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Katarakt, lens saydamlifinin kaybolmasi sonucunda 15tk gegirgenlik oraninin
azalmas1 ve gormenin bozulmasidir. Katarakthh lenslerde malondialdehit (MDA)
miktarindaki artig, lipit peroksidasyonunun katarakt olusumunda ¢ok énemli oldufunu
gostermektedir. MDA in vivo ve in vifro ortamlarda proteinlerin, fosfolipitlerin ve
niikleik asitlerin amino gruplan ile reaksiyona girebilmektedir. Bunun sonucunda lens
proteinlerinde ileri glikasyon iriinleri olugmaktadir. Bu g¢aligmada aspirin ve
aminoguanidin gibi antioksidan ilaglarin streptozotosin ile diyabet olusturulmus si¢an
lenslerindeki etkileri aragtirilmigtir. Bu amagla diyabet olugturulmus sigan lenslerindeki
MDA miktar 6lgiilmiig ve proteinlerdeki disiilfit olugumu incelenmigtir.

Elde edilen sonuglar; lens proteinlerinde glikasyon olugumunun, aspirin ve
aminoguanidin uygulanan gruplarda diyabet grubuna oranla daha az meydana geldigini
gostermigtir. Diyabetik lens Ornekleri diger gruplar ile kargilagtirildifinda, serbest
proteinlerde bir azalma ve buna karsilik serbest olmayan proteinlerde artiy goriilmiigtiir.

Buna ilave olarak aspirin ve aminoguanidin uygulanan diyabet gruplarinda
MDA seviyesinin diyabet grubuna gore az da olsa diigiik oldugu tespit edilmistir. Bu
sonuglar aspirin ve aminoguanidin gibi antioksidan ilaglarin hayvanlarda deneysel

olarak olusturulan diyabetik katarakt: onlemede ro! aldigini1 gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Serbest radikal, Katarakt, Lens proteinleri, Antioksidan,
SDS-PAGE, Malondialdehit
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Cataract is the clouding of the lens of the eye, which reduces the amount of
incoming light and results in the deterioration of vision. The increases in
malondialdehyde (MDA) level in the cataractous lenses is the cataract formation. MDA
reacts in vivo and in vitro with free amino groups of proteins, phospholipids, or nucleic
acids. As a result of this, advanced glycation end products (AGE) of proteins occur in
lens. In this study, the possible role of antioxidant drugs aspirin and aminoguanidine
was investigated in STZ induced diabetic rat lens. For this, the MDA content was
measured and disulphide bond formation of proteins investigated in the diabet induced
rat lens.

It was found that the increased glycation (non-enzymatic glycosylation) of lens
proteins caused by diabetes was less in the diabetic rats treated with aspirin and
aminoguanidine. In diabetic lens samples, water soluble proteins were decreased
whereas, water-insoluble proteins increased when compared to other groups.

In addition, MDA level was found to be lower in diabetes supplemented with
aspirin and aminoguanidine than diabetic group. These results indicated that,
antioxidant drugs aspirin and aminoguanidine have possible protective effect against

cataract development in diabetic rats.

Key Words: Diabet, Free radicals, Cataract, Lens proteins, Antioxidant, SDS-PAGE,
Malondialdehyde.
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1.GIRIS

1.1. Lensin Genel Yapis1

Lens, irisin arkasinda, vitreus hiimorun 6éniinde yer alir. Kristal goriiniime sahip
olan lensin yetigkin insanlarda yiikseklii 10 mm, genigligi 6 mm’dir. Diizlestirilmis bir
kiire seklindeki lens, pupilladan goze giren 15181 kirarak bunu retina tizerinde toplar.
Lensin en 6n kismina 6n kutup, en arkadaki kismina arka kutup adi verilir. Lensi
boyuna gevreleyen kisim ise ekvator adini alir (Sekil 1.1).

Lens dogumdan itibaren damar ve sinir dokusundan yoksundur. Saydam bir
kapsiil tarafindan sarilan lens iki tip hiicreden olugmaktadir. Bunlar 6n kapsiiliin altinda
yer alan tek tabakali epitel hiicreleri ve bu hiicrelerin ekvator bolgesindeki boliinmeleri
sonucunda olusan lens lif hiicreleridir. Lens lif hiicreleri, epitel hiicrelerinden olustuktan
kisa bir siire sonra gekirdek yapilarini kaybederler ve dolayisiyla bolinme ozelliklerine
sahip olmayan ozel hticrelerdir.

Lensin mikroskobik olarak kapsiil, epitel ve niikleer bolgeleri vardir.

Kapsiil aseliiler, elastik bir yapi olup, gelisen ve farklilagan hiicreleri gevreler.
Kapsiil 6nde alttaki epiteli, arkada ise yiizeysel lens liflerini sarar. Bazal membran ile
analog olup viicuttaki en kalin bazal membrandir. Diigiikk molekiiler agirlikl bilegiklere
gecirgen olup kolloidal materyale gegirgen degildir.

Cekirdek ve sitoplazmik organellere sahip olan epitel hicreleri fonksiyonel
olarak iki boliime ayrilir. Bunlar:

1. Ekvatorda bulunan ve aktif olarak boliniip lens fibrillerine farklilagan

hicreler.

2. Bolinmeyen, akoz ile lens arasinda madde aligverigini saglayan ve kapsiiler

materyali salgilayan hiicrelerdir.

Epitelde digart dogru sodyum ve su pompalayan Na-K ATPaz enzimi ile epitel
hiicreleri ve lens fibrilleri arasinda metabolizmada rol oynayan ara birlesim noktalar:

tespit edilmistir.
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Sekil 1.1. Gozin yapist



Korteks, ekvatordaki epitel hiicrelerinin lens fibrillerine farklilagmasi ile ortaya
¢ikar. Yeni olugan lens hiicresinin bir ucu one, diger ucu arkaya dogru ilerler ve diger
lens lifleri ile 6n ve arkada birleserek sutur g:izgiierini olugturur. Olgunlasan lens lif
hiicrelerinde, gekirdek ve mitokondri gibi yapilar pargalanmaktadirlar.

Lens ¢ekirdegi en merkezde bulunan ve embriyonik lensi olusturan hiicreler
tarafindan meydana getirilir (Moses, 1975). |

Lens zoniiller baglarla (zinn lifleri) kirpiksi kaslara baghidir. Kirpiksi kasin
gbrme sirasinda kasilmast ile lens kalinlagir ve rekraktif giicii artar. Insan lensi dogumda
60 mg, birinci yasta 140 mg, 80 yaginda ise 250 mg agirhga kadar ulagir (Cakinel,
1992). Lens damarsiz bir yapiya sahiptir ve beslenmesi kamaralar sivisi ile saglair. Bu
stvidaki glukoz, lense bliylime ve seffafligini devam ettirmesi igin gerekli olan kimyasal

enerjiyi saglar (Bengisu, 1990).
1.2. Lensin Biyokimyasi
1.2.1. Lens elektrolitleri

Lens dehidrate bir organdir. Diger birgok dokuyla karsilagtirildiginda, lensin
yliksek protein, diistik su igerigine sahip oldugu goriliir. Yetigkin insan ve MWM lensi
yaklagik olarak %66 su, %33 protein igerir. Lensin dehidrateligi, lens lifleri ve lens
epitel membranindaki Na-su pompasiyla korunmaktadir. Lenste su miktarmnm,
kamaralar sivis1 ve vitre ortamindan daha digiik olmasi kiriciligmin yiiksek olmasm
saglar. Lens yapisinda su ve proteinden bagka aminoasitler, lipitler, bazi anyon ve
katyonlar, glutatyon ve askorbik asit bulunmaktadir (Cotlier, 1987).

Lens yiiksek oranda K'diigik oranda Na" ve CI' iyonlan1 ihtiva eder. Bu
miktarlar kamaralar sivisindaki miktarlardan diigtiktiir. Lenste Na-K arasindaki denge
Na-K pompas: ile saglanir. Bu pompa epitel hilcrelerinde ¢ok aktiftir. Bu yolla Na”
digar1 atihrken K lens igine ahmir. Burada plazma membraninda bulunan Na-K ATPaz
enzimi kullanilir ve 3 Na**u disar1 atip, 2 K™u iceri almak igin 1 mol ATP harcanir. Na-

K ATP az enziminin inhibisyonu lenste Na” ve CI' iyonlarimin birikmesine neden olur.

Na' ile H,O girisinin artmasi sonucu, osmotik denge bozulur ve lens giser.




dengesizligi ortaya ¢ikar ve lensin geffafligi kaybolur. Lensin osmolaritesine yardimci
olan katyonlar sodyum, potasyum, anyonlar ise kloriir, bikarbonat, siilfat, askorbat ve
glutatyondur (Uguz,1993).

Lensteki Ca*? konsantrasyonu kamaralar sivisina gore daha azdir. Ca™ lens igine
spesifik Ca'? kanallanyla girer ve disariya ise Ca-ATPaz pompasiyla atilir. Ca-ATPaz
en fazla epitelde bulunur, kortekste ise daha azdir. Ca*? lenste membran gegirgenligi,
membran proteinlerinin organizasyonu, protein sentezi ve lens proteinlerinin

¢oziintrlign tizerinde etkilidir (Uguz, 1993).
1.2.2. Lens proteinleri

Lens organizmamn proteince en zengin orgamdir. Total agwrhginin yaklagik
%33’u proteindir. Lens proteinlerinin en o6nemli goérevi lensin seffafliginin ve
kinlganhiginin yiiksek olmasini saglamaktir (Bengisu, 1990).

Lens su veya serum fizyolojik ile homojenize edilip, santrifiij iglemi yapilirsa
proteinlerin %8571 siipernatantta, %15°i ise g¢okeltide kalir. Siipernatantta kalan
proteinler, suda ¢oziiniir proteinler olup kristalinler olarak adlandirilirlar. Kristalinler de
kendi aralarinda molekiil agirliklarina gore alfa kristalin (%15), beta kristalin (%55),
gama kristalin (%15) olmak tizere {i¢ gruba aynlirlar. Cokeltide kalan proteinler suda
¢coziinmeyen proteinler olup albiminoidler olarak adlandirilirlar. Bunlar ¢Oziinmeyen,
hiicre iskeleti ve membran proteinleridir. C6ziinmeyen proteinlerin bilyiik bir kismi lens
¢ekirdeginde, ¢oziinebilen proteinlerin biiyiik bir kismi ise lens korteksinde bulunur
(Davson, 1990).

Lens proteinleri ile ilgili ¢ok sayida kimyasal ve fizikokimyasal aragtirmalar
yapimigtir. Suda ¢oziinir proteinlerin bazi karakteristik 6zellikleri Tablo 1.1°de

gosterilmektedir.




Tablo 1.1. Kristalinlerin karakteristik dzellikleri (Erdogan, 1999).

KRISTALINLER
[OZELLIK ALFA BETA GAMA
[ZOELEKTRIK NOKTA pH4.850 pH:5.7-7.0 pH:7.4-84
MOLEKULER AGIRLIK 5x10° tzeri  4.2x10* 2x10*
MOLEKULER FORM Agregat Agregat Monomer
TIYOL GRUBU iCERIGi Diigiik Yiiksek Yiiksek
AMINOASITLERIN N-TERMINALI Kapal Kapali Agik (Glisin ve Alanin)

Alfa kristalinler ¢oziiniir lens proteinleri iginde en yiiksek molekiil agirhkh
proteinlerdir. Molekiil agirhklart 60-400 kDa civarmmdadir. Alfa kristalinler karisik
makromolekiiler agregatlar halinde bulunurlar. Epitelde, kortikal liflere gére daha hizh
sentez edilirler. Alfa kristalinler izoelektrik noktasma gore alfa A,, alfa A, alfa By, alfa
B, olmak tizere 4 alt iiniteye _ayrﬂabilir-. Alfa A’lar iki asidik, alfa B’ler iki bazik
polipeptidden olugmugtur. Sadece alfa A zincirleri tiyol grubu igerir. Alfa kristallerini
jel filtrasyonu veya ultrasantrifiijle yiiksek ve diigiik molekiil agirlikli fraksiyonlara
aymrmak miimkiindiir. Yiiksek molekiil agirlikli fraksiyon 90-400 kDa agirhiginda olup
yasla artar. Diigiik molekiil agirlikli alfa kristalinler ise yasla azalmaktadir (Dilley and
Harding, 1975).

Beta kristalinler ¢oziiniir lens proteinlerinin en biiyikk kismum olustururlar.
Molekiil agirliklar: 20-40 kDa arasinda degismektedir. Beta kristalinler oksidasyonlara
hassas olduklar1 igin agregat olusturmaya meyillidirler. Embriyonik donemde alfa
kristalinlere oranla daha diigiik olan beta kristalinler dogumdan sonra artmaktadir
(Davson,1990).

En diistik molekiil agirlikh kristalinler gama kristalinleridir. Molekiil agirliklar:
20 kilodalton (kDa) civarinda olup tek bir polipeptid zincirinden olugmuslardir. Lens
cekirdeginde, kapsiile oranla daha yiiksek oranda bulunurlar. Lens epiteli gama
kristalini igermez (Davson, 1990). Kortikal bolgedeki gama kristalinlerin
niikleustakilerden farkli olmasi, gama kristalin sentezinin yag ile birlikte farkhiliklar
gosterdigini diisiindiirmektedir (Papacanstantinou,1965).

paralel olarak artmaktadir (Tablo 1.2).




Tablo 1. 2. Coziiniir ve ¢6ziinmez lens proteinlerinin lens igindeki oranlarinin yasla
degisimi(Erdogan, 1999).

Yas gruplan | Lens afirhi |  Total Protein icerigi mg/100 mg lens Suda
Y (mg) protein Coziinebilen Coziinemeyen erirlik
(mg) (%)
0-10 122 64.00 61.00 2.60 96.30
10-20 122 63.00 59.00 3.8 91.10
20-30 140 62.80 57.30 5.50 91.10
30-40 153 57.60 51.70 5.90 90.20
40-50 170 55.60 49.70 6.60 89.20
50-60 212 50.70 43.30 7.60 84.90
60-70 230 49.70 39.50 10.30 79.40
70-80 245 47.00 37.00 10.00 © 78.60
>80 269 47.60 36.00 11.50 75.90

Lens proteinlerinin sentezi, korteksin derin tabakalar1 ve ¢ekirdekten gok epitel
hiicrelerde ve korteksin dig tabakalarinda meydana gelir. Yetiskin lens ¢ekirdeginde
protein sentezi ya ¢ok az olur ya da hi¢ olmaz. Yaslanmayla lens proteinlerinin
molekiiler yapisinda degismeler meydana gelir. Bu degismeler baghca; yiiksek
molekiillii proteinlerin olugumu, disiilfit kdpriilerinin olusumu, glutamin ve asparaginin
deamidasyonu, polipeptid zincirlerinin kismen yikimi, nonenzimatik glikozilasyon ile
glukoz baglanmasi ve triptofamn oksidasyonudur. Bu degismelerin sonucunda diigik
molekiillii proteinler azalirken, yiiksek molekiil agirlikli protein agregatlar1 giderek
fazlalasrr. Siilfhidril gruplarin oksidasyonu ile olusan disilfit kopriileri proteinlerin
agregat olusturmasina neden olur. Asparagin ve glutamin amid grubunun karboksil
grubuna doniistiigli deamidasyon reaksiyonlar1 ile proteinlerin (-) yikleri artar.
Polipeptid zincirlerinin kismen yikim da proteinlerin asitlesmesine neden olur. Iki
durumda artan asiditenin kristalinlerin agregat olusturmasinda rol oynadig
diistiniilmektedir. Nonenzimatik glikozilasyon ile glukoz molekiilii proteinlerin amino
gruplariyla  birleserek yapisum ve fonksiyonunu degistirmektedir. Triptofann
oksidasyonu da yiiksek molekiillii protein agregatlarinin méydana gelmesine neden
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molekiillerinin lensten kameralar sivisina gegmesine izin vermez. Olgun bir katarakt
geligtiginde lens liflerinin membranlarinin yapisi bozulur, kapsiil daha gegirgen hale
gelir ve proteinler lensten disar ¢ikabilir.

