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Bu c¢alisma, g¢esitli vitamin E formlarimin, kobay retinalarinda iskemi-
reperfiizyon (I-R) swrasinda olusan serbest oksijen radil\(allerine karst muhtemel roliinii
gostermektedir. Hayvanlar rast gele segilerek bes gruba ayrldilar. Bunlar, 1. grup
(kontrol), 2. grup (i-R), 3. grup (I-R+alfa tokoferol), 4. grup (I-R+gama tokoferol) ve 5.
grup (I-R+vitamin E-TPGS) olarak adlandinldi. Deneyde kobaylarin sag gozleri iskemi-
reperfuzyon i¢in kullamlds. 3, 4 ve 5. gruplara 24 saatlik reperfizyon sirasinda ii¢ defa
subkutan enjeksiyon ile alfa tokoferol, gama tokoferol ve vitamin E-TPGS verildi. 24
saatlik reperflizyondan sonra hayvanlar kesildi. Daha sonra, retinalar malondialdehit
(MDA) ve glutatyon (GSH) dl¢iimi igin izole edildi.

Bu deneyin sonunda, iskemi-reperflizyon grubu ile kiyaslandigi zaman bu iig
maddenin (alfa tokoferol, gama tokoferol ve vitamin E-TPGS) MDA olusumuna karsi
istatistiksel olarak 6nemli derecede koruyucu etki gosterdigi tespit edilmigtir. Buna ilave
olarak orneklerdeki GSH miktan belirlenmis ve elde edilen sonuglara gére 4. grubun
GSH seviyesi 2. gruba yakin, 3 ve 5. gruplarin GSH seviyeleri ise 1 ve 2. gruplardan
yiiksek olarak bulunmustur.

Sonug olarak, vitamin E formlarindan olan alfa tokoferol, gama tokoferol ve
vitamin E-TPGS peroksidasyon iiriinii olan MDA olugumunu engelledigi ve antioksidan

olan GSH miktarini korudugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: iskemi-Reperfiizyon, Serbest Oksijen Radikalleri,
Antioksidan, Glutatyon, Malondialdehit, Kobay, Vitamin E, Retina
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This study shows the possible role of various forms of vitamin E on free oxygen
radicals which formed during ischemia-reperfusion (I-R) in guinea pig retina. The
animals were randomly divided into the five groups. These were named as group 1
(control), group 2 (I-R), group 3 (I-R+alpha tocopherol), group 4 (I-R+gamma
tocopherol) and group 5 (I-R+vitamin E+TPGS). In the experiment, the right eyes of
quinea pigs were used for ischemia-reperfusion. Group 3, 4 and 5 received three
subcutaneous injections with alpha tocopherol, gamma tocopherol and vitamin E -TPGS
during the reperfusion period of 24 hours. The animals were sacrificed after 24 hours of
reperfusion. Then, retinas were isolated and processed for the quantification of
malondialdehyde (MDA) and glutathione (GSH) levels. }

At the end of this experiment, all the three substances (alpha tocopherol, gamma
tocopherol, vitamin E-TPGS) showed statistically significant protection aganist the
formation of MDA when compared to I-R group. In addition, quantity of glutathione in
samples was determined and according to the results, GSH level in group 4 was found
close to the group 2 and GSH levels in group 3 and 5 were found higher than group
1 and 2.

As a result, vitamin E forms; alpha tocopherol, gamma tocopherol and vitamin
E-TPGS prevent formation of peroxidation substrat MDA and protect quantity of
antioxidant GSH.

Key Words: Ischemia-Reperfusion, Free Oxygen Radicals, Antioxidant,

Glutathione, Malondialdehyde, Guinea Pig, Vitamin E, Retina
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1. GIRIS ve AMAC

Oksijen zehirlenmesinin altinda yatan temel bozukluk, dokularda oksijen
konsantrasyonunun artmasi sonucu konsantrasyona bagimli bir bigimde hiicre i(;inde
agin miktarda reaktif (serbest) oksijen radikallerinin olugmasi ve bunlarn sitotoksik
nitelikleri nedeniyle hiicreleri zedelemesidir.  Serbest radikallerin; inflamasyon,
hemokromatosis, karsinojenezis, yaslanma , arterosklerozis, ilag toksisitesi, karaciger
travmasi, katarak olugumu, retinal degredasyon ve radyasyon hasar ile iligkisi oldugu
digiinitlmektedir. Kanda lipit hidroperoksitlerinin diizeyi, bir ¢ok klinik bozuklugun ve
hastaligin geligiminde iyi bir gosterge olarak kabul edilmektedir.

Poliansatiire yag asitleri (PUFA) membran lipitlerinin en Onemli
komponentlerinden biridir. Bu molekiiller serbest radikal etkilerine karg1 gok duyarhidir
ve yag asiti hidroperoksitlerine doniigiirler. Retinanin 6zellikle fotoreseptor tabakasi
yiiksek konsantrasyonda yag asitleri igerir. Retina ayn1 zamanda yiiksek oksijen igeren
bir dokudur. Literatiirlerde asir1 oksijenin lipit peroksidasyonunu baslatarak retinada
hiicresel elemanlarin tahribine yol agtifini gosteren caligmalar vardir. Retinal hiicre
zarlarinda meydana gelen oksidatif hasar goziin fizyolojisini etkilemekte ve gérme ile
ilgili hastaliklarin olugmasina neden olmaktadir.

Retinal . hasara sebep olan oksijen radikallerinin, iskemi-reperfiizyon ile
olugabilecegi bir ¢ok klinik deneylerle agiklanmistir. Bir saati gegen iskemilerde geri
doniigimii olmayan retinal hasarlarin olustugu ispatlanmistir. Geri doniigsiiz hiicre
zedelenmesinde hiicre membran zedelenmesinin temel etken olduguna dair bir gok kanit
vardir. Iskemik dokuda artan oksijen radikalleri, kan akim dizeldikten sonra
reperflizyon doku zedelenmesine neden olur. Serbest oksijen tiirevlerinin biiyiik dlgude
reperfiizyon sirasinda iskemi alaninda infiltre olan polimorfoniiklear lokositler
tarafindan yapildigt distnilmektedir. Genel olarak, reperfiizyon inflamatuar
mediatérlerin oksijen kokenli serbest radikallerin ve lipit mediatorlerinin olugumunu
tesvik etmektedir. Nonenzimatik glikolizasyon, otooksidatif glikolizasyon, enerji
metabolizmasindaki degisikliklerden kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yolu
aktivitesi, inflamatuar mediatérlerin diizeyleri ile antioksidan savunma sistemindeki

degisiklikler ve hipoksi, iskemi-reperfiizyon sonucu olusan lokalize doku hasarini

artiran mekanizmalardir,



Canlilar serbest radikallerin olusumunu engelleyen ve onlarin hasarlarini azaltan
antioksidan savunma  mekanizmalan gelistirmiglerdir. Gozde  yiiksek
konsantrasyonlarda antioksidan enzimler, serbest radikal tutuculari ve siiperoksid
tiretimi inhibitorleri bulunur. Vitamin E ve vitamin C gibi antioksidanlar gézde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunurlar. Goziin retinal pigment tabakasinda yiiksek
konsantrasyonda bulunan vitamin E ve vitamin C lipit peroksidasyonunu engelleyen
antioksidan olarak bilinmektedir. Kobaylara uygulanan iskemiden sonraki reperfiizyon
strasinda vitamin E seviyesi gittikge diistiigii g6zlenmistir.

