3.5, Kullanllan Laboratuvar Malzemeleri
“3.5.1. Gerecler

1.Spektrofotometre: Schimadzu UV 1601
2 Spektroflorometie: Schimadzu RE-5000
. 3.Su banyosu: Precitherm PFV-Bochringer Mannheim

“4.Santriftij: Heraeus Sepatech Labofuge 200

5 Hassas terazi: Sattorius 2472

6.Test tﬁpleri:. 16x160 mm

7 Ependorflar

8.Otomatik pipetler: Biohit marka; 5-50, 50-200, 200-1000 pLrlik
9.Cam pipetler: 1, 2, 5 ve 10 mL'lik, seroloijik

10 Cam balon jojeler, behetler ve erlen mayerler

3.5.2. Kimyasal Malzemeler

Tiim kimyasal maddeler “Sigma” ve “Meick” ten temin edildi.

A




4. BULGULAR
4.1. Kan Sekeri Diizeyleri

Dot giupta yer alan hayvanlann son aghik kan sekeri diizeyleri sekil 4.1 ve
cizelge 4 1°de verilmistir Istatistiksel olarak degerlendirildiginde, diyabetik olmayan
gruplarda, diyabetik gruplara oranla kan sekeri diizeyi anlamli derecede disiik olarak
saptanmistu (p<0 001). Buna karsin, lipoik asit uygulamasi ile birlikte goriilen kan

seketi seviyesindeki degisiklikler anlamh degildir (p=>0.05),

Kan Glukoz Diizeyi (mgid|)

K: Kontrol, LA: Lipoik asit, D: Diyabet DLA: Diyabet + Lipoik asit
Sekil 4.1. Siganlarin son aghk kan sekeri diizeyleri (mg/dl)

Cizelge 4.1 Sicanlann son aglik kan sekeri diizeyleri (mg/dl)

N Kan Sekeri Diizeyleri
Grup : P
(ortalama + standart hata)
‘Kontrol grubu (K) 155 20 = 4.40
Lipoik asit grubu (LA) 141,40 + 4 81 a: p>0.05
. b: p<0 001
Diyabet grubu (D) 40933+ 1785
c: p<0 001 |
_ d: p<0.001 g
Diyabet + Lipoik asit grubu
39525+ 12 31 e: p<0.001
(DLA) ‘
f: p>0 05

a: K ve LA’nin, b: K ve D’nin, ¢: LA ve D’nin, d: K ve DLA nin, e: LA ve
DLA’nm, f: D ve DLA’mn istatistiksel karsilastirimast.( p<0 005 icin )
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4.2. Kile Degisimleri

Dart grupta yer alan sicanlann ilk ve son agirhiklar arasindaki farklar cizelge
42 ve sgekil 42°de verilmistin. Diyabetik gruplarda  bulunan  hayvanlarin
agiliklarinda azalma saptanirken, diyabetik olmayan gruplaida ise artis goriilmiistiir.
.Istatistiksel olarak degetlendirildiginde, diyabetik gruplar ile diyabetik olmayan
: gruplar arasindaki fark anlamlidir (p<0 001). Buna karsin, lipoik asit uygulamasi ile

bitlikte goriilen degisiklikler anlamli degildir (p>0.05).

=)

Kan Glukoz biizeyi {mg/dl)

K: Kontiol, LA: Lipoik asit, D: Diyabet - DLA: Diyabet + Lipoik asit
Sekil 4.2 Siganlarin ilk ve son agirliklar arasindaki fark (2)

Cizelge 4.2 Sicanlaim ilk ve son aguliklari arasindaki fark {g)