1.2.3. Lens lipitleri

Lensin kuru agirhigmin %3-5"ini lipitler olustururlar. Lens lipitlerinin ¢ogu hiicre
zariyla ilgili olduklarindan, bunlar bir protein-lipit kompleksi halinde bulunurlar. Insan
lensindeki lipitlerin yaklasik %50°sini kolesterol, %45’ini fosfolipitler, %5’ini ise
glikosfmgolipitler ve seramidler olugturmaktadir. Lens lif membranmm esas
komponenti olan lipitlerin sentezlerindeki azalma veya yikimlarinda meydana gelen bir
bozulma, lif membranlarinda tahribata yol agar. Bu tahribat, lensin transport

mekanizmalarint bozarak opaklagmaya neden olur(Cotlier, 1987).
1.3. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus; basta karbohidrat metabolizmasi olmak {izere Onemli
metabolik bozukluklara yol ac¢an insiilin salgis1 veya etkisinin yetersizliginde
hiperglisemi ve glikoziiri ile kendini belli eden bir hastaliktir (Dingiloglu, 1991).
Diabette karbohidrat metabolizmasindaki bozukluklarla birlikte, yag ve protein
metabolizmasinda da bozukluklar vardir (Akgiil, 1996). |

Diabetes mellitus, pankreasin cerrahi olarak ¢ikarilmasi sonucu dogal olarak
olusan ve insiilin yoklugu gibi basit sekilde ifade edilebilecegi gibi, Tip I ve Tip 1I
diyabetteki gibi birden fazla sebep ve kompleks bir sekilde igleyen mekanizmalar olarak
da aqﬂ(lanabilmektedﬁ. Ayrica hayvanlarda streptozotosin ve alloksan gibi
diyabetojenik ajanlar ile travma, cerrahi uygulama esnasinda pankreas B hiicrelerinin
zarar gormesi sonucu da Diabetes mellitus olusmaktadir (Ustlindag, 1996)

Diabetes mellitus; genel olarak Tip I Diabet (insiilin Bagimh Diabetes Mellitus:
IDDM) ve Tip II Diabet (Insiilin Bagimli Olmayan Diabetes Mellitus:NIDDM) olmak
lizere iki gruba ayrilir (Yenigiin, 1995).
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1.3.1. Tip I diabetes mellitus (Insiilin Bagimh Diabetes Mellitus: IDDM)

Diabetes mellitus’un bu tipinde, pankreasin langerhans adaciklarinin B
hiicrelerinde gelisen harabiyete bagli olarak insiilin salgilanma bozuklugu meydana
gelmektedir (Beales et al., 1994). Tip I diyabet, genellikle 30 yasindan dnce ve tipik
olarak 13-19 yay arasi donemde baslayan ve sonugta endojen insiilin kaybiyla
sonuglanan; vaskiiler ve norolojik komplikasyonlar ile karakterize bir diyabet tlirtidiir
(Rodger, 1991). Tip I diyabette pankreasin insiilin rezervi ¢ok az ve kanda insiilin
diizeyi ¢ok diigiik olarak bulunmaktadir. Diyabetik komplikasyonlar yliziinden Tip I
diyabette yasam siiresi kisa olup, mikroanjiopatiye bagh komplikasyonlar bu tip
diyabette daha sik éﬁrﬁlmektedir (Akgiil, 1996).

1.3.2. Tip 1I diabetes mellitus (Insiiline Bagiml Olmayan Diabetes Mellitus:
NIDDM)

Genelde orta yag grubunda baglayan Tip II diyabetin uzunca bir siire farkina
varilmayabilir. Tip I diyabete gore pankreasm insiilin rezervi nisbeten iyidir ve bir siire
boyle devam edebilir; ancak zamanla azahg gosterir. Kan insiilin diizeyleri de normale
-yakindir; ancak zamanla diiser. Bu tip diyabette digaridan verilen ekzojen insiiline kars:
direng vardir (Akgiil, 1996).

1.4. Insiilin Biyokimyas:

Langerhans’in B hiicrelerinden salgilanan insiilin birbirine iki adet distilfit bag:
‘ile tutunmus 21 aminoasitli A ve 30 aminoasitli B zincirlerinden olusmus bir
polipeptittir. Plazmadaki yar1 6mril ortalama olarak ancak 6 dakika olan insilin, 10-15
dakika iginde dolaslmdah ayrilmaktadir. Kullamm dig1 kalan insiilin baghca kara-
cigerde, daha az olarak da bobrekte pargalanmaktadir (Guyton and Hall, 1996).

Insiilinin en onemli etkisi karbohidrat metabolizmas1 iizerinde olmaktadir.
Beslenme ile birlikte kan dolagimma karigan karbohidratlar, insiilin mevcudiyetinde tiim
viicut dokularinca (6zellik1e karaciger, kas ve yag dokusunda) hizla alinmakta,
depolanmakta ve kullanilmaktadirlar. Beyin dokusu, diger dokulardan fark;],foiarak




glukozu instilin araciligt olmadan direkt bir sekilde kullanmaktadir. Beyin dokusu igin
kan glukoz degerinin kritik degerin tizerinde tutulmasi ¢ok Snemlidir (Guyton and Hall,
1996).

Instilin viicut dokularinda glukoz kullanimini arttirarak bir tiir “yag koruyucusu”
gibi fonksiyon gormektedir. Karaciferde yag asidi sentezini arttiran insiilin, yag
dokusunda da benzer sekilde etki gostermektedir. Insiilin eksikliginde yag
metabolizmas1 her yOniiyle hizlanmakta ve bu olay diyabette, insiilin salgisi ¢ok
distiigiinde daba da belirginlesmektedir (Guyton and Hall, 1996).

Karbohidrat ve yaglarin yan sira proteinler de sindirim sonrasinda dokularda
depo edilmektedir. Insiilin salgis1 minimum seviyeye indiginde protein depolanmasi
tamamuyla durmakta ve protein katabolizmasinda artiy gozlenmektedir. Protein
sentezinde duraklamanin yasandifi ve fazlaca aminoasitin plazmaya bosaldigi bu
durum, agir diyabetin en ciddi etkilerinden biri olarak diyabetik hastalarda
gozlenmektedir (Guyton and Hall, 1996).

1.5. Lens Glukoz Metabolizmasi

Glukozun lens igine girigi insiiline bagimli degildir. Glukoz lense kamaralar
swvisindan diflizyonla girer. Lense giren glukoz 4 temel yolla metabolize olur (Sekil
1.2);

Sorbito] 4——— Glukoz ——— Glukonik asit —— Laktik asit

!

Fruktoz Glukoz-6-fosfat— - 6-fosfo-ghkomk asit
Frulktoz-6-fosfat Pentoz fosfat yolu
Glikoliz

|

Krebs Siklost4—— Piriwik asit g———— " Laktik asit

Sekil 1.2. Lenste glukoz metabolizmasi
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Glikolitik yol
Krebs sikliisti (sitrikasit sikliisii)
Heksoz monofosfat (pentoz fosfat) yolu

Ll

Sorbitol yolu

Damar sisteminden yoksun olan lens, oksijeni kamaralar sivisindan aldigi igin,
oksijen miktar1 diger organlar kadar fazla degildir. Bu nedenle lens metabolik enerji
ihtiyacim en fazla glikolizle (%80) saglamaktadwr. Glikolizle saglanan enerji;
makromolekiillerin sentezi, transport olaylar1 ve elektrolit dengesi gibi bazi fizyolojik
ozelliklerin korunmasi, glutatyon ve proteinlerin devamh sentezi igin gereklidir.
Glikolizin son iiriinleri laktik asit, CO, ve H,O’dur. Laktik asit kamaralar sivisina
diffiize olur ve buradan sirkiilasyon sivistyla uzaklagtirihr (Uguz, 1993).

Lenste olduk¢a aktif olan pentoz-fosfat yolunda ATP iiretilmez, fakat
NADPH’lar ve riboniikleik asit sentezi i¢in gerekli pentozlar iretilir. Uretilen
NADPH’lar lens glutatyonunun indirgenmis halde kalmasina ve lensin oksidatif hasara
kars1 korunmasina yardime1 olmaktadir (Uguz, 1993).

Lenste piirivat karboksilasyonu igin aktif bir mekanizma vardir. Bu mekanizma
sonunda CO, ve asetaldehit meydana gelmektedir. Asetaldehit de lens aldehit
dehidrojenaz ile metabolize edilir. CO’in H,O ile birlesmesi sonucunda olugan

HCO3 iyonlan 6zellikle karbonik anhidrazin ¢ok oldugu lens niikleusunda fazla iken
lens korteksinde daha azdir (Cotlier,1987).

Kandaki- glukoz konsantrasyonun uzun siire yiiksek degerde kalmasi kamaralar
sw1smda da glukoz konsantrasyonunun artmasmna neden olur. Bu olay glukoz
metabolizmasi diizenleyen hekzokinazi uyarwr. Normalde lensteki glukoz miktar
diisiik oldugundan akdézdeki glukoz lense kolayca diffiize olur. Diyabette glukozun
miktar1 lenste daha da artmaktadir (Swamy et al., 1993). Hiperglisemi durumunda lens
i¢ine daha fazla glukozun girmesi ile de sorbitol yolu islemeye baglar (Sekil 1.3).

Aldoz rediiktaz enziminin aktive olmasiyla glukozun bir kismt sorbitole doniigtir.
‘Meydana gelen sorbitol, dehidrojenaz enzimi ile fruktoza dﬁnﬁsﬂi‘. Fakat lens
glukozunun agir1 arttit durumlarda enzimler yetersiz kalir ve lenste sorbitollbirikir.
Biriken sorbitol osmotik basmci arttwarak su almina ve hiicrenin sigmesine, K

iyonlarinin kaybina, aminoasitlerin azalmasina neden olur (Hatemi et al., 1983). Aﬂ%Cé. »

ATP, miyoinozitol azalmasina ve dolayisiyla Na-K ATPaz aktivitesinin azalmasma d

G
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sebep olur (Mitton et al,, 1993). Aldoz reditktaz NADPH’1 kullandigindan, sorbitol
yolunun etkilesmesi ile hiicrenin NADPH titketimi artar. Lensin oksitleyici etkilere
kars1 korunmasinda gérevli olan, indirgenmisg glutatyonun (GSH) olusumunu saglayan
glutatyon rediiktaz da NADPH kultandigindan, hiperglisemide mevcut NADPH i¢in
aldoz rediiktaz ile glutatyon rediiktaz rekabet ederler. Dolaystyla hiperglisemide
etkinligi artan sorbitol yolunun artan NADPH tiiketimi, hiicrenin oksitleyici etkilere
kars1 koruma giiciinti azaltir. Lenste hiperglisemiye bagli olarak meydana gelen bu
degismeler, aldoz rediiktaz inhibit6rleri ile 6nlenebilmektedir ( Gonzales et al., 1986).

NADPH NAD NAD NADH
Glikoz — e Uy SORBITOL ™" FRUKTOZ
Aldoz reduktaz Sorbitol dehidrojenaz
Hekzokinaz
Glukoz & fosfat
Sekil 1.3. Sorbitol yolu

1.5.1. Glikozilasyon

Proteinlerin glikozilasyomu, glukoz ile proteinin amino grubu arasindaki direkt
kimyasal reaksiyon sonucu meydana gelir. Protein glikozilasyonu, plazma membranmmn
biitiinliigiiniin  saglanmasi ve proteinin  ckstraselliler bosluga salimiminin
kolaylagtinlmasinda kismen onemlidir. Karbohidrat grubunun proteine baglanmas
enzimatik veya nonenzimatik olmaktadir.

Diabetes Mellitus, insilinin Phiicreleri tarafindan sahinmasinda mutlak azalma

sonucu olugan hiperglisemi ve glikoziiri ile kendini gosteren hem akut metabolik hem
de kronik komplikasyonlarla seyreden bir hastaliktir. Komplikasyonlar: ile yasam
kalitesini etkileyen, kigide fiziksel degigiklikler yaninda ruhsal ve sosyal sorunlara da
neden olan diabetes mellitus, siirekli kontrol ve tedavi gerektirir. Diyabet siiresi arttikga
komplikasyonlarin gorilme skl ve g:egifliligi de artar. Bu yiizden erken tam ve tedavi
¢ok 6nemlidir (Yarat, 1988).
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Nonenzimatik glikozilasyon (enzimatik olmayan glikozillenme; NEG) sonucu
proteinlerin yap: ve fonksiyonlarinda meydana gelen degismelerin diyabette goriilen
klinik komplikasyonlara neden oldugu diisiiniilmektedir. Diyabette 6zellikle glukoza
ozgii olan NEG’nin artt1f ¢esitli galigmalarla gosterilmigtir (Swamy et al., 1993).

1.5.2. Lens proteinlerinin nonenzimatik glikozilasyonu

Glikozillenme; enzim aracibifityla veya enzim olmadan proteinlerin amino
gruplarina sekerlerin  karbonil grubunun baglanmasidir. Proteinlerin  enzimatik
glikozillenmesi hiicrede golgi kompleksi ve endoplazmik retikulumda gergeklesir.
Cesitli glikoziltransferazlar bu aktivitede gorev alir (Emekli, 1992). NEG ise bir post
translasyon modifikasyonu olup glukozun proteinlere enzim aracilifi olmadan
baglanmasidir (Yarat, 1988). Hiperglisemide ise insiiline bagimli olmayan dokularda
glukoz birikerek fazla kullanlllf. Gozin gorme fonksiyonunu yapabilmesi lensin
saydam olmasina baglidir. Lensin saydamlifi yapisinda yiiksek oranda bulunan
proteinlerle saglanir (Davson, 1990).

Diyabette hiperglisemi nedeni ile lenste artan glukoz lens proteinleri ile
nonenzimatik olarak birleserek yap: ve fonksiyonlarinin bozulmasina ve hatta katarakta
neden olmaktadir (Cotlier, 1987). Lenste glukoz diizeyi uzun siire yiiksek kalinca
sorbitol yolu da devreye girer. Lens lif hiicrelerinde biriken sorbitol membrandan
gecemedigi igin lensin sigmesine neden olur. Lensin diizenli yapis1 bozularak kesiflikler
olusur ve sonugta gérme engellenir (Bengisu, 1990).