Bu g¢aligmanin amaci , retinal iskemi-reperflizyon ile olusturulan serbest
radikallerin meydana getirdigi hasari tespit etmek ve degisik vitamin E formlarinin bu

hasar1 ne gekilde 6nledigini kanitlamaktir.
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2. GENEL BiLGILER

2. 1. Goziin Genel Yapisi

Goz, kafatasi iginde koruyucu kemik yapilarda (orbita) yer alan fotosensitif bir
organdir. Her goz, seklini koruyan dayamkli fibroz bir kireden, goriuntityl odaklayan
bir mercek sisteminden ve merkezi sinir sistemine gorintii bilgisini toplayan, isleyen ve
nakleden hiicre ve sinir sisteminden olusur. Goz ic ice iig tabakadan olusur; dista sklera
ve kornea, ortada koroid (korpus siliyare ve iristen olusan vaskiler tabaka), icte ise iki

kattan olusan retina denilen sinir dokusu {abakast vardir (Junqueira, et al., 1992).

{
I
! Optikeks
/ ehsen Kameralar sivisi

Korneag
Iris__ Trabekulum
Schlernm kangl
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Sekil-1: Goziin yapist. Yukaridaki sekilde goziin genel kisimlars gosterilmigtir. Sklera,

koroid ve retina goziin en onemli katmanlarindandir.




Goz mercegi (lens) it disbiikey bir yaptdir, bulundugu yere, liflerden olusan
dairesel bir sistem "zonula" ile tutturulmugtur. Bu sistem mercekten orta tabakaya,
silier cisim ile uzamr ve arka boliminde camsi sivi  ile komsudur. Mercegin 6n
yiiziinde orta tabakanin opak pigmentli bir uzantisi olan iris vardir. Irisin ortasindaki
yuvarlak delik pupilla (g6z bebegi) olarak ifade edilir(Junqueira,et al., 1992).

2.1.1. Retina

Sklera ve koroidden sonra retina, goz kiresinin en igleki {iglincii katmanidir.
Retina, pigmentli retina ve saydam bir zar olan sensoriyal retinadan olugsmustur. Retina
optik sinirden ora serrataya kadar uzamir, igte vitre ve dista koroid (damar tabaka) ile
komgudur. Dig kattan retina pigment epiteli, i¢ kattan da sensoriyal retina geligir.
Pigment epiteli tek katli kalmasina karsilik, sensoriyal retinada, mitozlar sonucu
fotoreseptorler, bipolar ve gangliyon hiicreleri , baglanti hiicreleri olan amakrin, yatay

hiicreler ve destek hiicreleri olan miiller hiicreleri olusmustur (Bengisu , 1990).

GELEN ISIK
l Ganglio i
9 ’MM"M” sinirlayici membran akso%laz htcrelerinin
R s R

Amakrin
hiicreler
Maller .::. = : ;, hicreler
hocrest ‘%i SN (ERR 7S J i
g A NgLTe Dis plexiform
T Jfeemy labaka
Yatay hicre - Koni ve
gomak I¢
segmenti
Konl ve : 11 Dis simrlayic
gomaklarin membran
dis segment|
Pigment epiteli

(;on&ak Konl

Sekil-2: Retinamin yapis1. Yukaridaki sekilde retina katmanlarinda bulunan hiicreler

gosteilmistir.



Retina beslenmesini pigment epiteli araciligiyla koroidin koriyokapillerisinden
saglar. Retinanin 1. néronunun bulundugu néroepitel kati damarsizdir ve koroidin
koriyokapillerisinden beslenir. Retina damarlart 2. ve 3. noronlarn bulundugu
noroserabral katin beslenmesinde rol oynarlar. Retina arter ve venalan sinir lifleri

katindadir (Bengisu, 1990).

2.1.2. Retina Hastalhklan

Dogustan retina anomalileri, damar hastaliklari, makula hastaliklari, retina
distrofileri, periferik retina dejenerasyonlan, yaralanmalari ve tiimorleri su ana kadar
gorilen en Onemli retina hastaliklandir,  Retina damar hastaliklarindan olan
neovaskiilarizasyonlar 1948'den bu yana iskemik retina hiicreleri tarafindan
vasoproliferatif bir maddenin sentezinin yapildigi ve salgilanmalarinin olusturdugu bir
hastalik olarak bilinmekteydi. 1994 yilindan bu yana yapilan laboratuar deneyleri retina
iskemisinin bir polipeptit olan "damar endoteli biiyiime faktorii" iireterek angiogenesise
ve retina, optik sinir ile iriste neovaskiilarizasyonlarin olusmasmna neden oldugu
gorilmistir. Damar endoteli biiyiime faktori, deney hayvanlarninda, damar
proliferasyonlar diginda, diyabet retinopatisinde ve diger iskemik retina hastaliklarinda
goriilen kanama, 6dem, venalarda bogumlanmalar ve kapiller tikanikliklara yol agtig:
gorilmistir (Bengisu, 1990).

Diyabetik  retinopati geligiminde gergek mekanizma bilinmemekle birlikte
birgok teori ileri siirilmektedir. Diyabet gelismesinde hiperglisemi onemli bir rol
oynamaktadir. Komplikasyonlarin gelismesinde birgok biyokimyasal yol (Glukoz-
otooksidasyonu, poliol yolu, prostanoid sentezi, protein glikozilasyonu) hiperglisemi
ile yakindan iliskilidir. Tim bunlar serbest radikal olusumunu artiran olaylardir
(Barnet, 1993; Giugliano, et al., 1996, Baynes, 1991). Bazal membran kalinlagmas,
kapiller endotelyal hiicre hasari ve proliferasyonu, kirmizi kan hiicrelerindeki
degisiklikler ve sonugta oksijen transportunda bozulma ve artmig trombosit agregasyonu
kapiller kapanmada etkili oldugu digiiniilen faktorlerdir. Bunlar retinal kapiller non-
perﬁizyoh ve retinal iskemiye neden olarak sonunda retinal hipoksiye yol agarlar
(Kanski, 1994).