Kile Degisimleri
Grup P
(ortalama = standart hata)
Kontrol grubu (K) 41 00+£2.08
Lipoik asit grubu (LA) 32.00 + 4 84 a: p>0.05
. b: p<0.001
Diyabet grubu (D) -56.56 +7.13
c: p<0 001
) _ d: p<0 001
Diyabet + Lipoik asit grubu
-03.75+498 e: p<0.001
(DLA)
f: p>005

a: Kve LA'nin, b: K ve D’nin, ¢: LA ve D’nin, d: K ve DLA'min, e: LA ve
DLA’nm, f: D ve DLA nin istatistiksel karsilastiritmasi (p<0.05)




| 4.3. Lens Enzim Aktiviteleri Degerlendirilmesi

4.3.1 . Lenslerin SOD Aktiviteleri

Lenslerdeki SOD aktiviteleri cizelge 4.3 ve sekil 4.3 de verilmistir. Istatistiksel
+ olarak diyabetik gruplar divabetik olmayan gruplar atasinda SOD aktivitesi agisindan
alamli fark bulunmamistr  Kontrol grubuna goére Lipoik asit grubunda SOD
-aktivitesi anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p < 0.01), Lipoik asit grubunda

“diyabet olan giuba gére istatistiksel olarak anlamli detecede SOD aktivitesi
bulunmustur (p< 0 05).

T,

LA D DLA

K: Kontrol, LA: Lipoik asit, D: Diyabet DLA: Diyabet + Lipoik asit
Sekil 4.3 Gruplarin lens SOD degerleri (U/mg protein)

Cizelge 4.3. Gruplann lensteki SOD aktivite degeileri (U/mg protein)

: SOD
Grup P
_ (ortalama * standart hata)
Kontiol grubu (K) 67,35 = 253
‘Lipoik asit grubu (LA) 78,72 £2,99 a:p<001
. b:p>0.05
Diyabet grubu (D) 63,36 + 3,78
c:p<005
d:p>005
lyabet + Lipoik asit grubu
: 69,96 + 3,71 e:p>005
DLA)
f: p>0.05

N
a: K ve LA'nin, b: K ve D’nin, ¢: LA ve D'nin, d: K ve DLAnm, e: LA ve
DLA’mn, f: D ve DLA nin istatistiksel kar stlastinilmast (p<0 05)

,




4.3.2. Lens CAT Aktiviteleri

Lensteki CAT aktivitesi tiim gruplarda ihmal edilecek kadar diisiiktii Bazi

enslerde hi¢ izlenmedi.

3.3 Lens MDA Degerleri

Lensteki MDA degeileri gizelge 4.4 ve sekil 4.4°de vetilmigtir. Istatistiksel
olarak karsilagtinildiginda, higbir grupta MDA diizeyleri acisindan anlaml fark
bulunamanustir (p>0.05).

0.018 -
0018
0,014
c.012
b 001
0 008
é 0,006
0,004
0 002

K: Kontrol, LA: Lipoik asit, D: Diyabet DLA: Diyabet + Lipoik asit
Sekil 4.4, Gruplarmn lens MDA diizeyleri(nmol/mg protein)

A0




Cizelge 4.4. Gruplarm lenslerdeki MDA degerleti (nmol/mg protein)

MDA p
(ortalama =+ standart hata)
Konirol grubu (K) 0,0156 +0,00145
Iipoik asit grubu (LA) 0,0165 +0,00087 a: p>0.05
: b p>0 05
Diyabet grubu (D) 0,0123 £ 0,00105
o c: p>0.05
L ) d: p>0.05
yabet + Lipoik asit grubu
0,0133 = 0,00130 e: p>0.05
fip> 0.05
|

a: K ve LA'nin, b: K ve D’nin, ¢ LA ve D’nin, d: K ve DLA’nin, e; LA ve
DLA’nm, £: D ve DLA’nm istatistiksel karsilagtirilmas:. (p<0 .05}



5. TARTISMA

Diinya iizerinde vaklagtk 150 milyon kisiyi etkileyen diyabet akut ve kronik

komplikasyonlart ile ekonomik ve sosyal agidan tiim  toplumlar igin bityiik bir

yliktir.  Diyabetin = kronik komplikasyonlar1  arasinda mikroanjiyopative bagl

retinopati, nefropati ile makroanjiopatiya bagli koroner kalp, periferik vaskiiler,

sta vaskiiler ve yapisal doku degisikliklerine bagh

noropati ile katarakt bulunmaktadsy Diyabetin kronik komplikasyonlarimn en 6nemli