Lenste bulunan glutatyon (GSH) proteinlerin tiyol gruplanimn indirgenmis
durumda kalmasint saglar ve lensi oksidatif hasara kargt korur. Lenste glutatyondan
bagka diger antioksidan faktorler askorbik asit, glutatyon peroksidaz ve siiperoksit
dismutazdir (Cappiello et al., 1994). Hiperglisemi durumunda antioksidan sistemler de
hasar gormekte ve fonksiyonlarint tam olarak yapamamaktadir. Diyabetikler ile yapilan
¢aligmalarda lens glutatyonunun azaldigi goriilmiigtiir (Hothersall et al., 1992). GSH'un
azalmas: ile proteinlerin tiyol gruplan okside olarak proteinler arasinda disiilfit baglar
meydana gelmekte ve sonugta yiiksek molekiil agirlikli protein agregatiari olugmaktadir
(Reddy, 1990).
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Nonenzimatik glikozilasyonda (NEG) ilk 6nce irreversible aldiminin yapili
schiff baz1 olusur. Daha sonra bu bilesik amadori diizenlenmesi ile kararh ketoamin
yapiya doniigir. NEG yiyecek endiistrisinde maillard reaksiyonu olarak bilinen
reaksiyonun ilk basamagidir. Bu reaksiyonun ikinci basamagi ise nonenzimatik
kahverengilesmedir (Nonenzimatik Browning: NEB). NEB reaksiyonunda,
glikozilasyon sonucu olugan ketoamin bilesigi, ¢esitli reaksiyonlar ile zaman i¢inde gok
capraz bagli, ¢6ziinmeyen pigment durumunda kahverenkli floresans veren karbohidrat-
protein polimeri haline doniigiir. Geriye doniigiimii olmayan bu ileri glikozilasyon
iirlinleri proteinlerin yasam siiresi boyunca birikime ugrar. Glikozilasyon ozellikle
kollajen ve lens proteinleri gibi yagsam siiresi uzun olan proteinleri etkiler (Kaemi,
1992).

Lens proteinlerinin glikozilasyonunda gekerlerin karbonil grubu ile birlesen
kisim lizin aminoasidinin &-amino grubudur. Bu aminoasit glikasyon igin ilk hedeftir
(Ramakrishnan and Sulochano, 1993).

Glikasyon sonucunda bashca fruktolizin, pentosidin ve N-karboksimetil lizin
olusur. Fruktolizin kararh bir ketoamin bilesigi olup lens glukoz konsantrasyonu igin
ara doénem indikat6riidiir. Pentosidin NEB sonucunda lizin ile arjinin aminoasitleri
arasinda ¢apraz baglarin olugmasi ile meydana gelen floresans 6zellikte bir iiriindiir. In
vitro deneylerde glikasyon ve kahverengilesme reaksiyonlarinda capraz baglarm
olusumu arttikga pentosidin miktarmn da arttig1 gosterilmigtir (Sell and Monnier,
1990). Bu yiizden pentosidinin NEB'yi gosteren iyi bir biyolojik marker oldugu
diistiniilmektedir (Erdogan, 1999). Karboksimetil lizin, glikozillenmisg proteinlefde
fruktolizinin metalleri katalizledigi oksidatif yikim iriiniidiir. Karboksimetil lizin
miktarinin artisy, proteinlerin devamli glikasyon ve oksidatif streslere maruz kaldiginin
bir gostergesidir (Lyons et al.1991).

Kataraktda lens proteinlerinin glikasyonu ve membran yapisi incelenmis
diyabette katarakt olusum hizinmn arttif1 ve yashlik kataraktht (senil) lenslerde sart-
kahverengi floresans veren ¢ok ¢apraz bagh ileri glikozilasyon iriinlerinin olugtugu
goriilmiigtiir (Liang, 1993)(Sekil 1.4).

Lens proteinlerinin glikasyon sonucunda ¢dziintirligtiniin azaldig1 gosterilmis,
bunun da katarakt olusumuna neden olabilecegi ileri siirlilmugtir (Kaemi, 1992).

Glikasyonun katarakt olugumundaki roliinii arastiran gesitli ¢alismalarda knstalmlerm
£

- AR,
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ayn ayn glikasyonu incelenmis, kristalinlerin amino gruplarmin modifiye oldugu,
protein tizerindeki ylik dagihmmn degistigi, proteinlerde meydana gelen yapisal
degisikligin de daha yiiksek molekiil agwhkl agregatlarin kiimelegmesine yol agtifi
belirtilmigtir (Mota et al., 1994) (Sekil 1.5).

Insan lens kristalinlerinden o kristalinlerin glikasyonunun diyabet ve yaslanma
ile artigr, B ve y kristallerinin glikasyonunda ise ¢ok fazla arti olmadif
saptanmigtir (Van Boekel and Hoenders, 1992).

Yaglanma ve kataraktta kristalinlerin membrana nonkovalent baglanmasmmn
arttifr belirtilmigtir (Chandrasekher and Ceredella, 1995).Glukoz ile ilk kargilagan lens
proteinleri, lens membran proteinleridir. Bu yiizden intrinsik ve ekstrinsik membran
proteinlerinin glikasyonu da incelenmiy, diyabetik ve katarakth lenslerde bu
proteinlerde de glikasyonun arttifn g6zlenmisti. Buna bagh olarak membran
fonksiyonlarmin etkilenebilecegi ilert stirlilmiistiir (Liang, 1993).

Serbest lizin ve glisin aminositlerinin lens proteinlerinin glikasyonunu azalttigi,
katarakt olusumunu geciktirdigi bulunmustur. Lizin ve glisinin fizyolojik pH’da glukoz
ile reaksiyona girdifi ve glikasyonu Onledigi belirtilmistir (Ramakrishnan and
Sulochano, 1993). Katarakth lenslerde lizin miktarna bakidmg ve normal lenslere
oranla daha az oldugu bulunmugtur (Balaji and Sasikala, 1992).

Sekil 1.4. Katarakth goz
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Sekil 1.5. a: Katarakth lens, b: Normal lenste objelerin griiniimii ¢: Baslangig katarakth lenste
objelerin goriiniimi d: [leri katarakth lenste objelerin goriiniimii

NEG'un lens yapismda meydana getirdigi degisiklikleri inceleyen ve bunlarmn
Onlenmesini veya geciktirilmesini aragtiran gok ¢esitli galiymalar giinlimiizde de yogun
bir gekilde devam etmektedir.

1.6. Serbest Radikaller
Serbest radikaller dis orbitalinde tek sayida ortaklanmug elektron tagiyan, elektrik

yiiklii veya yiiksiiz olabilen atom veya molekiillerdir. Bu bilesikler organizmada normal
metabolik yollarm isleyisi sirasmda olugtugu gibi, cesitli dig etkenlerin etkisiyle de
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olusmaktadir. Cok kisa yasam siireli, ancak yapilarindaki dengesizlik nedeniyle cok
aktif yapili olan serbest radikaller tiim hiicre bilesenleri ile etkilegebilme o6zelligi
gostermektedir (Del Maestro, 1980; Kehrer and Smith, 1994).

Oksijenle yasayan tim canlilarda, normal metabolik islemler sirasinda serbest
oksijen radikalleri kaginilmaz bir sekilde iiretilmektedir. Bu nedenle normal
metabolizma sirasinda oksido-rediiksiyon reaksiyonlarinin iiriinleri olan serbest oksijen
radikallerinin olugmast biyolojik bir bozukluk olarak degerlendirilmemelidir.
Organizmada serbest radikallerin zararl etkilerini ortaya koymadan etkisizlegtirilmesini
saglayan gii¢li savunma sistemi bulunmaktadir. Serbest radikallerin olusum hiz1 ile
etkisizlestirilme hizt dengede oldugu siirece, organizma bu bilesiklerden
etkilenmemektedir. Buna kargilik savunma azalir veya bu zararh bilesiklerin olusum
hiz1 sistemin savunma giiciinii asarsa, bu denge bozulmakta ve serbest radikallere bagli
zararl: etkiler ortaya ¢ikmaktadir (Halliwell, 1996, Nakazawa et al., 1996).

Kararli bir molekiil genel olarak 3 yolla serbest radikal halini almaktadr:

1. Homolitik par¢alama:
X:Y->X+Y)
2. Tek bir elektron kaybetme:
(A—>A +e)
3. Tek bir elektron alma:
(A+e > A7)
Biyolojik sistemlerde radikal iiretimi daha ¢ok elektron transferi ile olmaktadir
(Cheeseman and Slater, 1993). iki serbest radikalin reaksiyonunda iki madde de radikal

ozelliklerini kaybetmekte, bir serbest radikalin radikal olmayan diger bir yapiyla

reaksiyonunda ise bagka bir serbest radikal olugmaktadir (Sies, 1993).

1.6.1. Serbest oksijen radikalleri ve reaktif oksijen tiirleri

Biyolojik sistemlerdeki en oOnemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir (Tablo 1.3).
Bilindigi gibi, oksijen canlilarin yagsamlarini siirdiirmeleri igin mutlak gerekli bir

elementtir. Hiicre iginde gesitli reaksiyonlardan gecerek su haline doéniismektedir. Bu
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sirada hiicre kendisi i¢in gerekli enerjiyi saglamaktadir. Fakat bu siiregte oksijenin %1-
3'i tam olarak suya doniisemez, siiperoksit anyonu ve hidroksil radikali olugur
(Southorn, 1988; Nakazawa et al., 1996) (Sekil 1.6).

Tablo 1.3. Organizmadaki temel serbest radikal reaksiyonlari.

. Og+e — O, (siiperoksit radikali) -

2. 205 +H" — 2HO, (perhidroksil radikali)

3. O, +2e” +2H" — H,0, (hidrojen peroksit)

4. Oy +le” + 2HY > H->O» (hidrojen peroksit)

5. 20, +2H* - H,0, + 0O, (hidrojen peroksit)

6. 2H,0, +le” +H* -52°0OH+OH™ + H,O (hidroksil radikali)

7. H,0,+Fe"™" > OH+OH™ +Fe"" (hidroksil radikali) (fenton reaksiyonu)
8. HyOy +05 - OH+OH™ +05 (hidroksil radikali) (Haber-Weiss reaks.)
9. 03 +Fet** > 0y +Fet*

10. RH+'OH - R" +H7O (alkil radikali)

11. R"+0, — ROO’ (peroksil radikali)

e- +
0,50y 20, 0, StH oyt H

A

2

Sekil 1.6. Oksijen molekiiliiniin suya indirgenmesi sirasinda serbest radikallerin olugmasi.
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1.6.1.1. Siiperoksit radikali

Hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi
sonucu, serbest siiperoksit radikal anyonu (O;) meydana gelir. Siiperoksit, bir serbest
radikal olmakla birlikte kendisi direkt olarak asil zarardan sorumlu degildir. Asil 6nemi,
hidrojen peroksit'e kaynaklik etmesi ve gegis metalleri iyonlarimin indirgeyicisi
olmasidir (Deby and Pincemail, 1998). Iki siiperoksit radikali birbiri ile etkilegerek biri
oksitlenirken digeri ise indirgenir ve béylece HO, ve O, meydana gelir.

205 +2HY 5 H,0, +0,

Siiperoksit radikallerinin ortamdan temizlendigi bu tepkimeye dismutasyon
tepkimesi denir (Fridovich , 1995). Cesitli kimyasal bilesikler ve fiziksel etkenler
canlilarda siiperoksit radikali olusumuna neden olurlar. Baz1 kosullarda gériinir bolge

iginlart da dahil olmak iizere, 6zellikle biitiin yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar

oksijenli ortamda siiperoksit radikali olugtururlar (Erenel et al. 1993).
1.6.1.2. Hidrojen peroksit

Molekiiler oksijenin g¢evresindeki molekiillerden 2 elektron almasi veya
stiperoksitin bir elektron almasi sonucu peroksit olugur. Peroksit molekiili 2 hidrojen
molekiilii ile birlegerek hidrojen peroksit (H20,) meydana getirir. H;O, membranlardan
kolayca gegebilen, uzun Omiirli bir oksidandir. Aslinda elektron yapisi nedeniyle
radikal tamimina uymasa da giglii bir oksidan ajan olmasi ve stiperoksit veya demirle
reaksiyona girerek hidroksil radikalinin olugmasina neden olmasindan dolay1 hidrojen
peroksit, genellikle oksijen tiirevi serbest radikallerle birlikte anilmaktadlr (Barber and
Harris, 1994). Siperoksit ve hidrojen peroksit radikallerinin hasar olusturma
potansiyelléri oldukga azdir ve katalizor metallerin yoklugunda ortamdan derhal

uzaklagtirithirlar (Cheesman and Slater, 1993).
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1.6.1.3. Hidroksil radikali

Hidroksil radikali (OH), hidrojen peroksitin gegis metallerinin varliginda
indirgenmesiyle meydana gelir. Bu doniigiimler Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlart

olarak bilinmektedir.

H;0;+ Fe'? > OH+OH +Fe(a)
[Fenton]
0,+Fe" - 0, +Fe*? (b)

HyOp+ 0y —2omir katalizi .yt 0H+0, [Haber-Weiss]

Canli dokuda meydana gelen en reaktif radikal tiirlerinden biridir. Yar1 émrii
oldukga kisa (10°-107) ve diffizyonu kisith oldugu igin gok diigik miktarlarda tiim
hiicresel elemanlara biiyiik hasarlar verebilmektedir. Ornegin, membran lipitlerine etki
ederek zar sisteminin bozulmasina neden olabilmektedir (Basaga, 1990; Halliwell,
1989).

1.6.2. Serbest radikallerin etkileri

Serbest radikallerin daima doku hasarlanmasina neden olduklari veya patolojik
durumda rol aldiklar1 sdylenemez. Nitekim, biyolojik faaliyetler i¢in 6nemli gorevier
ustlenen serbest radikaller de mevcuttur. Serbest radikallerin organizmaya yararh
olduklari baz1 durumlar; fagositoz olayinda aktive nétrofillerden salinarak bakterilerin
etkisiz hale getirilmesi, hiicre bitiinliigiiniin korunmasi, mitokondriyal oksidasyon,
hemoglobinin oksijen tagimast ve DNA replikasyonu seklinde ozetlenebilir
(Akkus,1995; Keusch, 1993).

Birgok fizyolojik reaksiyonda rol oynayan serbest radikaller, asin miktarda
uretildiginde veya antioksidan savunma sistemleri yetersiz kaldiginda biyomolekiiller

ve doku bilegenlerinde hasar meydana getirirler. Serbest radikaller, hiicrenin lipid,
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protein, DNA ve karbohidrat gibi tlim 6nemli yapilarina etki ederler (Reilly et al,
1991; Poli et al., 1993) (Sekil 1.7).

Aktif Oksijen Tiirleri

| Hicresel tiyollerin oksidasyonu ) ——

| Ca Translokazlarm inhibisyonu
¥

Ca" irikimi

Cd**a bagh katabolik siireclerin aktivasyonu

T T R B Y

f:‘em"‘;‘i‘:} Fosfolipid | DNA Pratein e
EVAITHIEIMN | jegredasyonu | degredasyonu | degredasyomu | hozulmas:
kayln — S

¢ & { + }
N .