2.1.3. Retina ve iskemi-Reperfiizyon

Iskemi, kan akimi yetersizlii nedeniyle dokularin ihtiyact olan oksijen ve
metabolik  substratlarin  kargilanamadifi  patolojik bir olaydir. Post-iskemik
resirkiilasyon ya da reperfiizyon, iskemik dokunun oksijenlenmis kan ile perfiize
edilmesiyle enerji desteginin saglanmast ve hiicresel homeostazinin yeniden
restorasyonu demektir (Koksel, 1998). Iskemi esnasinda ATP iiretimi baglangigta
kreatin fosfatin pargalanmasindan meydana gelir. Bir siire sonra kreatin fosfat depolari
titkenir ve bundan sonra ATP tretimi kas glikojenin metabolizmasi sonucu olugur.
Iskemi sirasindaki hiicresel ATP seviyesindeki bu diisiis daha sonra olusan kas nekrozu
ile sik1 bir iligki igerisindedir. Doku iskemisi sirasinda meydana gelen hasarin biiyiik
bir boliimii molekiiler oksijenin dokuya girdigi reperfiizyon esnasinda olugmaktadir.
Reperfiize iskemik dokularda, en az ig¢ tane aktif oksijen radikali Gretim kaynagi
bulunur.

1-) Aktif fosfolipaz, hiicre membran fosfolipitlerinden aragidonik asidi
serbestlegtirir.

2-) Ksantin dehidrojenaz, ksantin oksidaza doniigir. Daha sonra ksantin
oksidaz, ksantin ve hipoksantinin iirik asite donustiriildiigi reaksiyonu katalizler. Bu
reaksiyonda substrat olarak reperfiizyon esnasinda gelen oksijen kullanilir ve yan triin
olarak toksik sijber anyonlar olusur.

3-) Iskemi, kompleman sistemini ve kemotaktik faktorlerinin olusumunu aktive
eder. Sonugta bu bolgede toplanan nétrofiller, NADPH oksidaz enzimi sayesinde
siiperoksit tiretirler (Akkus, 1995; Koksel, 1998).

Iskemi strasinda yiiksek enerjili fosfat igeren ATP' nin  yikimi sonucu
hipoksantin ve ksantin gibi piirin metabolitleri birikirken bir 6n enzim olan ksantin
dehidrogenaz ksantin oksidaza gevrilir. Reperfiizyon sirasinda sisteme aniden ve ¢ok
miktarda oksijen dahil olur. Sisteme giren oksijen, pirinleri ¢ok stiratli bir gekilde
okside ederek iirat ve siiperoksit anyonu olusumuna neden olur. Olusan siiperoksit
anyonu endotelde demir tarafindan katalize edilen reaksiyonlar ile toksisitesi yiiksek

hidroksil radikali tiretimine neden olur (Barry and Grace, 1997).
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Sekil-3: Iskemi- reperflizyon ile siiperoksit radikallerinin olugmas.

MPQO: myeloperoksidaz. HOCT:hipoklorik asit.

Nz p‘mlbmomlarm

5 { Gfikolizis syrimast gibl
[ diger etkiler
= Cave H,0 whumy, .
‘g Katm .
‘5; Y Glikojen,  ph Protein yapimi
" Hiicresel sisme
Mikrovillus kaybr
Tomurcuklsnma - .
ER gismesl| Nukleern Lipid vepolanmast
——Myelin hicimler, & Y
: ) ! RETRAREREA AR
%" 3:: ellcri “mr:r::(le mesl Membren zedelenmes!
'éy' mlerin se s BBaUY bad B
" E IBazofill (RNP) . {ca* tutulumu  JEnzimlerin
. E Nikieer defisikiikier ' . ] agpiBs $ikmas
b Proteln singiriml {CPK. LDH)

1Ca~ mun mitokondriyona girmesi

Sekil-4: iskemik zedelenmedeki olaylar dizisi. iskemi ana hatlari verilen

mekanizmalarla dogrudan membran hasarina yol agmaktadir.



2.2. Serbest Radikaller

Oksijen, canlilarin yasamsal fonksiyonlarint stirdiirebilmesi igin mutlak gerekli
bir elementtir. Bu ozelli§in yam sira bazen canlilar igin toksik olabilen bir yapiya
sahiptir. Bundan dolayr oksijen canhilar igin bir yizi "iyi" diger yizi "koti" diye
nitelendirilebilen iki yiizli bir bilesiktir. Oksijenin tam olmayan indirgenmesi ile
olugan toksik triinlerine kargi canlilar koruma mekanizmasina sahip olmakla birlikte,
bu koruma pek ¢ok kosulda agilabilmekte ve yetersiz kalabilmektedir. Molekiiler
oksijen kendi bagina hicbir canlida toksik degildir. Ancak, hiicrede metabolize
edilirken bazi toksik ara wiriinlere donigiir. Molekiiler oksijen tek elektron ile tam
olmayan indirgenmesi sonucu oksijenin reaktif triinleri olan oksijen radikalleri olusur
ve bu radikaller oksijenin toksik etkilerinin tamamindan sorumludurlar (Kiling, 1985-
1986).

.. Serbest radikaller bir yada daha ¢ok sayida eslesmemis elektron igeren
molekilerdir. Eslesmemis iki elektron nedeni ile kararsiz yapida olan molekiiler
oksijenin indirgenmesi yada uyariimasi, stiperoksit anyonu (O ), hidrojen peroksit
(H;0,), hidroksil radikali (OH") ve tekli (singlet) oksijen ('O,) gibi serbest oksijen
radikallerini olugturmaktadir. Oksijen serbest radikalleri (OSR) igerdikleri giftlesmemis
elektronlari nedeni ile yiiksek reaktivite gosterirler ve bu nedenle lipit, protein ve DNA
molekilu ile reaksiyona girme yetenegine sahiptirler (Kose ve Dogan, 1992).

Serbest radikaller oksijenle yasayan tiim canlilarda, normal metabolik iglemler
sirasinda kaginilmaz bir sekilde iretiimektedir. Bu nedenle normal metabolizma
sirasindaki oksido-rediiksiyonlarin dirtinleri olan serbest oksijen radikallerinin olugmasi,
biyolojik bir bozukluk olarak degerlendirilmemelidir. Ancak hiperoksi, inflamasyon,
iskemi, radyasyon ve antibiyotik tedavisi gibi bazi hiicresel metabolik durumlarda
biiyiik oranda tiretilen OSR, membranlar, enzimler, niikleik asitler ve polisakkaritler
uzerinde toksik etkiler yaparak cesitli doku hasarlarina neden olmaktadir. Normal
fizyolojik sartlarda, aerobik organizmalar hiicresel oksijenin yaklagik %98'ini sitokrom
a3 ile kullanmaktadir. Sitokrom a; bilindigi gibi mitokondrideki solunum zincirinin son
basamagidir. Bununla beraber nadiren oksijenin kiigiik bir miktart (%1-2) sitokrom a3
tarafindan tiketilemez. Bunlar tek veya ¢ift elektron alip, ya siiperoksit anyon

radikaline yada hidrojen peroksite indirgenirler (Kiling, 1985; Kése ve Dogan, 1992;
Reiter, et al., 1993).