setebrovaskiiler hastaliklarin yani

nedeninin  kronik hiperglisemi oldugu uzun zamandu bilinmektedi; Normal kan

glukoz diizeyinin saglanmasi bu komplikasyonlarin gelisimini engellemekte veya

azaltmaktadur  Diyabetin kronik komplikasyonlarinin patogenezinde etkili olan

faktotler arasinda pioteinlerin glikasyonunda artis, poliol volunda artmis aldoz

teditktaz akivitesi, intraselliiler sinyal transditksyonunda degisiklik, Na'/K* ATPaz

aktivitesinde azalma, TXA> ve endotelin gibi baz: vazokonstriiktsrlerde artis, PGl

ve NO gibi vazodilatatsrlei de azalma, reaktif oksijen tiriinleii ve serbest 1adikallerin

olusumunda artma gibi pek ok faktor yer almaktadie (69).

Bu nedenle diyabete ait komplikasyonlann énlenmesinde su an kullanilan
instilin, asetohekzamid, glipizid, talbutamid gibi  ilaglar hiperglisemiyi énlemeye
yonelik ilaclardir. '

Diyabetin en &nemli belirteci aclik kan sekeii (AKS) seviyelerinin

iikselmesidir. Cahsmamizda diyabetik diyebilmek igin sicanlarda AKS alt s
250 mg/dl olarak belirledik’ Diyabet ve lipoik asit + diyabet gruplarmndaki sicanlarm
“'AKS deZerleri belitledigimiz smiim ustiindeydi ve kontiol ve sadece lipoik asit
‘verilen  gruplarmdaki sicanlarm AKS degerlerine oranla anlamh derecede yiiksek
'..bulunmustur (p<0.001) Bu bize streptozosin ile siganlarr baganli bi sekilde
diyabetik hale getitdigimizi gésterdi (101,1 02).

Diyabetin komplikasyonlarinin énlenmesinde ALA’in giigli antioksidan etkisi
'_nedeni ile etkili oldugu goriilmektedit  Bunun yaninda literatiirde ALA’in kan
glukoz diizeyini diigtirdiigii bildiritmistir Sun ve Zhang yaptiklari bir caligmada
.kontrol, diyabet ve diyabet + ALA olmak izere ¢ 1at grubu olusturmuslar ve

ALA’in 80.glin  sonunda glukoz diizeyini anlamli  derecede diistidtigiinii
belirlemislerdir (103)




ALA’In izole edilmis sican diyaframi, kalbi ve kiiltiiri yapiimig miyotiibiilles
gibi ¢esitli dokularda insiiline bagimli glukoz tasryc: reseptorler olan GLUT-1 ve

GLUTI-4 lzerinden glukozun hiicre igine alimint arttirdign saptanmustu (103-106),

Baska bi1 ¢aligmada Tip II diyabet hastalarina intravensz olarak uygulanan
ALA’in hiicrelere glukoz gegisini arttirdigy gorilmistiis (107),
Diyabetik hastalarda anabolik bir hormon olan insiilin eksikliginden dolayi ve

katabolik haormonlarin da etkisi ile kilo kaybr olur  Benzer sekilde ¢aligmanuzda

iyabet ve lipoik asit + diyabet gruplarma ait sicanlarin viicut aguhklart, kontrol ve
:"..Iipoik asit gruplauna ait sicanlarin viicut aguliklarma oranla anlamli derecede diigiik
* bulunmustur (p<0 005) (108,109)

Buna kaisin, Obtosova ve ark. stieptozotosin ile diyabet olusturduklar: sigan
sgiuplaninda ALA  kullaninu ile kan glukoz konsantiasyonlain ve kilo kaybinda
diizelme saptamamiglardm (110),

| Calismamizda  diyabetik 1at gruplar arasmda ALA verilen gurubun kan glukoz
}'diizeyi diyabet olup ALA verilmeyen gruptan biraz diisiik olmakla beraber bu fark
istatistiksel olarak anlamh degildi. Aynca diyabet ile diyabet +lipoik asit grubu
‘arasinda kilo agisindan anlamli bir fark yoktu Bu sonug¢ Obrosova ve artkadaslarinin
:.'yaptl g1 galisma ve ALA min glukoz diizeyini etkilemedigi tezi ile uyumludur.