HUCRE OLIMU

Sekil 1.7. Serbest radikallerin hiicresel hasar yapma mekanizmalar.
1.6.2.1.Membran lipitlerine etkileri (Lipit peroksidasyonu)

Lipit peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan baslatilan ve zar yapisindaki
cok doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu igeren kimyasal bir olay olarak
tammlanmaktadir (Halliwell, 1996; Halliwell and Chirico, 1993). Bu kimyasal olay
organizmada olusan kuvvetli oksitleyici bir radikalin zar yapisindaki ¢ok doymamus yag
asidi zincirindeki o-metilen gruplarindan hidrojen atomunun uzaklagtiriimasi ile
baslamaktadir (Sekil 1.8). Biyolojik sistemlerde bu serbest radikalin siiperoksit anyonu
ve hidroksil radikali oldugu kabul edilmektedir. Bununla birlikte lipit
peroksidasyonunun uyarilmasinda asil etkili radikalin hidroksil radikali (OH) oldugu
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bildirilmektedir. Bu radikal siiperoksit radikalinden veya H,0,’ten demirin
katalizorligiinde meydana gelmektedir. Bu reaksiyonlar Fenton ve Haber-Weiss
reaksiyonlan olarak adlandinilmaktadir.

Serbest radikal etkisi ile yag asidi zincirinden hidrojen atomunun uzaklagmasi,
bu yag asidi zincirinin radikal niteligi kazanmasina neden olmaktadir. Béylece olusan
lipit radikali (L) dayamksiz bir bilesik olup, bir dizi degisiklie ugramaktadir.
Oncelikle, molekiil igi ¢ift bag aktarilmasi (rezonans) ile dien konjugatlan olugmaktadir.
Daha sonra lipit radikalin molekiiler oksijen ile reaksiyonlagmasi sonucu lipit peroksit
radikali (LOO") meydana gelmektedir. Bu lipit peroksit radikalleri de zar yapisindaki
¢ok doymamus yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin olusumunu saglamakta,
kendileri de agiga ¢ikan hidrojen atomlarim alarak lipit hidroperoksitlerine (LOOH)
doniismektedir. Boylece, reaksiyonun oto-katalitik bir bigimde yiiriimesi saglanmaktadir
(Halliwell and Chirico, 1993).

Baglama:
/ \/ \/ \ Cok doymarmg yag asitleri (LH)

g~

/ \/ l \/ \ Lipit Radikah (I)

ledeme:
/‘-————\//—‘\F\ Dien konjugat
K
/=v/‘l>{,,=\ Lospeks

0-0H

/NY V' \ +Lipit hidroperoksiLOOH)

o

Pargalanma Urtnlen
(aldehitler ve differ karbonil bilegikler; etan, pentan v.5.)

Sekil 1.8. Lipit peroksidasyonu reaksiyonlar.
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Lipit peroksidasyonu, lipit hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil
bilesiklere doniigmesi ile sona ermektedir. Bu bilegiklerden biri olan malondialdehit
(MDA) miktari, tiyobarbitiirik asit testi ile olgiilmekte ve bu yontem lipit peroksit
diizeylerinin saptanmasinda siklikla kullanilmaktadir. Bunun yamisira, peroksidasyon
sirasinda olusan dien konjugatlarinin 6lgiimii de in vivo lipit peroksitlerinin diizeyini
yansitmast agisindan giderek o©Onem kazanmaktadir. Lipit hidroperoksitlerinin
pargalanmasi ile olugan etan, biitan ve pentan gibi gazlarin tayini de, son yillarda lipit
peroksidasyon gostergesi olarak degerlendirilmektedir (Halliwell, 1996; Halliwell and
Chirico, 1993).

Lipit peroksidasyonunun, zar yapisindaki degisiklikler nedeni ile zar iglevinin
bozulmasi, olugan serbest radikallerin enzimler ve diger hiicre bilegenleri {izerine etkisi,
son uriinler olan aldehitlerin sitotoksik etkileri gibi farkli yollarla hiicre hasarina neden
oldugu disunilmektedir. Her tg¢ olayinda esit derecede etkili oldugu veya birlikte yada
birbirlerinin ardinca etkili olduklan ileri siirilmektedir. Bununla birlikte, aldehit yapili
bilesiklerin uzun yasam siireli ve zarlan gegebilme oOzelliginde olmasi, lipit
peroksidasyonunun hedef organlardaki etkilerinden bu bilesiklerin sorumlu oldugunu

diisindiirmektedir (Esterbauer, 1982).

1.6.2.2. Proteinlere etkileri

Proteinlerin serbest radikaller tarafindan etkilenme dereceleri aminoasit
kompozisyonuna baglidir. Doymamig bag ve siilfiir ihtiva eden molekiillerin serbest
radikallere duyarliligt yiiksek oldugundan triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin,
methionin, sistein gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla
etkilenirler. Ozellikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli radikaller meydana gelirler.
Bu reaksiyonlar sonucu proteinlerin {i¢ boyutlu yapilari bozulur. Proteinlerde kirilmalar,
capraz baglanmalar ve agregasyonlar olugabilir. Béylece normal fonksiyonlarim yerine
getiremezler. Nitekim, serum proteinlerinde, katarakthh lens proteinlerinde ve
inflamatuar eklem hastalifi olan kigilerin sinoviyal sivilarindaki IgG’lerinde serbest
radikal hasan tespit edilmistir (Akkus, 1995).

Serbest radikallerin proteinler izerine etkileri ¢ok giigli olmadikga, hasar

yapabilme aktiviteleri oldukga diigiikttr. Serbest radikallerin proteinler lizerine etkileri,
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eger hiicre iginde birikiyorlarsa o zaman tehlikeli boyutlara ulasir. Ancak radikallerin
etkisi proteinlerin sadece spesifik bir bdlgesinde kalici durumda ise, hiicreler bundan
fazlaca etkilenmeksizin geligmeye devam edebilirler. Ornegin; metal iyonlarindan bakir,
proteinlerin histidin aminoasitlerine baglanabilme ozelligine sahiptir ve bu noktada
olusacak herhangi bir hasér, s0z konusu iyonun proteine baglanmasimi engeller. Bu
durumda metal iyonlar ile H,O,, iyon-protein baglantisinin olacagi bélgede hidroksil
radikallerini olugturur. Bu radikaller metal iyonun baglanma noktasinda reaksiyona
girer ve bu bolgede spesifik hasar meydana gelmis olur (Akkus, 1995; Tappel and
Dillard, 1981).

1.6.2.3. Niikleik asitlere etkileri

Hiicre g¢ekirdegi ve niikleik asitler de serbest radikallerin etkisine oldukga
duyarlidirlar. Idrarda oksitlenmis niikleobazlarin bulunmast DNA’nin oksidatif hasara
maruz kaldigint gosterir. Hem hidroksil radikali (OH) hem de tekil oksijen ('O,),
nikleik asitlerde piirin yada pirimidin arasinda ayirim yapmaksizin tepkimeye girerler.
Hidroksil radikali, niikleik asitlerde doymug karbon atomlarindan hidrojen atomu ¢ikanr
veya cift baglara katilma tepkimeleri ile sonuglanan reaksiyonlarda rol alirlar. Hidroksil
radikallerinin piirin, pirimidin bazlan ve pentozlarla tepkimeye girme hizi; sabit
molekiillerin diffiizyon limitine yakindir. Bu nedenle niikleik asitlere yakin bir bolgede
uretilen her hidroksil radikali, kolaylikla tepkimeye girme yetenegine sahiptir. Tekil
oksijenin niikleik asitlerle tepkimeye girme yetenegi daha sinirlidir. Tekil oksijen ('Oz),
guiclii bir oksitleyici oldugundan guanin gibi yitksek elektron yogunluklu bolgeler igeren
molekiillerle daha kolay tepkimeye yol agarlar. Sitotoksisite biiyiikk oranda niikleik
asitlerdeki baz modifikasyonlarindan meydana gelen DNA degisikliklerine baglidir
(Akkus, 1995).

1.6.2.4. Karbohidratlara etkileri
Serbest radikallerin karbohidratlar zerine de onemli etkileri vardir.

Monosakkaritlerin  otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve

okzoaldehitler meydana gelirler. Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere
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baglanabilme ve aralarinda g¢apraz baglar olusturma 6zelliklerinden dolay1 antimitotik
etki gosterirler. Boylece, kanser ve yaglanma olaylarinda rol oynarlar. Poliansatiire yag
asitleri ve karbohidrat oksidasyonunun bir Griinii olan glioksal’in hiicre bélinmesini
inhibe ettigi kaydedilmigtir (Cerutti, 1994, Akkus, 1995).

Bag dokusunun 6nemli bir mukopolisakkariti olan hyaltironik asit, sinoviyal
sivida da bol bulunur. Enflamatuar eklem hastaliklarinda sinoviyal siviya gok sayida
polimorf hiicreler gecer ve muhtemelen immiin komplekslerle aktivasyonlan sonucu
ekstraselliiler stviya HyO, ve Oy" salgilarlar. Bu radikallerin in vitro hyaliironik asiti
pargaladiklart gosterilmigtir. Goziin vitreus’'unda da bol miktarda hyaliironik asit
bulunur. Burada meydana gelen oksidatif hasar da katarakt olusumuna katkida bulunur
(Bulkley, 1983).

Monosakkarit otooksidasyonunun, proteinlerde capraz baglanmalara neden
olarak diyabetik katarakt gelismesine ve mikroanjiyopati olusumuna neden oldugu
gosterilmigtir (Halliwell, 1994).

1.6.3. Serbest radikaller ve diyabet

Diyabette oksidatif aktivitenin (serbest radikal iiretiminin) artig1, antioksidan
savunma mekanizmalarinin  yetersizlifi, proteinlerin glikozilasyonu, ozellikle
kontrolsiiz diyabetlilerde ateroskleroz, retinopati, nefropati, noropati gibi diyabetik
komplikasyonlara neden olur (Kalak et al., 1996).

Nonenzimatik glikozilasyon, otooksidatif glikozilasyon, enerji
metabolizmasindaki degisikliklerden kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yolu
aktivitesi, enflamatuar mediatorlerin diizeyleri ile antioksidan savunma sistemindeki
degisiklikler, hipoksi ve iskemi-reperflizyon sonucu olusan doku hasar diyabette
oksidatif stresi artiran mekanizmalardir (Baynes, 1991).

Serbest radikaller diyabetinv daha sonraki komplikasyonlarinda oldugu kadar,
diyabetin olugmasinda da etkilidir. Serbest radikallerin etkisiyle olusan pankreas beta
hiicresinin hasani tip I diyabetin olusumuna yol agar. Diyabetin baglamasinda
oksidasyonun rol oynadigina dair bulgularin ¢ogu deney hayvanlarinda diyabet
olugturan iki ilag olan alloksan ve streptozotosin (STZ) ile yapilan ¢aligmalardan elde

edilmigtir. Bu kimyasal maddelerin her ikisi de oksidan madde olugturarak Langerhans -
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adaciklarini selektif olarak tahrip ederler. Bunlardan alloksan intraselliiler rediiktanlar
olan askorbat ve tiyoller ile reaksiyona girerek onlarin antioksidan etkilerini engeller ve
boylece oksidan tretimine sebep olur. STZ’nin etki mekanizmasi ise daha az
anlagilmigtir. Alloksan toksisitesi in vitro ve in vivo metal selatlayict ajanlar, siiperoksit
dismutaz, katalaz, hidroksiradikal parcalayicilar1 ve lipitte ¢6ziinebilir antokisadanlar ile
inhibe edilebilir (Wolff, 1993).

1.7. Katarakt Gelisim Mekanizmas:

Lens saydamhiginin gorme keskinligini azaltacak derecede bozulmasina katarakt
denir. Katarakt geligiminde lensin yapisinda belirgin bozulmalar ortaya ¢ikar. Lensin
saydamh@ daha ¢ok hiicresel diizenleme ile iliskili oldugundan yapisal olarak zarar
goren boyle bir dokuda saydamlik degerlendirmesi kolaydir. Lensin saydamligs, biyik
olgide lens hicrelerinin makromolekiiler komponentlerinin ¢ok diizenli dizilim
gostermelerine ve 15181 dagitan komponentlerdeki kiricilik indeksi farklarimin gok kiigiik
olmasina baglidir. Normalde lens tamamen saydam olmayip 1si8in yaklagik %5’ini
yansitir. Bu yansitmanin yaklaslk yarisi hiicre membranlarina baglidir. Lens saydamligy,
protein yapinin diizeni ve iligkilerine bagimli oldugundan bu yapilardaki kiigiik
degisiklikler bile kesiflesmelere yol agabilir. Bu tip kesiflesmelere yol acabilecek
degisiklikler, proteinlerde kiimelesme (agregasyon), doku hidrasyonu bozukluklari,
hiicre membranlarinda yikim olaylan ve hiicre iskeletindeki degisikliklerdir (Karel et
al., 1997).

1.7.1. Senil katarakt

Yagin ilerlemesiyle, katarakta neden olan gesitli faktorlerin etkisinde artma ve
lensin kendini koruma kapasitesinde azalma meydana gelir. Kataraktta elektrolit ve su
dengesinin bozuklugu gosterilmistir. Lenste Na® ve CI” artisi karsisinda K™ miktan
diiserken lens igine Ca'? birikimi olur. Bunun sonucunda hiicre hidrasyonunda artig,
lens hdacrelerinde gisme ve gerilme sonucu yirtiima meydana gelir. Hiicre

membranmindaki gegirgenlik artigi, iyon gegigini huzlandirir. Bu durumdan sadece iyonlar
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degil kiiglik molekiiller de etkilenir. Béylece lensten karbohidrat, aminoasit ve kiigiik
peptidlerin kayb: olur (Lucas et al., 1986).

Kataraktht lenste protein degigikligi en fazla suda ¢6ziinen kisimda meydana
‘gelir. Yaslanmayla yiiksek molekiil agirlikli protein agregatlarinda, dolayisiyla lensin
saydamligim kaybetmesinde bir artiy durumu goriiliir. Bu agregatlarm hiicre membran
ylizeyinde bulunduklar: yerler, muhtemelen erken oksidatif tahribatin bagladig1 yerlerdir
(Paterson and Delamere, 1992).

1.7.2. Oksidatif tahribat ve katarakt

Lens icinde, oksidatif molekiiler tahribattan sorumlu oksidan ajanlarin kesin
tabiat1 bilinmemektedir. Oksijen bunlardan biridir. Stiperoksit, hidrojen peroksit ve
hidrojen radikalleri de ayni gruptur. Bu oksijen radikalleri goz iginde fotooksidasyon ve
iyonize radyasyon sonucu olugabilir (Fridovich, 1984).

Aminoasitler, 6zellikle de hiicre membraninda yer alan methionin ve sistein,
oksidasyona kars1 hassastirlar. Oksidasyonla aminoasit gruplar: arasinda disiilfit baglar
olugsmakta, bu da yilksek molekiil agirlikli protein agregatlarinin olugmasma yol
agmaktadir (Spector, 1984). Ayrica kalsiyum yiiksekligi protein agregasyonunu
hizlandirmaktadir. Transport mekanizmasinda yer alan enzimlerinde oksidasyonla
direkt olarak tahrip oldugu disiiniilmektedir. Na-K ATPaz’in, hidrojen peroksitle
inhibisyona ugradigi gosterilmistir. Oksidasyon, Ca-ATPaz enziminde de tahribat
yapmaktadir (Delamere et al., 1983).

1.7.3. Diyabetik katarakt

Diyabet iki tip katarakt gelisimine sebep olur. Tipik senil katarakt diyabette
erken yasta baglayarak hizli bir ilerleme gosterir. Senil katarakt, diyabet varliginda 9.6
yil daha erken matiirlesir (Cotlier, 1981).