Siiperoksit Radikali (O;): Normal kosullarda canlilarda olugan temel oksijen
radikali siiperoksit radikalidir (0O). Molekiiler oksijenin tek elektron alip indirgemesi
ile olusur ve oksijen metabolizmasinda en sik kargilagilan radikal tipidir. Stperoksit
radikali; bagta hem, flavin veya demir stilfiir merkezleri igeren proteinler olmak tizere
pek ¢ok enzimatik tepkimelerde, mitokondride elektron tagimmu sirasinda, gesitli
biyolojik molekiilerin otooksidasyonunda ve fagositozda oldugu gibi hiicresel
metabolizmanin normal bir iiriini olarak siirekli iiretebilen bir oksijen metabolitidir.
Oldukga reaktif olan siiperoksit radikali hiicrelerin birgok biyokimyasal komponentini
etkileyebilir.  Mitokondrinin elektron tagima zincirinde O, ireten iki bolgenin
bulundugu gosterilmigtir. Bunlardan birincisi bir flavoprotein olan NADH
dehidrogenazdir ve mitokondri zarindan {iretilen siiperoksit radikallerinin {igte biri bu
bolgeden kaynaklanir. Ikinci bolge ise koenzim Q-sitokrom b bolgesi olup, ubikinonun
oksidasyonu, ETZ’de iiretilen siiperoksit radikallerinin tgte ikisini olugturur (Kiling,
1985; Adachi, et al.,, 1994; Karwatowska, et al.,1992).

Eger stiperoksit radikali olustugu anda ortamdan uzaklastirilmaz ise kendisinden
¢ok daha reaktif ve toksik radikallerinin olugmasi kaginilmaz olur. Ortamda biriken
stiperoksit radikalinin, g¢esitli tepkimeler ile olusturabildigi radikaller agagidaki gibi
Ozetlenebilir.

1-) Ortamdan bir proton alarak perhidroksit radikali (HO,) olusturabilir.

2-) H70; ile tepkimeye girerek hidroksil radikali (OH") ve tekli (singlet) oksijen
(10,) olusturabilir.

Oy +H0, .  '0,+OH +OH (Haber Weiss tepkimesi)

3-)Hidroksil radikali ile tepkimeye girerek tekli (singlet) oksijen olusturabilir.

0;,+0OH — 3 'O,+o0oH

Oksijen radikalleri hiicrede hangi nedenle iiretilmis olursa olsun toksik
etkilidirler ve aminda ortamdan uzaklagtinlmalan gerekir. Siiperoksit radikallerinin
ortamdan temizlendigi tepkimeye dismutasyon tepkimesi denir. Bu tepkime siiperoksit
dismutaz (SOD) enzimi tarafindan iki siiperoksit radikali kendi aralarindan etkilegerek
biri oksitlenirken digeri indirgenir ve boylece H;Q,ve O, meydana gelir (Kiling, 1985-
1986).

SOD
Oy +Oy 2H' » H0, +0; Dismutasyon tepkimesi
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Hidrojen Peroksit (H,0;): Molekiiler oksijenin gevresindeki molekiilerden 2
elektron almas: veya siiperoksit radikalinin bir elektron almas1 sonucu peroksit radikali
olusur. Peroksit radikali 2 hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksit (H,0,)
meydana getirir (Akkug, 1995). ’

Oy+e+t2H 3 H;0, | Oy+2e H2H ——— 3 H,0,

Hiicre iginde en onemli iiretim yeri mitokondri olan hidrojen peroksitin kendisi
bir serbest radikal olmadig: halde reaktif oksijen tiirleri igine girer. Bunun nedeni en
reaktif ve zarar verici OSR olan hidroksil radikalini olusturabilmesidir.  Gegis
metallerinin veya uygun selatlarin varhginda hidroksil radikali olugturarak proteinleri
pargalar veya yapilarinda degisikliklere yol agar. H,0, katalaz (CAT) veya glutatyon
peroksidaz (GPx) enzimleri ile oksijen ve suya metabolize olmaya yatkindir. Bununla
birlikte gecis metallerinin varhiginda (6zellikle Fe?*) hizlica hidroksil radikaline

donigiirler (Fenton reaksiyonu) (Akkus, 1995; WolfF, et al., 1986; Reiter, et al., 1993).
H,0,+Fe’* —p OH +OH + Fe**

Hidroksil Radikali (OH’): 1934 yilinda Haber ve Weiss hidrojen peroksitin Oy

ile indirgenmesi sonucunda hidroksil radikalinin olusabilecegini gostermislerdir
(Kiling , 1985).

0; +H,0, —» OH' +OH"+'0,  (Haber - Weiss reaksiyonu)

Son derece reaktif bir oksijen radikali olan hidroksil radikalinin yarilanma émri
¢ok kisadir ve olustugu yerde biiyik hasara neden olur. Bu radikal bir ¢ok molekiile
hizla baglanarak reaksiyona girer ve lipitlere, proteinlere, niikleik asitlere karg: direkt
etki gosterip, yapisal pargalanmalar ile modifikasyonlara neden olarak sonugta
onarilmaz hiicre hasart olusturur Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) gibi baz
selatlayici ajanlar hidroksil radikal olusumunu Haber-Weiss reaksiyonu yoluyla
artirirken,  dietilentriamin pentaasetik asit (DTPA) gibi maddeler ise OH' olusumunu

azaltirlar (Richard, et al., 1991; WolfF, et al., 1986).

Hidroksil radikalinin katildig: baslica tepkimeler ii¢ grupta toplanabilir:
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1-) Hidrojen gikarma tepkimeleri R-Hl+ OH ——p R + H;0 boylece
organik radikal olusumuna neden olur.
2-) Katilma tepkimeleri ile ¢ift bag iceren aromatik bilegiklere katihir, aromatik

aminoasitlerin hidroksilasyonuna neden olur.
RCH=CH; + OH ——» RC.H - CH,OH

Aromatik halkaya katilma tepkimeleri ile hidroksilasyonlarin yam sira, toksik
etkili aldehitlerin olusumuna da neden olur (Kiling,1985).
3-) Organik ve inorganik bilesiklerde elektron transfer tepkimelerine neden olur.

Ayni etkiyi O, radikali de gosterir.

Tekli (Singlet) Oksijen (*O;): Tekli (singlet) oksijen (‘Oz ), ortaklanmamis
elektron igermedigi igin radikal olmayan reaktif bir oksijen molekiiliidiir. Serbest
radikal reaksiyonlart sonucu meydana geldigi gibi serbest radikal reaksiyonlarimin
baglamasina da sebep olur. Hidroksil radikali gibi ¢ok reaktif ve g¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile biitiin canlilar igin toksik etkilidir. Tekli (singlet) oksijen,
uyarilmig elektronlarin daha disiik enerji seviyelerine inmesiyle stk yayar. Tekli
(singlet) oksijenin kimyasal bir bilesikle etkilesimi sonucu kemiluminesans meydana

gelmesi ve bunun 6élgiilmesiyle OSR’ lerin tayini yapilabilir (Kiling, 1986; Wolf, et al,,
1986).