| Yapilan calismalarda, ALA, oral, intaperitonal, intramiiskiiler, intravensz ve
subkutan olarak uygulanabilmektedii. ALA’in ¢esitli dozlar denenmis, genellikle
gittikge artan dozlann daha etkili oldugu rapor edilmistir. Calismamizda literatiirde
¢ofunlukla kullanilmig olan intraperitoneal 50 mg/kg/giin dozu kullanilmistir ve bu

doz " sabit tutulmustur ALA’in kan glukoz diizeyine ctki ettigi caligmalarda

kullantlan dozu 100 mg/ kg’dir  Kullandigumiz dozun diisiik olmasi ALA’in bu

etkisinin ortaya cikmamasuun nedeni olabilit (89,90,92,111-118)

Diyabete bagh hiperglisemi oksidatif stres artirmaktadu.  Hiperglisemi

glikooksidasyon denilen glukozun otoksidasyonu ve enzimatik olmayan glikasyon ile

diyabetik dokularda serbest radikallerin artisina katkida bulunur. Oksidatif streste

attigm  diger nedenleti ise diigiik molekiiler agulikli antioksidanlarin  doku

konsantrasyonunda azalma ve antioksidatif savunma enzimlerinin aktivasyonunda
zayiflamadur (58,119-122),




Glikooksidasyonda oksijen atomu elektronlanindan birini kaybederek negatif
yiiklil ve dengesiz bir molekiil olarak serbest radikal haline gelir. Olusan bu serbest
adikal, ¢ok reaktiftir ve ortamdaki bagka molekiilden bir elektion alarak yeni bir
etbest radikal olusumuna neden olur Ik olusan serbest radikal siiperoksit anyonu
0;), dur ve daha protonlu formu olan perhidroksil radikali (HOy) bunu takip
edebilir. Hidiojen peroksit (H,0,), ortamda demir iyonu oldugu durumlarda hiicreler
e dokular icin en zalarl serbest radikal formu olan hidroksil radikaline (OH)
niiglit.  Oksidatif hasardan korunmak igin cesitli antioksidan mekanizmalar
meveuttur. Oksidatif stresi kompanse etmek i¢in en basit yol viicutta siiperoksit
~dismutaz ve katalazi iceren antioksidan sevivelerini arttirmaktir. Oksidatif durumu ve
~doku hasarini gostermek igin en gegerli bulgular bu enzimlerin enzimatik
aktivitelerindeki degisimdir (123).

Dokularda oksijen radikallerinin vathgim gostermek i¢in birgok metod
~geligtirilmigtit. Artrms oksijen radikallerinin direkt olarak tespiti viiksek oranda
:-.reaktif ve kisa dmtirlii olmalari ve hizla katalize edilmeleri nedeniyle oldukea zordur
E.f'Bu nedenle metodlarm ¢ogunda, oksijen radikallerinin varlig, neden olduklar: doku
“hasaninin antioksidanlarm kullanumi ile azalmasimin gosterilmesi ile birlikte indirekt
“olarak tespit edilmektedii (124)

Antioksidan enzimler, lenste oksijen r1adikalleri ile olusan hasartardan
‘korumada hayati bir éneme sahiptir Siiperoksit dismutaz enziminin bakir-cinko ve
‘manganez igeren iki tlirll, stiperoksit iyonunu hidrojen peroksite gevirir. Hidrojen
peroksit iyonu daha reaktif bir serbest radikal olan hidroksil radikaline déniisebilit

Bu nedenle, stiperoksit dismutaz enzimi, aktivitesinin etkili olabilmesi i¢in katalaz ve
glutatyon peroksidaz enzimleri ile birlikte reaksiyon gosteritler. Bu iki enzim,
hidrojen peroksit radikalini toksik olmayan tirinler olan su ve molekiiler oksijene
¢eviriiler. Bu ii¢ enzimin kombine etkisi, oksidatif hasai engellemede dnemli bir
metabolik yolu olustururiar (69)