Gergek diyabetik katarakt morfolojik olarak tipik, iki tarafli beyaz benekli veya
kar tanesi gdriiniimiinde subkapsiiller opasitelerle karakterizedir. Metabolik kontrolii iyi
olmayan geng hastalarda hizla, bazen birka¢ giin iginde olgunlagir. Ani miyopiye’sgvbep

£
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olan bu opasiteler, erken sathada iyi metabolik kontrol saglanirsa geri doniigtimli
olabilmektedir (Paterson and Delamere, 1992).

Diyabette artan glukoza bagli olarak lenste bazi degisiklikler meydana gelir.
Lense giren aginn miktarda glukoz, glikolizin anahtar enzimi olan hekzokinazi uyarir. Bu
da lens proteinlerinin agirt glikozilasyonuna ve poliyol yolunun aktivasyonuna neden
olur. Boylece lenste sorbitol/fruktoz oram zamanla artar ve sorbitol birikimi olur. Hiicre
zanindan kolayca gegemeyen sorbitol gibi poliyollerin birikimiyle ciddi ozmotik stres
meydana gelir, su tutulumu artar ve hiicresel bitiinliik bozulur. Su tutulumu nedeniyle
sisen lens fibrillerinde, membran gegirgenligi bozulur ve konsantrasyon gradiyentine
karg1 lenste yilksek diizeyde bulunan potasyum, aminoasit, glutatyon, inozitol ve ATP
azalirken sodyum ve klor iyonlan artmaya baglar. Sekonder ozmotik degisikliklerin de
olaya katilmasiyla lens membram tiim substratlara kargi gegirgen hale gelir. Diyabetik
kataraktta Na-K pompa fonksiyonu da bozulur ve Na-K ATPaz enzimi azalir (Brownlee
et al.,1984; Kinoshita, 1974).

1.7.4. Ultraviyole 151m1 ve katarakt

Lens esas olarak giines kaynakli oldukga fazla miktarda uzun dalga boyundaki
ultraviyole iginlarina maruz kalmaktadir. Yapilan g¢aligmalarda giines 1s18ina fazlaca
maruz kalan iilkelerde ve bu tiir mesleklerde ¢aliganlarda katarakt insidansi yiiksek
bulunmaktadir. Ultraviyole isinlarinin lenste yaptigt metabolik hasar tam olarak
bilinmemesine kargin oksidatif olaylarin artim ile olustugu sanmilmaktadir. Ultraviyole
iginlar1 katarakt gelisiminde risk faktori olarak kabul edilmekte ve korunma 6nem
kazanmaktadir (Karel et al., 1997).

1.8. Antioksidanlar

Organizmada serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek iizere antioksidan
savunma sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak adlandirilan ¢esitli savunma
mekanizmalar1 gelismigtir. Serbest radikallerle antioksidanlar arasindaki hassas denge
korunamadid1 taktirde hiicre hasarina kadar giden birgok patolojik degisiklik ortaya
¢ikmaktadir. il
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Antioksidanlarin ilk belirlenen etkileri zar yapisinda bulunan lipitlerin
peroksidasyonuna kargi korunmasi olmugtur. Bunun sonucu olarak, baglangigta
antioksidanlar lipit peroksidasyonunu engelleyen molekiiller olarak tamimlanmiglardir.
Giiniimiizde ise, antioksidanlarm tanimu lipitlerin yam sira, proteinler, niikleik asitler ve
karbohidratlar gibi diger hedef molekiilleri koruyucu etkilerini de igerecek sekilde
genisletilmigtir. Boylece, antioksidanlar hedef molekiillerdeki oksidan hasari engelleyen
veya geciktiren maddeler olarak tammlanmakta ve bu tamimla baglantih olarak
antioksidanlarin etkileri farkl sekillerde olabilmektedir (Yalgm, 1998).

Baslica antioksidan etki gesitleri sunlardir:

1- Reaktif oksijen tiirlerinin enzimatik reaksiyonlar araciliiyla veya dogrudan
temizlenmesi,

2- Reaktif oksijen tiirlerinin olugumunun baskilama yoluyla engellenmesi,

3- Metal iyonlarinin baglanmasi ve boylece radikal olusum reaksiyonlarinin
engellenmesi,

4- Hedef molekiillerin hasar sonras tamiri veya temizlenmesi.

Antioksidanlar su sekilde siniflandirilabilirler:

1.8.1. Enzimler
Sitokrom oksidaz: Mitokondrilerde solunum zincirinin en son basamaginda
yer alan ve bakir igeren bir enzimdir. Solunum zincirindeki gérevini siirdiirlirken

siiperoksit radikalinin suya doniigtimiinii de saglar.

403 +4H" +4e” > 2H,0

Ancak stiperoksit radikallerinin olusumu gogu kez enzimin kapasitesini agar ve
diger enzimlerin devreye girmesiyle siiperoksit radikalinin zararh etkileri engellenir
(Yalgin, 1998) (Sekil 1.9).

' Siiperoksit dismutaz: Stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi, siiperoksit -
radikalinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniistimiinii saglar. Boylece hiicre

igindeki siiperoksit radikali diizeylerini azaltir (Sekil 1.9).

205 +2H" = Hy09 +0,
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SOD’nin insanlarda iki izoenzimi vardir. Bunlar, sitozolde bulunan dimerik
yapidaki bakir ve ginko igeren Cu, Zn-SOD ile mitokondrilerde bulunan tetramerik
yapidaki Mn igeren Mn-SOD’drr. Bu iki enzimden Cu, Zn-SOD siyaniirle inhibe
olurken, Mn-SOD siyaniirden etkilenmez. SOD’nin fizyolojik gorevi, hiicreleri
siiperoksit radikallerinin zararl etkilerine karg1 korumaktr. Oksijen kullamimi yiiksek
olan dokularda, SOD aktivitesi fazladir. Buna karsilik ekstraselliiller stvilarda SOD
aktivesi ¢ok diigtiktiir (Yalgmn, 1998).

Katalaz: Katalélz enzimi hidrojen peroksiti oksijen ve suya pargalayan
reaksiyonu katalizler (Sekil 1.9)

2H209 — 2H720+09

Katalaz enzimi peroksizomlarda yerlesmis olup yapisinda dort tane hem grubu
bulunur. Peroksidaz aktivitesi de vardir ve hidrojen peroksit, metil hidroperoksit gibi
kiigiik molekiillere etki ederken lipit hidroperoksitlerine etki etmez (Yalgm, 1998).

Glutatyon peroksidaz: Sitozolde yerlesik bir enzim olan glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), tetramer yapisindadir ve 4 selenyum atomu igerir. GSH-Px, hidrojen
peroksitin ve organik hidroperoksitlerin (ROOH) indirgenmesini saglar Sekil (1.9).

H90O95 +2GSH — GSSH +2H,0
ROOH +2GSH — GSSH +ROH + H,O

GSH-Px’nin iki substrati vardir. Substratlardan biri olan peroksitler alkole
indirgenirken, diger substrat olan glutatyon (GSH) yiikseltgenir. Olugan ylikseltgenmis
glutatyon (GSSH), glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi bir bagka reaksiyon ile
tekrar indirgenmis glutatyona doniigiir (Yalgin, 1998).

GSSH + NADPH + H* — 2GSH + NADP*

Glutatyon transferaz: Dimerik yapidadir. Esas olarak sitozolde bulunur, ¢ok sayida

izoenzimi vardir. Yabanci maddelerin biyotransformasyonunda Snemli rolleri clap
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GSH-transferazlar gegitli endojen ve eksojen bilesiklerin glutatyonla konjugasyonunu
katalizler (Yalgin, 1998).

Katalaz, Glutatyon peroksidaz

Stperoksit disrnutaz
' 1 | Fenton reaksiyonu
- - + l I - gty - gt
0, e >0£o e +2H >H102 e +H )oof_l e +H SH0
Haber-Weis reaksiyonu
SITOKROMOKSIDAZ

Sekil 1.9. Antioksidan enzim sistemi.
1.8.2. Kiiciik molekiiller

Askorbik asit (C vitamini): Askorbik asit, suda ¢oziiniir vitaminlerdendir.
insanlarda sentezlenmediginden diyetle alinmasi gerekir. Ozellikle yesil renkli taze
sebze, meyve ve turunggillerde bol miktarda bulunur. Ince bagirsaklardan kolayca
emilir. Isitilmaya dayaniksiz, dondurulmaya dayamiklidir. Dokularda ve plazmada
askorbat iyonu geklinde bulunur. Askorbik asitin organizma igin 6nemi, indirgeyici
giiciiniin yitksek olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu o6zelligi ile hidroksilasyon
reaksiyonlarinda indirgeyici ajan olarak gorev yapar. Askorbik asit ayn1 zamanda giiglii
bir antioksidandir. Siiperoksit radikali, hidroksil radikali ve tekil oksijen ile kolayca
reaksiyona girerek onlan etkisizlestirir. Sulu fazda bulunmasina karsin lipit
peroksidasyonunu baglatici radikalleri temizleyerek lipitleri ve zarlar da oksidan hasara
karsi1 korur. E vitamininin rejenerasyonunda da goérev alan C vitamini tokoferoksil
radikalinin alfa-tokoferole indirgenmesini saglar. Boylece E vitamini ile birlikte etkin
bir sekilde LDL’ yi oksidasyona karst korur. Askorbik asit, ferri-demiri (Fe") ferro-
demire (Fe'?) indirgeyen siiperoksit radikali digindaki tek hiicre igi molekiildiir. Bu

etkisiyle, ferri-demiri indirger ve fenton reaksiyonunda H,Q; ile etkilesmeye uygun olan

ferro-demire doniigtiiriir. Boylece siiperoksit radikalinin tretimine neden olur. Bu

ozelligi C vitamininin pro-oksidan etkisine neden olmaktadir (Biekalski et al., 1997).

T
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Glutatyon: Glutatyon (GSH), basta karaciger olmak iizere pek ¢ok dokuda
yiiksek diizeylerde bulunan ve glutamat, sistein ve glisinden olugsan bir tripeptiddir.
Glutatyon aerobik hiicrelerde &nemli bir radikal temizleyici olarak bilinmektedir.
Onemli bir suda ¢oziiniir antioksidan ve indirgeyici ajandwr. Glutatyonun pek ¢ok
metabolik goérevi vardir. GSH-peroksidaz, GSH-redilkktaz ve GSH-tranferaz gibi
enzimler ig¢in bir koenzim olarak gorev alr. Glutatyon, serbest radikaller ve
peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidan hasara karg1 korur. Ayrica, protein
yapisindaki siilfhidril (-SH) gruplarini indirgenmis halde tutarak pek ¢ok proteinin ve
enzimin inaktivasyonunu engeller. Aminoasitlerin membrandan transportunu saglar.
Indirgenmis glutatyon (GSH) ¢esitli reaksiyonlarla yiikseltgenerek, yiikseltgenmis
glutatyona (GSSH) doniigir. GSSH’ un tekrar indirgenmesi NADPH’ nin de
kullanildig1 bir reaksiyonla olur. Bu gekilde dokularda GSH/GSSH oram yiiksek tutulur
(Frei, 1994).Deneysel diyabetik hayvan ¢aligmalarinda GSH miktarinda agir1 bir diigiis
oldugu goriilmiigtiir. Yapilan bu ¢aligmalarda GSH’n diigiisiine paralel olarak MDA
miktarinda artig tespit edilmistir(Lee and Chung, 1999).

E Vitamini: E Vitamini tokoferol ve tokotrienol tiirevlerini kapsayan bir
vitamindir. Antioksidan aktivitesi en yiiksek olan tokoferol alfa-tokoferol’diir.
Yapisindaki fenolik hidroksil grubuna sahip olan aromatik halka, aktif kismimi olusturur
ve molekiiliin antoksidan 6zelligi bu gruptan kaynaklanir. Bitkisel yaglar ve tohumlar, E
vitamini bakimindan zengin kaynaklardir. Diyetle alinan E vitamini yagda ¢oziinmiis
haldedir. Yag sindirimi sirasinda agiga ¢ikar ve emilir. Emilebilmesi igin safra asiti
diizeylerinin de normal simirlarda olmasi gerekir. E vitamini herhangi bir tagtyici protein
olmadan pasif diffizyonla emilir. Giiglii bir antioksidan olarak, zarda bulunan
fosfolipitlerin yapisindaki ¢ok doymamug yag asitlerini (poliansatiire yag asitleri,
PUFA) serbest radikallerin etkisinden koruyan ilk savunma hattim olusturur. Bir alfa-
tokoferol molekiili 100 molekiill PUFA’nin  peroksidasyonunu engelleyebilir. E
vitamini, siiperoksit ve hidroksi] radikallerini, tekil oksijeni, lipit peroksitlerini ve diger
radikalleri indirger, nitrik oksit ile de reaksiyona girebilir. E vitamini ile GSH-
peroksidaz serbest radikallere kargi birbirlerini tamamlayici etki gosterirler. GSH-
peroksidaz olugan peroksitleri ortadan kaldirirken, E vitamini peroksitlerin yapimini
engeller. E vitaminin zincir kmrici1 antioksidan olarak baslica fonksiyonu, lipit
peroksitlerini etkisizlestirerek peroksidasyon zincir reaksiyonunu sonlandlrm(ak:ﬁ;: Bu
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sirada olusan tokoferoksil radikali stabil bir molekiildiir, glukuronik asit ile konjuge olur
ve safra yolu ile atilir (Biekalski et al.,1997).

Karotenoidler ve retinoidler: Karatenoidler havug, domates, fasulye, portakal
ve diger narenciyelerde bulunan bitki pigmentleridir. Bu karotenoidlerden baglicasi, A
vitaminin metabolik 6n maddesi olan beta-karotendir. Retinoidler plazmada
lipoproteinler ve retinol baglayici protein araciliftyla taginirlar. Beta-karoten ve likopen
gibi -retinoidler LDL yapisinda yer alir ve LDL’yi oksidasyona karst korurlar.
Karotenoidler, flavinler ve porfirinler gibi triplet uyaricilarin zararh etkilerini
baskilama, tekil oksijeni baskilama ve peroksil radikallerinin temizlenmesi gibi yollarla
hiicreleri oksidan strese karsi korurlar (Frei, 1994).

Ubikinonlar: Ubikinonlar lipitlerde ¢6ziinen ve izopreroid taki igeren kinon
tiirevleridir. Soya yagi, et, balik gibi besinlerde ve bazi sebzelerde bulunurlar.
Indirgenmis sekilleri olan ubikinoller ubikinonlara kiyasla antioksidan olarak ¢ok daha
etkilidirler. Insanlarda bulunan temel ubikinon, ubikinon-10 (Koenzim Q) dur. Esas
gorevi olan solunum zincirindeki redoks tagiyiciliginin yaninda, oksijen kaynakli
radikaller ve tekil oksijen ile etkileserek lipit peroksidasyonunun baglamasini ve
biyomolekiillerin hasar gérmesini engeller (Frei, 1994).