Haber-Weiss tepkimesi ile

Metal
Oy + H,0, —» '0,+0H +OH

Fagositoz yapan hiicrelerde fagositoz strasinda H;O; ve halojen bagimli

miyeloperoksidaz enzimi ile tekli (singlet) oksijen tiretilebilmektedir.

Miyeloperoksidaz
OCI' + H,0, » '0, +CI'+ H;0

Yukaridaki tepkimelerde goriildiigii gibi tekli (singlet)oksijen ve hidroksil

radikallerinin tretimi timiyle ortamda O;" ve H;O;’nin birikmesine baglidir. Bu iki
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bilesigin aminda uzaklagtinlmadigi durumda, iki molekiiliin birbirine rastlamas: 'O, ve

OH" iiretimi igin yeterlidir (Kiling, 1985-1986).

Serbest Radikal Kaynaklari
Biyolojik kaynaklar: Antineoplastik ajanlar, radyasyon, alkol, uyusturucu

madde, hiperoksi, sigara dumani, solventler, anestezikler, aromatik hidrokarbonlar ve

stres olarak siralanabilir.

Intraselliiler kaynaklar: Tioller, hidrokinonlar, katekolaminler, flavinler,
antibiyotik gibi molekiilerin otooksidasyonu, enzimler ve proteinler (ksantin oksidaz,
triptofan dioksijenaz, hemoglobin) mitokondrial elektron transportu, lipooksijenaz,
prostoglandin, NADPH oksidaz, iskemi, travma, oksidazlar ve flavoproteinler bilinen

serbest radikal olusturan kaynakiardir (Akkus, 1995).

Serbest Radikallerin Etkileri

Membran Lipitleri Uzerine Etkileri: Lipit peroksidasyonu (LPO), membranda
bulunan poliansatiire yag asitlerinin (PUFA), OSR tarafindan peroksitler, alkoller,
aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi gesitli iriinlere yikilmasi
reaksiyonudur (Kose ve Dogan | 1992).

Biyolojik membranlarda serbest radikallerle indiiklenen lipit peroksidasyonu;
baslama, yayilma ve sonlanma reaksiyonlar seklinde incelenebilir (Kése ve Dogan,
1992; Holley and Cheeseman, 1993).

Baslama: Reaktif serbest radikallerin, PUFA' dan bir hidrojen atomu ¢ikarmast
ile baglar. Demir ve bakir gibi eslesmemis elektronlara sahip olan gegis metal
iyonlarinin varligi, peroksidasyonun baglamasi igin gereklidir.

Hidrojen atomunun zincirinden g¢ikarilmasi, karbon atomu iizerinde eglesmemis
bir elektron biraktigindan karbon merkezli radikal (L. ) olusumuna yol agar. Bu lipit
radikalinin birgok akibeti vardir. Fakat aerobik hiicrelerde en sik goriilen olay, bu
radikalin molekiiler diizenleme ile konjuge diene g¢evrildikten sonra, molekiiler

oksijenle reaksiyona girerek peroksil radikalini (L.OO. ) iiretmesidir.
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Yayima: Olugan lipit peroksil radikalleri, membran yapisindaki diger
poliansatiire yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin olusumuna yol agarken,
kendileri de membrandaki komsu yan zincirinden agia ¢ikan hidrojen atomlarim
alarak, lipit hidroperoksitlerine (LOOH) donisiirler. Peroksidasyon bir kere bagladiktan
sonra otokatalitik olarak yayilabilmekte veya yiizlerce yag asidi zincirleri lipit
hidroperoksitlerine gevirebilmektedir. Membrandaki protein oram artikga radikal ile
etkilesim artar ve zincir uzar. Membrandaki PUFA igeriginin artmast peroksidasyona

olan duyarlih artirmaktadir. Halbuki kolesterol varlig1 peroksidasyonu baskilar.

Sonlanma: Lipit peroksil ve konjuge dienler bozularak; alkanlar, alkenler,
hidroksialkenler, malondialdehit (MDA) ve ugucu hidrokarbonlar gibi bir takim
urtinlere doniigiirler.

.. Lipit peroksidasyonun etkileri arasinda; biyomembranlarin fizyokimyasal
yapilarinda degisiklikler, kalsiyum homeostosisinde bozulma ve spesifik reseptor-
enzim komplekslerindeki degisimler sayilabilir. Kisa zincirli bir aldehit olan MDA,
lipit peroksidasyonunda yiikselen bir parametredir ve PUFA' larin oksidasyonunda bir
ara griin olarak sentezlenir. Membran lipitlerinin oksidasyonu hiicre membranlarinda bir
permeabilite artigina yol agar. Sonugta lipit peroksidatif reaksiyonu zinciri lipozomal
ve hiicresel membran bitintagiini bozabilir. LPQ' nun bir diger dnemli zaran, yeni
radikal olusturarak toplam radikal sayisini artirmasidir.  Bu yeni olugan radikaller,
protein ve DNA gibi bagka makromolekiilerle reaksiyona girerek hasarin geligmesine
neden olurlar. Aym zamanda lipit peroksillerin yikim riinleri, glikoz -6- fosfat
aktivasyonunu direkt olarak inhibe edebilir veya DNA hasarina neden olabilir (Tsai, et
al., 1993; Paul, et al., 1993; Giardini, et al., 1984).

MDA, membran  komponentlerinin  polimerizasyonuna ve ¢apraz
baglanmalarina neden olabilir. Ayrica deformabilite, iyon transportu, enzim aktivitesi
ve hiicre yiizeyindeki determinantlarin agregasyonu gibi i¢ membramin bazt dzelliklerini
degistirmektedir. Difiize olabildiginden DNA' nin nitrojen bazlanyla reaksiyona
girebilir. Bu ozelliklerinden dolayt MDA, mutajenik, genotoksik ve karsinojenik bir
bilegiktir (Kose ve Dogan, 1992).

Proteinlere Etkileri: Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme

dereceleri amino asit kompozisyonlarina baglidir. Doymamig bag ve siilfiir ihtiva eden
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molekillerin serbest radikallerle reaktivitesi yiiksek oldugundan triptofan, tirozin,
fenilalanin, histidin, metionin ve sistein gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenirler. Ozellikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli
radikaller meydana gelir. Bu reaksiyonlar sonucu immiinoglobiilin G ve albiimin gibi
fazla sayida disiilfit bagi bulunan proteinlerin ti¢ boyutlu yapilari bozulur. Boylece
normal fonksiyonlarini yerine getiremezler. Hemoglobin proteinleri de serbest
radikallerden 6nemli oranda zarar gérmektedir. Ozellikle oksihemoglobinin Oy ve H,0;

ile reaksiyonu methemoglobin olugsumuna sebep olur (Akkus, 1995).