Diyabetik katarakt gelisiminde ozmotik yol ve oksidtif sties mekanizmalaii
1980 “den 6nce bilinmeleiine kargmn iki mekanizmadan hangisinin etkin oldugu halen
tattismahdir.  Seksenli ve  90l1 villarda yapilan bazi1 ¢alismalar, divabette artmis
sotbitol yolu aktivitesi ile oksidatif hasar aasindaki iliskive isaret etmistir

(45,121,125-128).
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Fiuktoz ve sotbitol yolu deriveleri olan  fiuktoz -3- phaospahate, 3
oksiglukozon reaktif oksijen {iriinlerinin olugmasina sebep olan  glikasyon
janalaridir. Oksiadatif zedelenme GSH, E ve C vitaminleri gibi nonenzimatik
ntioksidanlann tiiketilmesine sebep olur. Baska bir teoriye gdre sotbitol birikimi
ksidatif hasata katkida bulunmaz ancak AR ve indirgenmis glutatyonun
Jandiklan ~ NADPH’in azalmasma sebep olur. Sonugta sorbitol birikimi ve
zmotik stres oksidatif hasari ve dolayist ile lipid peroksidasyonunu arttiarak
'yébetik kataiakta gelisimine neden olur Oksidatif strese bagli hasar diyabetik
atarakt gelisiminde tek bagma  etkili oldugu gibi 6ne siiriilen diger
ickanizmalardaki hasara da aracihik etmektedir (23,121,127-132).

. Swamy-Mruthinti ratlarda lens opisifikasyonu ile glukoz diizeyi airasindaki
i$kiyi incelemisler ve yaklasik 180 mg/dl'lik glukoz degerinden bityiik degeilerde
ikozillenme ve glikooksidasyonun artmaya bagladigint ve katarakt gelistigini
ulmuslardir (133).

Diyabetik ve ve senil katarakt geligiminde artmis oksidatif stresin ve azalmisg
itioksidan savunma sistemlerinin diger yollata oranla daha énemli rolii oldugunu
belirtilmektedir. Malon ve arkadaglai yaptiklar bir gah$mada diyabetik katarakt
-gé]isiminde H202 birkimi, lipid peroksidasyonunun indiikledigi suda erir proteinlerin
".fegasyonu ve mebran yapilarinda pargalanmanin katarakt progesinde ozmotik
fenomenden daha etkili oldugunu gostermiglerdit. Ozmen ve arkadaglari diybetik
kétalakth lensler ile senil katarakth lensleri karsilagtinmisglar, diyabetik grupta SOD
ve katalaz aktivitesini diisiik bulmuslardir (45,55).

- Yarat ve arkadaglar diyabetli ratlann lenslerinin lovry yontemi ile nonenzimatik
glikasyon ve glutatyon seviyelerine baknuslar glutatyon miktarmn: azalmis,
ﬁoneilzi111atil< glikolizlenmis protein otanu ve elektroforezle vyiksek molekiil
agulikli protein oramm yiiksek bulmuglardar (53).

Babizahev ve arkadaglan yaptiklari calismada katarakth insan lenslerini
ncelemisler ve normal lenslere goie artnus H202 miktar  bulmuslardir. Ayrica lipid
Petoksidasyon tutinlerini vitreusa injekte etmigler ve indirgenmis glutatyon
E}Zahnasnnn eslik ettifii bir arka subkapsiiler katarakt gelisimi izlemislerdit (134)

llk olarak Reed ve arkadaglart tarafindan izole edilen ve son zamanlarda

ntioksidan &zellikleri ile énemli derecede dikkat ceken ALA ve onun 1ediikte formu
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olan DHLA'e eviensel antioksidan denmektedir ALA’in Siiperoksit radikalleri,
“hidioksil radikalleri, hipokloréz asit, peroksil 1adikalleti ve singlet oksijen gibi
'._'reaktif oksijenleri ile direkt reaksyona girerek deaktive etme dzelligi yaninda,
selasyon, lipid peroksidasyonunu azaltici, nonenzimatik glikasyonu engelleyici,
‘askotbat ve vitemin E gibi antioksidan vitaminlerin rejenerasyonunu arttirici, hiicre