Flavonoidler: Lipitlerde ¢oziinen antioksidanlar sinifindan olan flavonoidler
bitkilerdeki kirmizi, mavi ve sar1 renk pigmentlerini olusturan polifenollerdir. Baglica;
elma, portakal, limon gibi meyveler ile patates, karnabahar gibi sebzelerde bulunurlar.
Cay gibi bitkisel kaynakli igecekler de yer alirlar. Flavonoidlerin farkli yollarla lipit
peroksidasyonunu engelledigi belirtilmigtir:

a. Peroksidasyonu baslatan radikalleri tutarlar.
b. Metal iyonlarin1 baglarlar.
c. Radikal olugturucu enzimleri inhibe ederler.

Ancak, bazi flavonoidlerin metal iyonlariyla etkileserek pro-oksidan etki yaptigi da
saptanmugtir (Frei,1994).

Melatonin: En zararh radikallerden hidroksil radikalini ortadan kaldiran giiglii bir
antioksidandir. Melatoninin hidroksil radikali ile reaksiyona girdikten sonra bir indolil
katyon radikaline doniigtiigii ve bu radikalinde siiperoksit radikalini tutarak antioksidan
aktivite gosterdigi bildirilmigtir. Melatoninin bir diger Onemli ozelligi lipofilik

olmasidir. Boylece hiicrenin biitiin organellerine ve hiicre gekirdegine ulagabildigi gibi
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kan-beyin engelini de kolayca geger. Bu nedenlerle gok genis bir dagilimda antioksidan
aktivite gosterir. Melatoninin yiiksek dozlarda ve uzun siire kullammnda bile toksik
etkisi gdzlenmemistir. Ayrica bazi antioksidanlar gibi prooksidan aktivitesi de yoktur
(Reiter, 1997).
Urik asit: Urik asit normal plazma konsantrasyonlarinda antioksidan etki gésteren
bir molekiildiir. Antioksidan etkisinin ¢esitli kaynaklar1 vardir:
a. Demir ve bakr iyonlarm baglayarak etkisizlestirir.
b. Tekil oksijen, hipoklorit, hidroksil, siiperoksit ve peroksil radikalleri gibi reaktif
oksijen tiirlerini temizler.
Lipit radikalleri tizerine etkisi yoktur. Ayrica C vitaminini oksidasyona karsi korur
(Frei, 1994).

Albumin: Yapisinda bulunan g¢ok sayidaki siilfhidril grubu aracilifiyla bakir
iyonlarint baglar ve lipit peroksidasyonunun baglamasini engeller. Bakir iyonlarmimn
baglanmasiyla protein yapisinda hasar ortaya ¢ikar, ancak albiimin yari émrii oldukga
kisa olan bir protein oldugundan kolaylikla yenilenebilmektedir. Boylece, bakir
iyonlarimin diger proteinlerindeki siilfhidril gruplarina baglanmasi ve proteinleri hasara
ugratmasi1 engellenmis olur. Albiimin kanda serbest yag asitlerinin ve bilirubinin
téslylclsldu. Bilirubinin lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi ve siiperoksit ile hidroksil
radikallerinin toplayicist oldugu bildirilmistir (Yalgin, 1998).

1.8.3. Aspirin ve aminoguanidin ila¢larinmn antioksidan etkileri

Aspirin ve aminoguanidinin diyabetik katarakt gelismesini yavaglatan
antioksidan ilaglar olarak .rol oynadiklar1 tespit edilmistir(Dilsiz et al, 1999). Bu
ilaglarin in vitro ortamda lens proteinlerinin glikasyonunu engelledigi bilinmektedir.
Yapilan galigmalarda aminoguanidin, lipit peroksidasyonunun reaktif aldehit tirtinleri ile
reaksiyona girerek oksidatif hasara ugranmg diigiik dansiteli lipoproteinlerin alinimini
engelledigi bildirilmistir. Aspirinin ileri glikozilasyon son liriinlerinin olusumunda
glukoz ile proteinlerin amino gruplarina baglanmada yarigtii ve bu iiriinlerin
akiimiilasyonunu onledigi bildirilmigtir (Riley and Harding, 1993; Sugimoto and
Yagihashi, 1997).

i et
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Aspirinin kullamlmas: ile katarakt olugpumunun durdurulmasina yonelik olarak
epidemiyolojik ¢ahgilmalar yapilmaktadir. Aspirinin diisiik dozlarda da olsa almiminin
katarakt riskini yartya indirdigi bildirilmistir (Riley and Harding, 1993). Bunlara ilave
olarak kataraktin gelismesindeki bazi degisik modellerin in vitro ¢aligmalarda elde
edilen veriler aspirinin koruyucu etkisini gostermektedir. Aspirin lens proteinlerinin
glikasyonunu engeller. Diyabetik siganlarda aspirinin katarakt olusumunu engelledigi
goriilmistiir (Riley and Harding, 1993). Bu ¢aliymamizda aspirinin bulundugu ortamda
MDA olusumunun azaldigi goriilmistiir. Lens proteinlerinin aspirin ile pre-
inkiibasyonunda MDA ve lens proteinleri arasindaki baglangi¢ reaksiyonlarimin azaldigi

ve buna ilave olarak aspirin ile inkiibasyon sonucunda Y -kristalinin proteinlerinde

disiilfit olmayan kovalent baglarmin olusumu azalir. Meydana gelen bu mekanizma tam
olarak bilinmemektedir. Proteinlerin enzimatik olmayan karbamilasyonu tizerindeki
caliymalar aspirinin protein asetillenmesinde énemli bir koruyucu etkiye sahip oldugu
sonucunu ortaya koymustur. Aspirin ﬁemoglobin ve albumininde iginde oldugu cesitli
proteinlerin amino gruplarmn asetilasyonunda rol aldig: bildirilmistir. Anti-inflamatuar
ilaglarin in vivo ortamda katarakta kargi koruyucu etkiye sahip olabilecegi
digtiniilmektedir. Aspirin trombositlerde prostaglandin sentezini engelledigi gibi lensi
etkileyen MDA miktarinin olugsumunu da azaltir (Riley and Harding, 1993).

Diger taraftan bir nilkleofilik hidrazin bilesigi olan aminoguanidin (AG) sadece
ileri glikasyon son driinleri (AGE) olusumunu engellemez, ayni zamanda NO
sentezinide engeller. STZ-Diyabetik si¢anlara tedavi amaciyla uygulanan AG, AGE
birikimini engelleyerek periferal sinir yap: ve fonksiyon degisiklikleri iyilestirilmesinde
veya endoneurial kan akiginin diizenlenmesinde rol aldig: gériilmiistiir. Bununla birlikte
STZ-Diyabetik sicanlarda sinir dokusunda kan akisina paralel olarak endoneurial kilcal
damarlarda spesifik yapisal degisikliklere maruz kalp kalmadigini ve AG
uygulamasimin kilcal damar patolojisine nasil etki ettigi tam olarak bilinmemektedir.
Diyabetik siganlarda anormal endoneurial kilcal damar yapilarinin AG ile iyilegtirilmesi
mekanizmas: heniiz agik degildir. Bir diisiinceye gore AG etkili olarak AGE birikimini
engeller ve endoneurial kilcal damarlardaki kollajenlerin kros reaksiyon olugumunu
Onleyerek korur. AG, NO sentaz (iNOS)’m bir inhibitérii olarak da gorev aldigi
unutulmamalidir (Sugimoto and Yagihashi, 1997).
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1.9. Lensde Oksidan ve Antioksidan Faktorler

Lens, oksidatif faktorlerden 151k ve oksijene devamli maruz kalir. Oksijeni
kamaralar sivisindan alr. Oksijen indirgenirken, siiperoksit anyonu, hidroksil radikali,
lipit peroksit gibi toksik oksijen radikalleri ve reaktif oksijen metabolitleri olugur
(Biobizhavey and Costa, 1994). Oksijenden bagka cesitli ksenobiotikler, naftalin ve
kinon gibi maddeler de lenste serbest radikaller olugturulabilirler (Bhuyan and Bhuyan,
1991). Bu radikal ve reaktif metabolitler membran fosfolipitlerinin ve proteinlerin
oksidasyonuna sebep olmaktadir. Tiim bunlar lensin opaklagmasma ve katarakt
olugmasina neden olur (Mizuno et al., 1992).

Lipit peroksidasyon (LPO), serbest radikaller tarafindan baglatilan ve
membrandaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden olan, hiicre
Sliimii(apoptosis) ile sonuglanan patofizyolojik bir olaydir. LPO sonucu olusan
Malondialdehit (MDA) gibi iiriinlerin hiicre igindeki g¢esitli bilesiklerin fonksiyonel
gruplar1 (proteinlerin amino gruplari, niikleik asitlerin bazlari, fosfolipitlerin azotlu
bazlar1 ve siilthidril gruplarmin —SH gruplar1 gibi) ile reaksiyona girerek membran
hasarina ve enzim inaktivasyonuna neden oldugu ileri stirtilmektedir (Biobizhavey and
Costa, 1994).

Lensi bu oksidan maddelere kars1 ¢ok iyi koruyan gesitli enzimatik sistemler ve
serbest radikaller ile savagan ¢esitli endojen maddeler mevcuttur. Baghca enzimatik
sistemler; stiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz olup, endojen maddeler
ise GSH, vitamin C (askorbik asit) ve vitamin E (tokoferol)’ dir (Lerman, 1992).

Lenste bulunan askorbik asit serbest oksijen radikallerinin giderilmesini saglar
(Sekil 1.10). Dehidroaskorbat/askorbat redoks ¢ifti ise pentoz-fosfat yolu ile lensin
glukoz kullanimini hizlandirir (Varma et al., 1987). Askorbik asitin Jn vitro katarakt
olusumunu Snledigi, GSH’ daki azalmayi1 ve LPO’ daki artig1 engelledigi belirtilmigtir
(Uguz, 1993).
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Ghulcoz-6-fostat

NaDP GSH

6-Fosfoglilconat

\ waADPH | GssH 250 | DERIDRO ASRORBIR AStT

Ribuloz-5-fosfat

Glutatyon ~ Glntatyon  NON ENZIMATIR
redikiaz  peroksidaz

Sekil 1.10. Glutatyon ve askorbik asitin antioksidan etkileri.

Glutatyon lens iginde sentezlenen bir tripeptittir. Glisin, sistein ve glutamik
asitten olusur (Sekil 1.11). Total lens ATP iiretiminin %7.8° i GSH sentezi igin
kullanilir (Mitton et al., 1993).

Glutarnat + Sistein + ATP - Gmsﬁmm; SISEN_ o huternat - Sistein + ADP + P

Y- Glutamat - Sistein + Glisin —Eé‘j—:%}:;l—e Glutatyon (GSH) + ADP +iP
Sekil 1.11. Glutatyon sentezi.

Glutatyonun ¢ogu indirgenmig haldedir. %6.8 ise okside durumdadir. GSH ve
GSSH arasinda;

2GSH +% 0, — GSSH +H,0

dengesi bulunur. GSH lenste en ¢ok epitel, sonra kortekste, en az da niikleusda
mevcuttur. Akdoz humorda ise miktann olduk¢a azdir. Lens GSH diizeyleri 2-17

pmol / g degerleri arasinda degisir (Saxena et al., 1992).

GSH’nun lenste bashica iki onemli gorevi vardir. Bunlardan ilki, lens

proteinlerinin tiyol gruplarinin indirgenmi? formda tutulmasidir. Bunu siilfhidril
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gruplarmin  yerine kendini okside olarak oOnler. Boylece kristalinlerin ¢apraz
baglanmalarini engeller ve ¢oziinmeyen yiiksek molekiillii proteinler olugsmaz. GSH’un
ikinci onemlt fonksiyonu ise membranda katyon transportu igin ¢énemli olan —SH
gruplanm korumaktir. Bu gruplar katyon transportunda Na-K ATPaz pompasi igin
gereklidir. Yiksek molekil agirliklit membran proteinlerinin —SH gruplarinin
oksidasyonu ile katyonlar igin gegirgenlik artarken, Na-K ATPaz’in —SH gruplarinin
oksidasyonu ile bu katyonlarin aktif transportu azalir. Bu da lens igi elektrolit
duzensizligine ve osmotik hasara neden olur (Uguz, 1993). Oksidan maddelerin en
onemlisi olan hidrojen peroksit (H,0;) lenste glutatyon(GSH), glutatyon peroksidaz ve
pentoz fosfat yolu reaksiyonlan ile detoksifiye edilir. Lensteki H,O, miktan radyo
izotop yontemi ile ¢esitli deney hayvanlarinda ¢ok diisiik olarak tespit edilmistir
(Devamonoharan et al, 1991). Bu fizyolojik simrlar agtlinca pentoz-fosfat yolu
aktivitesi azalir, GSH diizeyi normal halde tutulamaz ve oksidatif hasarlar meydana
gelir.

Glutatyon diizeyi kataraktin biitiin gesitlerinde azalir. Lens GSH’u azaldikga
protein tiyolleri okside olur. Pentoz fosfat yolu aktivitesi ve NADPH/ NADP orant
azalir. Protein tiyolleri okside olarak proteinler arasinda disiilfid baglan olusur (Xie et
al., 1991).

Lenste GSH azalmasinin sebepleri sunlardir:
Total protein tiyollerinin kaybi,

a
b. Glikolitik ATP tretiminin inhibisyonu,

e

Mitokondri ve hiicre membranlarinin lipit peroksidasyonu ,

e

Mitokondrial transmembran potansiyelinin azalmasidir (Mitton et al., 1993).
Lensteki GSH miktarimin yaglanma ve diyabete paralel olarak azaldigi gesitli
caligmalarla gosterilmigtir (Yarat et al.,1993).
GSH’1n diger bir 6nemli fonksiyonu da ksenobiotiklerin detokfikasyonunda rol
almasidir. Lens ve diger okiiler dokularda merkaptoiirik aside doniistiigii ve lens disina
atildig: belirtilmigtir (Cherian and Rwal, 1991).



38

Glutatyon-ksenobiotik  konjugatlan atilmadan once metabolize olurlar.
Glutatyonun glutamil ve glisinil gruplan spesifik enzimierle koparlir ve asetil grubu
(asetil CoA)’ndan geride kalan sisteine baglanir. Bu olugan madde merkaptoiirik asittir
yani L-asetilsisteinin bir konjugatidir. Lenste merkaptotirikasit yolunda glutatyon-S-
transferaz enziminin aktivitesi digerlerinden daha fazladir (Robert and Murray,
1990)(Sekil 1.12).

¥-Glu *-Glu Glu Ac-B-CoA
+
I X" aly
RX  + Cys-SH<"0w R-S-Cys R-8-CH, R-S-CH,
Ksenobiyotik l HLC-NEL] H-C-NH-Ac
Gly Gly COO~ CoA-s HCOO
Glutatyon ' R-sistein Konjugati Merkaptotrik asit

Sekil 1.12. Merkaptoiirik asit yolu.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Deney Hayvanlan

Deneylerde kullanilan Wistar-Albino cinsi siganlar, Elazi§ Veteriner Kontrol ve
Aragtirma Enstitisi’nden temin edildi. Penceresinde havalandirma tertibati bulunan
odada 6zel olarak hazirlanmiy kafeslerde bakima alinan si¢anlarin, deneysel uygulama
yapilacak safhaya ulagincaya kadar bakimlarina devam edildi.
2.2. Deney Hayvanlarimin Beslenmesi

Deney hayvanlarinin beslenmesinde kullanilan yem, Elazig Yem Fabrikasinda
ozel olarak yaptirildi. Elazig Yem Fabrikasindan temin edilen yemin bilesiminde

bulunan katki maddeleri, Tablo 2.1°de gosterilmisgtir.