Niikleik Asitlere Etkileri: Radyasyonun toksik etkisinin en ¢nemli nedeninin
canlilarda oksijen radikallerinin olusumuna neden olmasindan ileri geldigi
bilinmektedir. Iyonize edici radyasyonla olugan serbest radikaller, DNA'y1 etkileyerek
hiicrede mutasyona ve oliime yol agarlar. Sitotoksisite, biiyiik oranda, niikleik
asitlerdeki mutasyon bozukluklarina baghdir. Hidroksil radikali, deoksiriboz sekeri ve
azotlu bazlarla kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol agar. Hidrojen peroksit,
membranlardan kolayca gecgerek ve hiicre gekirdegine ulasarak DNA hasarina hatta

hiicre 6liimiine yol agabilir (Kiling, 1985; Akkus, 1995).

Karbonhidratlara Etkileri: Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen
peroksit, peroksitler ve okzoaldehidler meydana gelir. Bunlar diyabet ve sigara igimi ile
iligkili kronik hastaliklar gibi patolojilerde dnemli rol oynarlar. Okzoaldehidler, DNA,
RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda ¢apraz baglar olugturma oézelliklerinden
dolay1 antimitotik etki gosterirler. Boylece kanser ve yaglanma olaylarinda énemli bir
etki gosterirler. Bag dokusunun 6nemli bir mukopolisakkaridi olan hyaliironik asit
sinoviyal sivida bol bulunur. Enflamatuar eklem hastaliklarinda sinoviyal stviya gok
sayida polimorf hiicreler geger ve muhtemelen immiin komplekslerle aktivasyonlari
sonucu ekstraselliilar stviya HyO2 ve Oy salgilarlar. Bu radikallerin in vitro hyalironik
asiti parcaladiklari gosterilmigtir. kHyah"i.rronik asit parcalanmast enflamatuar eklem

hastaliklarinda sinoviyal sivinin karakteristik bir ozelligidir (Akkug, 1995).
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Sekil-5: Yukandaki sekilde biyolojik sistemlerde antioksidan mekanizmalart ve oksijen
tirevlerinin olusumu goérilmektedir. Oksijen; ER, mitokondriyon plazma
membram ve sitozolde oksidatif enzimlerle stiperoksit radikallerine donigiir.
Peroksizomlarda ise oksijen H;0;’ye déniigerek potansiyel bir tehlike
olugturur. Serbest radikallerin lipitleri, proteinleri ve DNA’y1 hasarlamasiyla
gegitli hiicre zedelenme bigimleri goriilmektedir. Ana oksidan enzimler: SOD,

katalaz ve glutatyon peroksidazdir.
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Sekil-6: Hiicrelerde molekiiler oksijenden siiperoksit, su ile hidrojenperoksit olusumu

ve siiperoksitin hidrojenperoksit ile reaksiyona girmesi sonucu sitotoksik

hidroksil radikali ve tekli (singlet) oksijen meydana gelmesi gosterilmistir.

Goz ve Serbest Radikaller: Goz, agirt miktarda serbest radikal etkisine maruz

kalan bir organdir. Ciinkii retina oksijen bakimindan zengin olup biiyiik miktarda

doymamig yag asidi igerir. Retina pigment epitel (RPE) hiicreleri siirekli olarak her glin

bir ¢ok fotoreseptor dis segmentini degrade ve fagosite etmektedir. RPE lokalizasyonu,

fotik reaksiyonlar ve koriokapillaristen difiize olan yitksek parsiyel oksijen (PO2)

seviyesi ve buradaki yiiksek metabolik aktivite sonucu serbest radikal iiretimi ve

bunlarin etkisine maruz kalma riski artmaktadir (Braquet and Doly, 1986; Yeh and

Ashton, 1990).

Goz bu radikallerin etkisine yatkin oldugu gibi yeterli miktarda antioksidan

savunma sistemlerine de sahiptir.

Gozde yiiksek konsantrasyonda antioksidan

enzimleri, serbest radikal tutuculari ve siiperoksit iiretimi inhibitorleri bulunur.

Siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz gibi enzimlerle, askorbat,

karotenoidler, vitamin E gibi antioksidanlar gozde yiksek konsantrasyonda

bulunmaktadir. Lenste, katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, vitamin E

ve askorbik asit mevcut olup oksidatif hasarlara kargi koruyucudurlar (Braquet and

Doly, 1986; Yeh and Ashton, 1990; Kador,et al., 1994; Spector, et al., 1995).

Isiga maruz birakilmig kurbaga retinasinda serbest radikallerin arttig1 ve bunun

is1gin degisik dalga boylarinda da arttign saptanmustir.

Lipit peroksidasyonundan,

T.C. YUKSEXOCRETIM KURDLL
POKOMANTASYON MERKEZ
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baglica fotoreseptor hiicre membranlarinin sorumlu oldugu, fakat rodopsinin de
sensitize edici bir roliiniin olabilecegi kanaatine varilmigtir (Kagan, et al., 1973).

Siganlarda iskemi ve reperflizyona bagimli retinal hasari aragtiran bir ¢aligmada
ise iskeminin siiresi ile orantili histolojik degisiklikler izlenmistir. 90 dakikalik bir
iskemiden sonra reperfiizyon sonucu retinada ileri derecede 6dem, nétrofil ve lokosit
infiltrasyonu gorilmiigtiir. Bu ¢aligmada siganlara siiperoksit dismutaz ve Ginkgo
biloba ekstresi tedavi amaglt verilmis ve her iki antioksidanin da belirgin sekilde retinal
6demi ve lokosit infiltrasyonunu azalttig1 gorilmiistiir (Szabo, 1991).

Yaga bagl makula dejenerasyonunda da serbest radikallerin rol oynayabilecegi
diigiinilmektedir. Insan RPE hiicrelerinde katalaz aktivitesinin yagla birlikte, makula
dejenerasyonu olan olgularda istatistiksel olarak 6nemli oranda azaldi gosterilmistir.
Bu azals, katalaz geni ekspresyonunda azalma, inaktif katalaz komplekslerinin
azalmasi veya demir, ¢inko, bakir gibi gerekli katyonlarin eksikligi ile
agiklanmaktadir. Vitamin C, E, karotenoid, selenyum ¢inko, oksidatif streste rol
oynayan bir ¢ok antioksidan vitamin, mineral ve enzimin faydal etkisi olabilmektedir.
Bir gok hayvan ¢aliymalarinda, yiiksek antioksidan diyet ile beslenen hayvanlarin
antioksidan diyetten yoksun olan hayvanlara gore daha az retinal dejenerasyon
gelistirdigi gosterilmistir. Bagka bir ¢aligmada da yasla birlikte okiiler dokularda
antioksidanlarin azaldift ve bazi besinlerin ilavesi ile bunlarin aktivitelerinin tekrar
uyarildig1 gosterilmistir (Braquet and Doly, 1986; Seddon, 1994; West, et al., 1994).