‘igi katalaz, SOD, glutatyon gibi antioksidan enzimlein aktivitelerini arttuicr etkileri
vardn (79-85)

Insan c¢aligmalari olmamasina ragmen hayvan deneylerinde gerek glukoz
:'ortammda inkiibe edilmis lensler gerekse diyabetik hayvan modellerinde ALA
diyabetik katarakt gelisimini énlemektedir ALA akéz hiimore katilarak, vag asidi
; 'ta$1y1c1 molekiiller yardinu ile lense giter ve DHLA’e dontigiit. DHLA lens
.igerisinde hidroksil radikali, singlet oksijen , HCI’i detoksiifiye eder. Stiperoksid ve
H202 yikumim saglar lipid peroksidasyonunu azaftn, Vitamin C, vitamin £ ve
giutatyon tejenerasyonuna yvardumel olw. Vitaminlerindeki artis GSH  yikumin
azalmasi ile sonuglanir (135,104).
Alfa lipoik asitin diyabete bagh kataiakis engellemesinde diger bii mekanizma
ise, aldoz rediiktazin inhibisyonudur Borenshtein ve ark ALA tedavisi ile tip 11
"diyabet olustutulan siganlarda aldoz rediktaz aktivitesini azaltarak ve GSH
seviyesini arttirarak katarakt gelisiminin engellemislerdir. Maitra ve ark butionin
stilfoksimin ile olusturulmus yenidogan sigan kataraktinda R-ALA ve S-ALA’in
“etkilerini karsilagtinmslar ve R-ALA’in katarakt olusturma viizdesini %100°den %
- 557e inditdigini ve lens antioksidanlarini korudugunu gormiisterdir. Buna karsin S-
- ALA katarakt olugumu iizerine etkili degildir (136,137},
Obrosova ve atk Diyabetik ratlaida intraperitoneal 25 ile 100 mg/kg dozda
“kullandiklarn  ALA ile katarakt gelisimini azaltmiglardir. Thirunavukkarasu ve ark
bobrek ve karacigerde antioksidan ve lipid peroksidasyonu engelleyici etkiyi ALA’
zeytinyagt ile birlikte intraperitoneal olarak 35 mg/kg ve 70 mg /kg olmak tizere
iki farkli dozda kullanarak elde etmislerdir. Arivazhagan ve ark 7-14 gin
intraperitonal olaak 100 mg/kg dozda uyguladiklart ALA’in lipid peroksidasyonu
lizetine etki ettigni gostermiglerdir. Malarkodi ve ark 'min yapti@i cahismada
“adriyamisine bagl nefrotoksiteyi dnlemede intraperitoneal olarak 35 mg/kg ALA’in

etkili oldugunu gostermislerdin Maritim ve ark diyabetik 1atlarada kullamilan 50
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mg/kg ALA ile hepatik katalaz, bobrekte glutatyon petoksidaz, kalpte SOD
aktivitesinin arttigim géstermislerdir. Nagamatsu ve ark divabetik siganlarn sinir
lifletinde olusan oksidatif stiesin ALA’in artan dozlaryla (25, 50, 100 mg/ke)
engellendigini ispatlamislardu (24,81,84,113,138,139)

ALA’in  kalp, karaciger, bobrek gibi dokulardaki anfioksidan ozellikleri 25
mg/dl’den baslayarak dozdaki artiga paiale] olarak artmaktadit Bizim ¢alismamizda
ise, ALA diyabetik ve diyabetik olmayan iki gruba giinlitkk 50 mg/kg dozunda 10
hafta boyunca uygulandi. Bu maddenin antioksidan etkisi, hiicre ici antioksidan
enzimlerinden stiperoksit dismutaz, katalaz ve lipid peroksidasyonun son tiriinii olan
malondialdehit kullamlaiak belitlemeye ¢alistik.