Tablo 2.1. Deney hayvanlanna verilen yemin bilegimi.

Yem Maddeleri Yiizdesi (%)
Bugday 10
Misir 21
Arpa 14
Kepek 8
Soya Kiispesi 25
Balik unu 8
Et-Kemik unu 4
Melas 4
Tuz 4
Vitamin Karmast 1
Mineral karmasi 1

2.3. Deneysel Uygulamalar

Deneysel caligmalara baglamadan once, ¢ikabilecek aksakliklarin asgariye
indirilmesi amactyla 6n g¢aligma yapildi. Mevcut laboratuvar sartlarimizda, deneysel
diyabet olusumunun kaginci giinlerde meydana geldigini gozlemleyerek; kontrol, STZ,
STZ+ Aminoguanidin ve STZ+Aspirin olmak tizere toplam 4 grup olusturulup deneysel
uygulama baglatilds.
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1.Grup: Kontrol grubu (n=6)
2.Grup: STZ grubu (n=8)

3.Grup: STZ+Aminoguanidin (n=8)
4.Grup:STZ+Aspirin  (n=8)

Calismada vicut agirhiklart ortalama 200 g olan 30 adet Wistar-Albino tiirii
erkek siganlar kullamiidi. Her 4 grupta bulunan siganlar aymi laboratuvar ortaminda
tutuldu. 12 saat aydinlik, 12 saat karanlikta kalacak gekilde kafeslere konuldu. Tiim
gruplara aym standart sican yemi verilerek yiyecek alimlart saglandi ve hayvanlarin
ginlik takipleri yapildi. Tim siganlarin kuyruk veninden kan 6mekleri alinarak bazal
glukoz diizeylerine bakildi. Caligmamn baglangicinda ve her hafta diizenli bir sekilde
agirlik artiglan kaydedildi.
1.Grup: Kontrol Grubu: 6 adet sigandan olusan bu grubun 6 hafta sonra lensleri
alinarak lens proteinlerinde glikasyon olusjumuna bakildi. Gruptaki siganlarin bazal ve 6
hafta sonra orneklerin alinmasi 6ncesinde olmak iizere toplam 2 kez kan sekerlerine
bakildi.
2.Grup: STZ Grubu: 8 adet sigandan olugan bu gruba, 60 mg/kg olacak sekilde tek
doz STZ (Sigma Chemical Co., St.Louis, USA) 0.1 M Fosfat-Sitrat tamponunda
(pH:4.5) ¢ozdirilerek, intraperitoneal olarak uygulandi. Bir hafta sonra, kuyruk
veninden alinan kanin glikometre cihazindaki 6l¢iimii sonucu aglik kan glukozu 250
mg/dl’yi gegen sicanlar, diyabetik olarak kabul edildiler. Deneklerin aglik kan glukoz
diizeylerini saptamak igin, kan ornekleri 12 saatlik aghk sonrasinda sabah saat 9.00 —
10.00 arasinda alindi. Haftada iki kez kan glukozuna bakilan hayvanlara, hergiin aym
saatte (sabah saat 10.00 — Il.oo arasi) uygun dozda insiilin (Insulatard) enjeksiyonu
subkutan olarak yapildi. Siganlarin hiperglisemik durumlarini kontrol altina almak igin
Tor ve ark.’nin (1995) belirttigi sekilde insiilin dozu ayarlanmigtir (Tablo 2.2).
3.Grup:STZ+Aminoguanidin Grubu: Ikinci grupta oldugu gibi, diyabetik hale
getirilen 8 adet sicamin haftada iki kez diizenli olarak kan glukozuna bakilarak hergiin
ayn saatte insiilin enjeksiyonu yapildi. Aminoguanidin (Sigma Chemical Co.,St.Louis,
USA) hergiin 25 mg/kg dozunda 500 ml musluk suyunda ¢ozilerek verilmek suretiyle
uygulandi. 4
4.Grup:STZ+Aspirin Grubu: Ikinci grupta oldugu gibi diyabetik hale getirilen 8 adet

sicanin haftada iki kez dizenli olarak kan glukozuna bakilarak hergiin aym: saatte
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insiilin enjeksiyonu yapildi. Aspirin (Sigma Chemical Co.,St.Louis,USA) hergiin 25
mg/kg dozunda 500 ml musluk suyunda ¢6zillerek verilmek suretiyle uyguland.

Tablo 2.2. Deneysel diyabette siganlar igin dnerilen agirlik ve glisemi diizeyine gore insiilin

dozu.
Kan glukoz miktar

Agirhk 180-250 250-350 350-400 450-600
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)

150-175 gr. 080 1.00 120 140
175-200 gr. 1.00 120 140 160
200-225 gr. 120 140 160 1.80
225-250 gr. 140 1.6 U 1.8U0 200
250-275 gr. 1.6U 1.80 200 220

2.4. Lens Orneklerinin Alinmasi

Eter koklatilarak bayiltilan siganlarin gézleri ameliyat sehpasinda operasyonla
almd1. Operasyonla alinan gézler ince uglu bir pensle filtre kagid: lizerine konulduktan
sonra bistiiri bicags ile lens korneadan ayrildi. Lensler, darasi ahnmig olan eppendorf
tiiplerde agirliklari rapor edildikten sonra—70 °C’de analiz edilinceye kadar bekletildi.

2.5. Protein Analizi
2.5.1. SDS-poliakrilamid jel elekroforezis (SDS-PAGE)

SDS-PAGE elektoforez jel sisteminde akrilamid monomerlerinden yararlanilir,
Amonyum persiilfat (APS) gibi bir serbest radikal ile TEMED gibi stabilizatorii
saglayict ortamda akrilamid monomerleri uzun zincirler olusturacak sekilde
polimerlesmekte ve daha sonra olugan bu uzun zincirler arasinda yanal baglantilar
olusarak jel meydana gelmektedir. SDS-PAGE analizinde jelin yapisinda yer alan
sodyum dodesilstilfat (SDS) deterjamn bulunmas: ile proteinler kendilerini olugturan
monomer alt birimlerine ayrilmaktadir. Boylece protein agregasyonu onlenmektedir.

SDS molekiillerine baglanan denatiire polipeptidler negatif yiik kazanrlar. "!‘SD“S
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baglantili polipeptid kompleksleri, molekiil agirhklarina bagh olarak jel igerisinde
hareket ederler. Hareket eden molekiillerin agirhiklari; aym jel iizerinde bulunan bir
standartla karsilastirilarak tespit edilir. Mutasyon gegirmis veya cesitli olumsuz ¢evre
faktorleri sonucunda canli organizmamn bir kisim proteinlerinden normale gére parca
kopmasi veya par¢a ilavesi yada bazi proteinlerin yeterince sentezlenmemesi gibi
dzellikler bu jel sisteminde tespit edilmeye ¢aligilir.

Protein molekiillerinin hareketi giic kaynagindan gelen elektrik akimina gore
negatif (-) kutuptan pozitif (+) kutuba dogru olur. incelenecek protein molekiilleri sayet
0-43 kDa arahifina tekabiil ediyorsa akrilamidin konsantrasyonu %15, 40 kDa’dan
yukari ise akrilamidin konsantrasyonu %10 veya daha agag: diigiiriiliic. Diger bir ifade
ile molekiilin agirhgy arttikga akrilamidin konsantrasyonu digiiriilir. Akrilamid
konsantrasyonunun artis1 jel igerisindeki ara bogluklarin daha sik olmasina sebep
olmaktadir. Dolayistyla protein molekiillerinin hareket hiz1 da azalmaktadir (Laemmli,
1970).

2.5.1.1. Kullanilan g¢ozeltiler

1.5 M Tris-HCI (pH 8.8.)

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8.)

% 10 Sodyum dodesilsiilfat ¢ozeltisi (SDS)
,%30 Akrilamid/Bisakrilamid ¢tzeltisi

%10 Amonyum persillfat ¢ozeltisi (APS)

N, N, N, N’, ~tetrametil-ethilendiamin (TEMED)
Gliserin

2-B-merkaptoethanol

° P A0 E WD~

20,05 Bromofenol blue ¢ozeltisi

ot
[—

. Boyama ¢6zeltisi (Stain solusyon/100 ml):
%0.1 Coomassie blue R-250
%45 Metanol
%10 Glasiyal asetik asit
%45 Distile su
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11. Boya ¢ikarma ¢ozeltisi (Destain solusyon/100ml):
%45 Metanol
%10 Glasiyal asetik asit
%45 Distile su
12. Tank solusyonu (Running buffer, pH 8.3):
Tris base 9.0 gr.
Glisin 43.0 gr.
Distile su 600 ml.

2.5.1.2 . SDS-PAGE igin jellerin hazirlanmas:

Separating (ayirma) jelinin hazirlanmasi (%12) Miktar
Distile su 3,35ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8.8) 25ml
% 10 SDS 100 pl
Akrilamid /Bis (%30) 4.0 ml
Amonyum persiilfat (%10) 50 pl
TEMED 5u
Toplam 10.0 ml.
Stacking jelin hazirlanmasi (%4) » Miktar
Distile su 6.1 ml
0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2.5ml
SDS (%10) 100 pi
Akrilamid-Bis (%30) 1.3 mi
Amonyum persiifat (%10) 50 pl
TEMED 10 pl
Toplam 10.0 ml
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Ornek solusyonlarm hazirlanmas: Miktar |{Son konsantrasyon
1 M Tris-HCI (pH6.8) 1.25 ml 0.125M

% 10 SDS . 1.6 ml %4
%0.05 bromofenol blue 0.2 ml %0.002
Gliserol 0.8 ml % 20
2-B-merkaptoethanol 0.4 ml %10
Distile su 3.75 ml -
Toplam 8.0ml -

2.5.2. Lens orneklerinin hazirlanmast

Lensler protein analizleri igin 1:10 w/v oraminda TE solusyonunda (Tris-HCI 5
mM, pH 8.0 ; B -merkaptoethanol, 5 mM; EDTA, 1 mM ve Sodyum azit %0.05), +4 °C’
de homojenize edildi. Homojenat 30.000 x g ‘de oda sicakliginda 30 dakika siire ile
santriftj edildi. Supernatant kisim serbest proteinler olarak yeni tiiplere aktarildi.
Serbest olmayan proteinlerin (membran ve agregasyona ugrayan proteinler) olusturdugu
pelet ise iki kez TE solusyonunda yikanip santrifiij edildi. Peleti olugturan bu proteinler
%]1’lik SDS igerisinde oda sicaklifinda 20 dakika siire ile bekletilerek serbest hale

donigtimleri saglanmgtir.
2.5.3. Lens proteinlerinin SDS-PAGE ile analizi

Serbest ve serbest olmayan protein Ornekleri Laemmli (1970) tarafindan
belirtildigi sekildi hazirlanan SDS-PAGE ile incelendi.

Jel olusturmak igin uygun bir pozisyonda tutturulan iki cam arasina
yerlestirilmek iizere 10 ml’ lik separating jel solusyonu hazirlandi. Hazirlanan bu jel
solusyonu iyice kanstirildi ve uygun bir otomatik pipet yardimiyla belirli kisimlardan
sikigtinlarak kaset haline getirilen iki cam levha arasina aktarildi. iki cam levha arasina
jel ilave edilirken ust kisimda tarak dislerinin yiiksekligi kadar (~1cm) bir bogluk
birakildi. Hazirlanan kaset seklindeki h*tkl cam levha arasindaki jel yaklagik olarak 30
dakika oda sicakliginda bekletilexgk aralarindaki akrilamid monomerlerinin
polimerlesmesi sagland1. Daha sonra iki tam levhanin st kismina érnek sayisina uygun.

sayida dige sahip tarak yerlegtirildi.
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Tarak diglerinin aradolgu maddesi olarak ifade edilen stacking jel 10 ml kadar
hazirlandi. Hazirlanan bu jel solusyonu iyice karigtirildi ve uygun bir otomatik pipet
yardimuyla, jel kasetine yerlestirilmis olan tarak disleri arasindaki bogluklar dolduruldu.
Bu dolgu iki camin en {ist seviyesine kadar tamamlandi. Stacking jel ¢ok ¢abuk
polimerize oldugundan islemlerin kisa siirede yapilmasma dikkat edildi. 25-30 dakika
oda sicakhiginda bekletilerek polimerlesme saglandi. Tarak, polimerlesmesi tamamlanan
jelden ¢ikarildi. Bu islem sirasinda jel de meydana gelen ve orneklerin birakilacagi
yuvalarin bozulmamasina dikkat edildi. Cam levhalardan olusan kaset elektroforez
tankina yerlestirildi. Protein ¢6ziicti solusyonu; 0,125 M Tris (pH 6.8), %2’lik SDS,
%0.002 oramnda Bromofenol mavisi, %20°lik gliserol, %10’luk merkaptoethanol
seklinde hazirlandi. Yaklagik olarak 150 w1l olarak alinan her bir protein drnegine esit
oranda ¢dziicli solusyondan ilave edildi ve iyice karigtirildi. Tarak diginin genisligine
bagl olarak, hazirladigimiz karigimdan 10-20 pl kadar transfer edildi. Tank igerisine
yeterli miktarda tank solusyonu ilave edildi.

Gii¢ kaynagindan Once diisiik bir voltajla (150 V) akim elektroforeze verildi. 5-
10 dakika sonra voltaj degeri yiikseltildi (180-200 V). Ciplak gézle izlenilebilen mavi
boya bandi jelin alt kismina gelince elektroforez cihazi kapatild.

Elektroferez islemi tamamlandiktan sonra kaseti olusturan iki cam birbirinden
ayrilarak aradaki jel ¢ikarildi. Protein bantlarinin gériiniir hale gelebilmesi i¢in bu jel %
1.25°lik Coomassie blue boya ortamina alindi. Burada en az yarim saat en ¢ok bir gece
boyunca oda sicakliginda bekletildi.

Boya solusyonundan alnan jel boyay: giderici solusyon (destain solusyon)
ortamina alndi. Arasira galkalanarak protein bantlarmin digindaki boya maddesi
uzaklagtirildi. Boya giderici solusyonda 5’er dakika bekletildi ve solusyon dokiildii. Jel
tekrar boya giderici ortama alindi1 ve bu islem 2-3 kez tekrarlandi. Boylece jel lizerinde
bulunan protein bantlarinin digindaki boya giderilmis olundu. Jel {izerinde goriiniir hale

gelen protein bantlarinin fotograflar: bir kamera yardimiyla gekildi.
2.5.4. Lens drneklerinde protein miktar tayini

Orneklerdeki protein miktar1 modifiye edilmig Lowry (1951) yontemine gore;
Protein Assay Kit (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA)’i kullanilarak oleiildii. Bu -
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yontemin ilkesi; proteinlerin alkali ortamda Folin-Fenol ayiract ile mavi bir renk

olusturmasidir. Ortama sodyum dodesil siilfat ilave edilerek serbest olmayan

lipoproteinlerin serbest duruma getirilmesi saglanmigtir. Protein konsantrasyonlart

kalibrasyon kurvesi esas alinarak degerlendirilmigtir.

Yontem:

10.
11.
12.
13.

Standart igin  hazwlanmiy  mikrosantrifiij  tiiplerine, degisik  protein
konsantrasyonlarinda hazirlanmig protein standart solusyonlarindan 1’er ml alindu.
Kor igin hazirlanmig mikrosantrifiij tiiptine 1 ml distile su alind.