Yeni bir serbest radikal giderici olan Ginkgo biloba ekstresinin iiveitte artmig
retina lipit peroksidasyonunu azalttigi ve iiveitte dilgmiiy glutatyon peroksidaz

degerlerini arttirdi1 saptanmigtir (Bilgihan, 1992).

2.3. Antioksidanlar

Reaktif oksijen tirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi biyolojik
etkileri onlemek igin viicutta bir ¢ok savunma mekanizmasi olugmustur. Bunlar
"antioksidan savunma sistemleri" veya kisaca "antioksidanlar" olarak bilinirler.
Antioksidatif savunma mekanizmasi serbest radikallerin iretilmesi ile yok edilmesi
arasindaki dengeyi saglarlar. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu
engelleyerek ve reaktif oksijen tiirlerini toplayarak lipit peroksidasyonunu inhibe ederler

(Zima, et al., 1996; Scmidtmann, et al., 1991).
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Antioksidanlar dort ayri sekilde etki gosterirler (Akgiil, 1996);
e Toplaticr etki (Scavenging effect): Serbest radikalleri etkileyerek onlan tutma
veya daha zayif yeni bir molekiile gevirme.
e Bastirica etki (Quencher effect): Serbest radikallerle etkilesip onlara bir
hidrojen aktararak aktivitelerini azaltma.
e  Onana etki (Repair effect)
o Zincir kiric1 etki (Chain breaking effect): Serbest radikalleri kendilerine
baglayarak zincirlerini kinp fonksiyonlarint engelleme (Akgiin,1996).
Enzimatik Korunma Mekanizmalari
Sﬁperoksit Dismutaz (SOD): Olusumlarina siiperoksit radikallerinin neden
oldugu diger radikaller siiperoksitin kendisinden ¢ok daha reaktif ve toksik etkilidir.
Stperoksit radikalleri olustuklart anda uzaklagtirilamazlar ise, diger radikallerin
olugmast kaginilmazdir. Bu nedenle, canlilarda oksijenin toksik etkilere karsi korunma
mekanizmasimin  siiperoksit radikallerinin birikmesini ©nlemek seklinde olmasi
beklenmelidir (Kiling, 1985).

SOD, toksik siiperoksit radikallerini elimine eden, serbest radikallere karsi

dogal bir defans sistemidir (Durak ve dig., 1993; Fulbert, et al., 1992)

SOD
O; + Oy +2H' ——— p H,0; +0, (dismutasyon tepkimesi)

SOD yalmzca siiperoksit iiretilen bir sistemde oksijenin toksik etkilerini 6nler.
Radyasyonun etkisinde oldugu gibi, siiperoksit radikalinin yam sira diger radikallerin
de tiretildigi bir ortamda SOD, oksijenin toksik etkilerini tiimil ile 6nleyemez, gﬁnkﬁ

koruma basamagi asilmistir (Kiling, 1986).

Glutatyon Peroksidaz (GPx): GPx, organik hidroperoksitlerin ve hidrojen
peroksitin rediiksiyonunu indirgeyici ajan olarak glutatyonu kullanarak katalize eden
bir antioksidan enzimdir (Yoshimura, et al., 1996).

ROOH +2GSH — %" 5 ROH + GSSG + H,0

H0,+2GSH %™ o 2H,0 +GSSG
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Hidroperoksitlerin rediikte olmast ile meydana gelen okside glutatyon,

glutatyon rediiktazin (GRx) katalizledigi reaksiyon ile tekrar rediikte formuna doner.
GSSG+NADPH+H" ____ % _ 2GSH+NADP*

Kanda iki farkh tip GPx tammlanmigtir; eritrositlerdeki klasik GPx ve ekstra-
selliler GPx (EGPx). Her iki enzimde aktif bolgelerinde selenosistein formunda
selenyum igerirter. EGPx, seliller GPx'den gen dizisi yapisi, farkli kromozomdaki gen
lokalizasyonu ve substrat spesifikligi gibi bazi 6zellikleri ile ayrilir. EGPx'in en 6nemli
kaynaginin bobrek oldugu ve plazma antioksidan aktivitesinde anahtar enzimlerden biri

oldugu bilinmektedir (Yoshimura, et al., 1996).

Katalaz (CAT): Katalaz enzimi hidrojen peroksiti direkt olarak suya gevirir.
Boylece ikinci derecede sentezlenen toksik hidroksil radikallerinin yaptmi engellenmis
olur. Indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit metil ve etil hidroperoksitleri gibi kiigiik

molekiillere karsidir. Biyiik molekiillii lipit hidroperoksitlerine etki etmez (Akgiil,
1996).

Katalaz
2H, O, » 2H,O0 +0,

Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz: Solunum zincirinin son enzimi olan
sitokrom oksidaz, agagidaki reaksiyon ile siiperoksiti detoksifiye eden enzimdir. Bu
reaksiyon, fizyolojik sartlarda siirekli olugan normal bir reaksiyon olup bu yolla yakit

maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda enerji saglanir (Akkug, 1995).

0 +4H" +3e" — »2H,0
Nonenzimatik Antioksidanlar
Vitamin C: C vitamini, organizmada bir ¢ok hidroksilasyon reaksiyonlarinda
indirgeyici ajan olarak goérev yapar. Giiglii indirgeyici aktivitesinden dolayr aym
zamanda gigli bir antioksidandir.  Stiperoksit ve hidroksil radikali ile kolayca
reaksiyona girerek onlan temizler. C vitaminin bir difer 6zelligi, antioksidan etkisi
yaninda oksidan etki de gostermesidir. Ciinkii C vitamini ferri demiri (Fe™), ferro

demire (Fe'?) indirgeyen siiperoksit radikali disindaki tek hiicresel ajandir. Bilindigi
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gibi Fe'? fenton reaksiyonunda hidrojen peroksit ile etkilesmeye uygun olan bir
formdur. Yani siiperoksit liretimine katkida bulunur. Bu etkisinin sadece diigiik
konsantrasyonlarda (0, 2 mM) goruldagii daha yiiksek konsantrasyonlarda ise giiglu

bir antioksidan olarak etki ettigi kaydedilmigtir (Akkusg, 1995).

Vitamin E: Vitamin E’nin 8 adet tokoferol formu vardir. Bunlardan o«c-tokoferol
en aktif olamidir. Baglica fonksiyonu; hiicre membran fosfolipitlerinde bulunan

poliansature yag asitlerini ve Ozellikle LDL'yi serbest radikallerin oksidasyonundan

korumaktadir. Zincir kinci bir antioksidan olarak bilinir (Akkusg, 1995; Champe and
Harvey, 1994).