Lens metabolizmas: yavas vaskiiler beslenmesi olmayan braditiofik bir dokudur.
Metabolik olarak en aktif yer lensin kapsiilidin. Kapsiil epitel hiicreleii lensin
lensin kapstiliinde yer alu (46)

Biz higbir grupta katalaz aktivitesine 1astlayamadik. Her ne kadar literatiirde
lenste katalaz aktivitesi oldufuna dair yayinlar olsa da bu yaynlarin cogunda lensin
enzim aktivitesi diger dokulardan daha diisitk gikmaktadir. Calismamizdaki bu sonug
yontemsel bir hatay: akla getirmektedir. Fakat ayni yontem ile yapilan benzer sekilde
dizayn edilmis Giinetli ve Gozkaya'mn . ¢alismalaninda suast ile rat retina ve
vitreusunda katalaz aktivitesi saptanmustir Bu calismalaidaki katalaz aktivitesi SOD
aktivitesinden  diigiik  bulunmustur ~ Calismamuzda lenste katalaz  aktivitesi
sapatayamamizin nedeni lens enzim aktivitesinin ve 6zellikle katalaz aktivitesinin
diistik olmast olabilir (140,141).

Calismamaizda lens SOD aktivitesi agisindan ALA giubunda kontrol grubuna ve
divabetik gruba gore istatistiksel olarak anlamlt artis vardi. Bu sonug ALA’in
- antioksidan aktiviteyi arttudigt izlenimi uyandusa da istatistiksel olarak ALA
diyabetik 1at gruplar arasinda SOD akftivitesi agisindan anlamh bir fark yoktu ALA
gtubunun lens SOD aktivitesi diyabet grubundan yiiksek ¢ikmistu Buna karsihk
kontrol grubu ile diyabet grubu arasinda lens SOD aktivite degeri agisindan anlamli
bit fark yoktu Bu duium diyabetin lens SOD aktivitesi iizerindeki net etkisini

anlamamizi giliglestirmektedir
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Caligmamaizda lipid peroksidasyon gostergesi olarak degeiini Oletiigiimiiz
malondialdehit degetleri ¢ok diisiiktii Ayrica rat gruplar arasinda MDA diizeyleri
agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu. Caligmamizdaki bu bu sonucun
nedeni lens fibrillerinin ¢ok doymamis yag asidi oranmin ok diisitk olmas: olabilir.
Benzer sekilde Apaydin’in diyabetik rat retina ve lenslérinde MDA inceledigi
caligmada lens MDA diizeyi retindan diistiktiir (142)

Bizim gahigmamiz diyabetin lens antioksidan enzim aktivitesini azalttigini ve
lipid peroksidasyon tutinii olan MDA’ artt11d1§1m ve ALA’in bunu engelledigi tezini
desteklememektedir

Lens metabolizmas: yavag bir dokudur her ne kadar giinlik intzaperitoneal 25
mg/kg dozundan itibaren kullamlan ALA bir ¢ok diyabetik dokuda oksidatif stresi
engellemede basarili olsada lensteki antioksidan etkisi daha yiiksek dozlarda ortaya
¢tkmaktadir. Bizim calismamaizda kullamlan ALA’in dozu 50 mg/ dP'dir. Bu doz
- diyabetik lenslerde antioksidan etkisinin ortaya ¢cikmamasimn sebebi olabilir. Daha
yiksek ALA dozlart ¢aligmalar yaptlmast ALA nin diyabetik lensletin antioksidan

sistemi Uizerine etkisinin daha net anlasiimasum saglayabilir.




6. SONUCLAR

Streptozotosin uygulanmis hayvanlarda kontrol grubuna gére 10 hafta sonra
olgiillen kan sekeri diizeyleri ve kilo kaybi anlamli dérecede yiiksek olatak

bulunmus ve bu grupta yer alan siganlar diyabetik olarak kabul edilmistir
Sigan gruplarimn hig birinde lens katalaz aktivitesi bulunmamustir.

Sican gruplarindan sadece ALA verilen grubun lenslerinde SOD aktivitesi
diyabet grubu ve kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede

yiiksek bulunmustur,

Sigan gruplarinin hepsinde lens MDA diizeyi diisiik bulunmustur. Diyabetin ve

ALA’in MDA diizelerine istatistiksel olarak anlamli bir etkisi olmamstir.