Ornekler igin hazirlanms mikrosantrifiij tiiplerine, TE solusyonu ile 1/10 w/v
oraninda homojenize edilmis lens 6meklerinden 0,1 ml alindi ve distile su ile 1
ml’ye tamamlandi.

Standart, kor ve ornek tiplerinin herbirine 0,1 ml sodium deoxycholate
solusyonundan ilave edildi, vorteksle karistirildiktan sonra oda sicakhginda 10
dakika bekletildi.

Standart, kor ve ornek taplerinin herbirine 0,1 ml TCA ilave edildi ve vorteksle
iyice kangtirild.

Solusyonlarin pelet ve siipernatant kisimlarinin ayrilmasi igin tiipler 10.000 rpm’de
5 dakika santrifiij edildi.

Santriftij igleminden sonra siipernatant kisim dokiildii ve pelet tizerinde iglemlere
devam edildi.

Tiplere 1 ml Lowry ayiraci ilave edildi ve pelet bu solusyonda iyice ¢oziildiikten
sonra 15 ml’lik santrifiij tiipiine aktanldi.

Daha sonra, pelet siispansiyonunun alindig: tiip 1,5 ml distile su ile yikandiktan
sonra ilk siispansiyonun konuldugu tiipe aktanildi ve iyice karigtirildi.

Solusyonlar oda sicakliginda 20 dakika bekletildi.

Daha sonra herbir tipe 0,5 ml Folin-Fenol ayiraci ilave edildi ve iyice kangtirildi.
Renk olusumu igin oda sicakhiginda 30 dakika bekletildi.

Daha sonra standart ve éfnek absorbanslar1 740 nm'de kore karst okundu.
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14. Degisik konsantrasyonlarda hazirlanmig protein standartlanimin absorbanslan ile bir
kalibrasyon kurvesi ¢izildi ve elde edilen formile gore o6meklerdeki protein

miktarlar1 hesaplandi.
2.6. Lens Orneklerinde Lipit Peroksit Ol¢iim Yontemi

Lens omeklerinde lipit peroksit o6lgiimii, Ohkawa ve ark.’mn (1979)

gelistirdikleri yonteme goére yapildi.

Prensip: Doku MDA tayini, aerobik sartlar altinda ve pH:3.5’te lipit
peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA’min TBA ile olusturdugu pembe renkli

kompleksin 532 nm’de spektrofotometrik olarak 6lgiimii prensibine dayanir.

Homojenat hazirlanmasi: Siganlardan alinan lenslerin tartimlar: yapildi. Net -aglrhklarl
belirlenen lensler, her gram bagina 9 ml % 1.15°lik KCl olacak sekilde sulandirld: ve

+4°C’de homojenize edildi.
Ayrraclar:

1. % 8.1’lik Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

%20’lik Glasiyal Asetik Asit (GAA, NaOH ile pH 3.5’e ayarlamr.)
% 0.8 Tiyobarbitiirik asit (TBA) (Giinliik hazirlanir.)
n-Biitanol/Piridin (15:1, v/v)

Stok standart (1,1,3,3 tetrametoksipropan)

woAs LN
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Yontem:
Kér (ml) Standart (ml) Ornek (ml)

Standart - 0.2 -

Homojenat %10 - - 0.2
SDS %8.1 0.2 0.2 0.2
GAA %20 1.5 1.5 1.5
TBA (sulu) %0.8 1.5 1.5 1.5
Saf su 0.8 0.6 0.6

95°C’deki su banyosunda 1 saat bekletildikten sonra soguk su altinda sogutuldu.

Ttiplere;
Saf su 1.0 1.0 1.0
n-biitanol/piridin 5.0 5.0 5.0

eklenerek iyice karigtirildi. Daha sonra 4000 g’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra
ustteki organik faz alinarak 532 nm’de kore karsi standart ve drnek absorbanslari
olgildi.
Hesaplama:

Ornek absorbansi

MDA(nmol/gr yas doku)= x Standart konsantrasyonu
( gryes ) Standart absorbansi 4
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3. SONUCLAR

3.1. Protein Analiz Sonuglar:

3.1.1. SDS-PAGE elektroforez ile sican lens 6rneklerinin protein analiz sonuclan

Lens orneklerinin SDS-PAGE elektroforez ile yapilan protein analizinde genel
olarak kontrol serbest protein fazinda protein artisi, diyabetik lens orneklerinde ise bir
azalma gorilmiigtir. Diger taraftan antioksidan ilaglardan aspirin ve aminoguanidin
uygulanan diyabetik sigan lenslerinin serbest protein bantlarindaki yogunluk kontrole

yakin bir durum gostermistir (Fotograf 3.1).

Fotograf 3.1. Sigan lens 6rneklerinin serbest protein fraksiyonlar.

Buna karsilik fotograf 3.2’de goriildigu gibi diyabetik sigan lensinde serbest
olmayan protein yogunlugunun kontrole gore belirgin bir sekilde fazla oldugu ve ayrica
yiksek molekiil agirlikli protein bantlarinda (agregasyon) da artis oldugu tespit
edilmistir.




Fotograf 3.2. Sigan lens 6rneklerinin serbest olmayan protein fraksiyonlar.

3.1.2. Sigan lens 6rneklerinde protein miktar tayini sonuglar

Lens orneklerinin modifiye edilmis Lowry metodu ile yapilan protein miktar
tayininde, Tablo 3.1°de goriildiigii gibi hazirlanan standartlardan okunan absorbans
degerleri ile bir kalibrasyon kurvesi elde edilmigtir. Orneklerden elde edilen absorbans
degerleri standart kurvede belirtilen formiile uygulanarak protein miktarlari tespit
edilmigtir (Sekil 3.1).

Tablo 3.1. Standart absorbans degerleri

Standartlar Konsantrasyon mikrogram/ml Absorbans OD7ynm
1 50 0,264
2 100 0,475
3 200 0,83
- 300 1,306
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Sekil 3.1. Standart absorbans degerleriyle elde edilen kalibrasyon kurvesi.

Protein miktari, aspirin ve aminoguanidin uygulanan gruplarda diyabetli gruba

gore kontrole yakn bir durum gostermistir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Lens drneklerinden elde edilen protein miktarlari.

100 mg lensteki toplam Proteinin lense
protein miktar (mg) oran (%)
Kontrol (n =6) 33,45 %33
Diyabet (n=8) 25,98 %26
Aspirin (n = 8) 28,06 %28
Aminoguanidin (n =8) 27,15 %27
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3.2. Lens Dokularindaki MDA Diizeyleri

Sigan lens dokularindan elde edilen MDA degerleri Tablo 3.3’te gosterilmigtir.

Tablo 3.3. Sigan lens dokularinda MDA degerleri

Kontrol/MDA Diyabet/ MDA Aspirin/ MDA Aminoguanidin
nmol/g doku yas | nmol/g doku yas | nmol/g dokuyas | /MDA nmol/g

agirhi agirhf agirhg doku yas agirhg:
1. Ornek 1,056 2,86 247 2,29
2. Ornek 1,041 3,01 2,07 2,62
3. Ornek 1,052 2,93 2,36 297
4. Ornek 1,059 2,84 2,43 2,60
5. Ornek 1,053 3,02 2,17 2,76
6. Ornek 1,051 3,07 2,28 2,47
7.0rnek - 2,70 2,21 2,81
8.0rnek - 3,04 2,41 2,42

Sonuglar SPSS istatistik program ile degerlendirilmis ve kontrol grubunun lens
dokusundaki MDA diizeyi 1,05240,006 nmol/g doku yas agirligi, Diyabet grubunun
lens dokusundaki MDA diizeyi 2,933+0,05 nmol/g doku yas agirhifi, Diyabet+Aspirin

grubunun lens dokusundaki MDA diizeyi 2,300+0,12 nmol/g doku yas agirhgi,
Diyabet+Aminoguanidin grubunun lens dokusundaki MDA diizeyi ise 2,617+0,14

nmol/g doku yas agirhig olarak dlgtilmistiir (Sekil 3.2).
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Sékil 3.2. Sigan lens dokularinda MDA sonuglar

Sican lens dokularindaki MDA degerleri, Aspirin ve Aminoguanidin uygulanan
diyabetik siganlarda kontrol grubuna gore kismen arttigi halde (p<0,05); antioksidan

ilag uygulanmamis diyabetli grupta kontrol grubuna gore belirgin diizeyde yliksek

(p<0,001) bulunmustur.
Sican lens dokularindaki MDA degerlerinin Aspirin ve Aminoguanidin

uygulanan gruplarda diyabet grubuna gore Onemli diizeyde azaldigi (p<0,01)
belirlenmistir (Tablo 3.4).

Tablo 3.4. Sigan lens dokularinda ortalama MDA degerleri

" Kontrol Diabet Aspirin Aminoguanidin
(n=6) (n=8) (n=8) (n=8)
MDA nmoVl/g
doku yas agirhg 1,052 + 0,006 2,933 £0,05° 2,300+0,12° 2,617+0,14*

a: Kontrol grubuna gore; p<0,05
b: Kontrol grubuna gére; p<0,001
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4. TARTISMA

Oksidatif stresin biyolojik yapilar {zerindeki zarar verici potansiyeli
bilinmektedir. Glukoz, poliansatiire yag asitleri gibi diigiik molekiil agirlikli yapilar, in
vivo ortamda gegi metallerinin katalizorliigiindeki oksidasyon sonucu hidrojen peroksit
ve lipit peroksitleri olugturarak, oksidatif strese katkida bulunmaktadirlar. Ozellikle iyi
kontrol edilemeyen diyabette, oksidatif aktivitenin artigi, serbest radikal olusumunu ve
protein glikozillenmesini arttirir ( Wollf, 1993).

Daha onceki ¢aligmalarda diyabetik hayvanlarin plazma, eritrosit, bobrek, retina,
lens ve siyatik sinirlerinde lipit peroksidasyon iriinlerinin diizeylerinde artig
kaydedilmigtir (Riley and Harding, 1993). Son yillarda dikkatler kronik hastaliklar ve
yashliga in vivo olarak serbest radikallerin aracilik ettii membran hasar1 ve antioksidan
durum iizerinde toplanmug bulunmaktadir (Halliwell, 1994; Biekalski et al., 1997).

Serbest radikallerin en Onemli etkisinin poliansatire yag asitlerinin
peroksidasyonu oldugu kabul edilmektedir (Halliwell, 1996). Bu sekilde meydana gelen
lipit peroksitleri kolaylikla yikilarak, en 6nemlisi MDA olan, reaktif karbonil
bilesiklerini meydana getirirler. Bu nedenle TBA reaksiyonuyla MDA miktarinin
ol¢timii, dokulardaki lipit peroksidasyonunun derecesini yansitmaktadir (Halliwell and
Chirico, 1993).

Aspirin ve aminoguanidinin katarakt geligmesini yavaslatan antioksidan ilaglar
olarak rol oynadiklar ileri siriilmiistiir. Bu ilaglarin in vitro ortamda lens proteinlerinin
glikasyonunu engelledigi tespit edilmigtir. Yapilan ¢aligmalarda aminoguanidin, lipit
peroksidasyonunun reaktif aldehit triinleri ile reaksiyona girerek oksidatif hasara
ugramus disik yogunluklu lipoproteinlerin alinimint engelledigi bildirilmigtir. Aspirin
ileri glikozilasyon son iiriinlerinin olusumunda glukoz ile proteinlerin amino gruplarina
baglanmada yarigtig1 ve bu triinlerin akiimiilasyonunu onledigi bildirilmistir (Riley and
Harding, 1993; Sugimoto and Yagihashi, 1997).

Caligmamizda sigan lens dokularindaki MDA degerleri, aspirin ve
aminoguanidin uygulanan diyabetik siganlarda kontrol grubuna gére kismen
arttifs halde (p<0,05); antioksidan ilag uygulanmamug diyabetli grupta kontrol
grubuna gore belirgin diizeyde yiiksek (p<0,001) :bulunmustur. Sigan lens
dokularindaki MDA degerlerinin aspirin ve aminoguanidin ilaglant uygulanan
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diyabetik gruplarda ilag uygulanmayan diyabet grubuna gore onemli diizeyde
azaldig (p<0,01) goriilmiistiir.

Caligmamizda sigan lens dokusundaki protein miktart, aspirin ve aminoguanidin
uygulanan gruplarda, diyabetli gruba gore kontrole yakin bir durum gostermistir.

Lens proteinlerinin sentezi, korteksin derin tabakalan ve gekirdekten ¢ok epitel
hiicrelerde ve korteksin dig tabakalarinda meydana gelir. Yetiskin lens gekirdeginde
protein sentezi ya ¢ok az olur ya da hi¢ olmaz. Protein sentezinde uzun bir siire sonra,
yaglanmayla gesitli biyokimyasal etkiler protein molekiillerinde degigmelere neden olur.
Postsentetik degigmeler; yiiksek molekiillii proteinlerin olusumu (agregasyon), disilfit
kopriilerinin olugumu, glutamin ve asparagin koklerinin deamidasyonu, polipeptid
zincirinin kismen yikimi, nonenzimatik glikozilasyonu ve triptofan oksidasyonudur.
Katarakth olgularda suda g¢o6ziinen proteinler azalirken, ¢oziinmeyenler hizla artar.
Siilfhidril gruplannin oksidasyonu ile olusan distlfit kopruleri proteinlerin agregat
olugturmasina neden olur. Asparagin ve glutamin amid grubunun karboksil grubuna
doniistiigii deamidasyon reaksiyonlari ile proteinlerin () yikleri artar. Polipeptid
zincirlerinin kismen yikimi da proteinlerin asitlesmesine neden olur. Son iki durumda
artan asidite, kristalinlerin agregat olusturmasinda rol oynayabilir. Nonenzimatik
glikozilasyon ile glukoz molekiilleri proteinlerin amino grubu ile birlesir ve sonugta
schiff bazi olusturur. Uzun Omiirlii lens kristalin proteinlerinde olusan ileri glikasyon
iiriinleri yaglanma ile birikime ugramaktadir. Bu iriinlerin glikatif ve oksidatif stres
varhginda olusumlart ve Dbirikimleri Mzlanmakta ve geffaf olan lensin
kahverengilegsmesine sebep olmaktadir ( Tiirker, 1988; Brownlee et al., 1984).

Cahismamizda lens omneklerinin SDS-PAGE elektroforez ile yapilan protein
analizinde genel olarak kontrol serbest protein fazinda protein artigi, diyabetik lens
orneklerinde ise bir azalma goriilmiigtiir. Diger taraftan antioksidan ilaglardan aspirin ve
aminoguanidin uygulanan diyabetik sigan lenslerinin serbest protein bantlarindaki
yogunluk kontrole yakin bir durum gostermigtir. Buna karsilik diyabetik sigan
lenslerinde serbest olmayan protein yogunlugunun kontrole gore belirgin bir sekilde
fazla oldugu ve ayrica yiiksek molekiil agirlikli protein bantlarinda da arti§ oldugu tespit

edilmisgtir.



56

Sonug olarak, antioksidan etkileri bilinen aspirin ve aminoguanidinin
hayvanlarda deneysel olarak olusturulan diyabetik katarakti 6nlemede rol aldigim

digiinmekteyiz.
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