Evtensel antioksidan olarak tanumlamis olan ALA’in 50 mg/kg dozunda 10 hafta
boyunca her giin intraperitoneal olarak uygulanmast ile hayvanlann kan sekeri
seviyesinde diizelme goériilmemesi insiilin yoklugunda ALA’in glukozun hiicre

icerisine girisini etkilemedigi tezi ile uyumludus.

Tedavi amact ile ALA’in  kullamldign  sigan  gruplanmin  lenslerinde
malondialdehit sevivesinde azaima ve antioksidan enzimler olan katalaz ve
stiperoksit dismutaz aktivitelerinde artig gosterilmemis olmas1 50 mg/kg dozunda
kullamlan ALA’in diyabete bagli olarak lenste olusan oksidatif stresin
onlemesinde yetersiz kaldigii ayrica kullamlan yontemin vyeteiince hassas

olmadigim diistindiizmektedir .
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OZET

Amag: Diyabetik kataraktin gelisiminde, hiperglisemiye bagli oksidatif stres
~artigt ve antioksidan enzim aktivitesinde azalmanm etkisi vardir. Alfa lipoik asit
:: (ALA) eviensel bit antioksidandir.  Diyabetin  kionik  komplikasyonlaimin
onlenmesinde  antioksidan etkisinden dolyr son zamanlarda deneysel olarak
': kullamlmaya baglanmugtir. Biz ¢ahsmamamizda diyabetin ve ALA min diyabetik ve
diyabetik olmayan ratlatin lens antioksidan aktivitesi iizerindeki etkilerini
incelemeye ¢alistik

Metod: Bunun igin toplam 37 adet erkek Wistar siganinindan olusan 4 1at
grubu olusturduk. Gruplai; 1. kontrol gurubu, 2 lipoik asit verilen gurup, 3.
diyabetik rat giubu, 4. diyabet+lipoik asit verilen grup seklindeydi Kontrol grubuna
sadece ALA tagiyicisi verilitken ikinei gruba her giin 50 mg/kg intraperitoneal ALA
verildi Ugtineii ve 4 gruplara streptozosin verilerek diyabet olusturuldu, 3 gruba
sadece ALA tagtyicisi verilitken 4 gruba intraperitoneal olarak yine 50 mg/kg dozda
ALA vetildi. 10 hafta sonunda rat gruplarinin aguliklanm, kan glukoz diizeylerini
lenslerindeki SOD, katalaz aktivitelerini ve lipid peroksidasyon {riinii olan
malondialdehid (MDA) miktarin inceledik.

Sonuglar: Diyabetik olan 3 ve 4 gruplarda 1atlarm  kan seker dizeyi ilk iki
giuptan anlamli derecede yitksekti, fakat istatistiksel olarak ALA’in kan sekei

diizeyine bir etkisi olmadi Rat gruplart agulik olarak degeilendirildiginde aym

sekilde diyabetik olan 3 ve 4 giuplarda ratlann aguhklan ilk iki gruptan anlaml
derecede yitksek ¢ikti  ancak ALA’in kilo degiisimlerine bir etkisi olmadi Rat
gruplaninin hepsinde katalaz aktivitesi ihmal edilecek kadar dusiiktii veya hig¢ yoktu
Gruplarda SOD aktivitesi agisindan diyabet olmayip ALA verilen 2 grupta diyabet
olan 3. gruba gore istatistiksel olarak anlamlr derecede aktivite artis1 vardi. Bunun
disinda SOD aktivitesinde gruplar arasmda anlamb farkhiliklar yoktu Gruplar
atasinda MDA diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlaml fark yoktu.

Yorum: Biz literatiiriin aksine ALA’in  diyabete bagl lensteki antioksidan
aktivite ve lipid peroksidasyon firiinii olan MDA miktar: acismdan herhangi bir

etkisini goézlemlemedik Aynca ratlann kan seker diizeyleti ve agirliklaima da bir
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etkisi yoktu. Rat lenslerinde katalaz aktivitesini saptayamamizin sebebi, lens
dokusunun braditrofik yapist dolayisi ile enzim miktanmn gok az olmasi olabilir.
' gOD aktivitesi ve MDA miktart izerine ALA’in bix etkisinin olmamasin sebebi

kullandigimiz dozun vetersiz kalmasi olabilir
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