CHs

CH;

£Hy—Y CH;—CH;— B—CH: J,—H

H;C CHs

Sekil-7: Vitamin E formu olan alfa tokoferoliin molekiiler yapisi.

Vitamin E molekiilii yapisal olarak birbiri ile baglantili bir grup bilesik
icerir. Bunlar temelde 2-metil-6 kroman halkast igerirler ve 2. karbona bagh 16
karbonlu fitil yan zincir kapsarlar. Vitamin E benzeri etkiye sahip bilesikler, iki grupta
toplanirlar. Birinci grup tokoferoller, ikinci grup tokotrienoller olarak adlandirilir.
Tokoferoller alfa (cr), beta (B ), gama (y), delta (8) olmak iizere 4 gesit molekiil ve
bunlarin steroizomerlerinden olugur. E vitaminin halka yapisindaki oksijenin 2p-tip
elektron giftleri aromatik diizeye ne kadar dik bulunursa, tiirevin antioksidan 6zelligi o
derece artar. Bu durumda dihidrofuranlar dihidropiranlardan daha aktiftir. Aromatik
halkanin ve 2. karbonun elektron fazlalid: antioksidan etkiyi artiir. Tekli (singlet)
oksijenin tokoferol homologlari tarafindan tutulma izt a, B, %, & tokoferol sirasindadir.
Tokoferollerin biyolojik oksidasyon iiriinleri de antioksidan aktivite gosterirler. Alfa

tokoferol dokularda degigik konsantrasyonlarda bulunur. En yiiksek vitamin E
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konsantrasyonlari, mitokondri ve mikrozomlar gibi membrandan zengin hiicre
organellerinde bulunur.

Vitamin E TPGS (d-alfa-tokoferol polietilen glikol 1000 siiksinat ) bir vitamin E
tirevidir. Hidrofilik polar bagi (tokoferol siiksinat) ve lipofilik alkil kuyruga (polietilen
glikol) sahip olup amphifilik 6zellik gostermektedir.Vitamin E-TPGS suda ¢oziinir
lipofilik bir 6zellik gosterir. Vitamin E TPGS ile uzun siireli tedavinin normal plasma
alfa tokoferol, yag dokusu alfa tokoferol konsantrasyonunu arttirdigi ve vitamin E
eksikligine bagli geligsen norolojik bozukluklarin ilerlemesini durdurdugu gosterilmistir.

Bitkisel yaglar ve tohumlar, E vitamininden zengin kaynaklardir. Bitkisel
yaglarin sabunlagmayan kisimlarinda ve en gok yer fistig1, badem, pamuk yagi ve keten
tohumunda bulunur. Zeytin yaginda eser miktarda bulunur.

Diyette, yagda ¢oziinmiig olarak alimr, yag sindirimi sirasinda agia ¢ikar ve
emilir. Emilebilmesi igin yag emiliminin ve safra asidlerinin normal olmasi gerekir.
Herhangi bir tasiyici protein olmadan, pasif difiizyonla emilir. E vitaminin en énemli
depolanma yeri yag dokusu ve karacigerdir. Retinanin degisik tabakalarindaki vitamin E
seviyesi tespit edilebilmigtir. En yiikksek miktar retina pigment epitelinde bunu takibende

fotoreseptorlerin dig segmentindedir.

E vitamini eksikliginde retinada uzun zincirli ¢oklu doymamg yag asitlerinde
geri doniisimsiz kayip, lipit peroksidasyonunda artma ve membran gegirgenliginde

degisiklik oldugu bilinmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT

3. 1. Hayvanlarin Hazirlanmasi

Bu galigma, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Goz Hastaliklar1 Anabilim Dali ve
Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Molekiiler Biyoloji Laboratuarinda
gerceklestirilmistir. Denekler, Elazig Hayvan Kontrol Merkezi Miidiirliigii’nden temin
edilen 400-600 gram agirhinda erkek cins 40 adet pigmentli ve saglikli kobay (Guinea
pig)’ den olugmugtur. Denekler bes gruba ayrilarak her gruba standart hazirlik, anestezi

ve cerrahi teknik uygulanmistir. Her grup 8 denekten olugmustur.

GRUPLAR
1. Grup (Kontrol grubu): Bu gruba herhangi bir islem yapilmamis olup,

sadece normal degerlerin saptanmasi amaglanmigtir.

2. Grup (i-R): Bu gruba iskemi reperfiizyon islemi yapilmis ve plasebo olarak
serum fizyolojik verilmigtir. 90 dakikalik iskemiden sonra 24 saatlik reperfiizyon

gergeklestirilmigtir,

3. Grup (I-R+alfa tokoferol grubu): Bu gruba iskemi-reperflizyon islemi
yapilmig ve sivi yagda ¢oziinen alfa tokoferol uygulanmigtir. 90 dakikalik iskemiden
sonra 24 saat reperfiizyon gergeklestirildi. Alfa tokoferol 3 doz olarak subkutan
enjeksiyonla verildi.

1. Doz: 30010

2. Doz: 3001U

3. Doz: 2801U

4. Grup (i-R+ gama tokoferol grubu): Bu gruba iskemi-reperfiizyon islemi
yapilmig ve sivi yagda ¢6ziinen gama tokoferol uygulanmigtir. 90 dakikalik iskemiden
sonra 24 saat reperfiizyon gergeklestirildi. Gama tokoferol 3 doz olarak subkutan
enjeksiyonla verildi.

1. Doz: 370 IU

2. Doz: 3501U

3. Doz: 3501U



5. Grup (i-R+ vitamin E-TPGS grubu): Bu gruba iskemi-reperfiizyon iglemi
yapilmig ve suda ¢oziinen vitamin E-TPGS uygulanmigtir. 90 dakikalik iskemiden
sonra 24 saat reperflizyon gergeklestirildi. Vitamin E-TPGS 3 doz olarak subkutan
enjeksiyonla verildi.

1. Doz: 274 1U

2. Doz: 2501U

3. Doz: 2501IU

Anestezi Teknigi: Intramaskiiler 50 mg/kg ketamin hidroklorir (Ketalar,
Eczacibagt Tirkiye) ve 5 mg/kg Xsilazin hidroklorid (Rompun, Bayer, Tirkiye)
kombinasyonu ile anestezi ve analjezi saglandi. islem oncesi deneklerin kornealarina
%0.5'lik proparokain hidroklorid damlatilmig olup, higbir denekte solunum ve kan

basinci destegi saglanmamustir.

3.2. iskemi ve Reperfiizyon Olusturulmasi

Biitiin deneklerin gozii biyokimyasal inceleme igin kullamlmigtir. Denekler
yiiziisti pozisyonda laboratuar masasina yatinlarak anestezi ve analjezi uygulandi.
Kontrol grubuna herhangi bir islem yapilmadi. Plasebo, alfa-tokoferol, gama-
tokoferol ve vitamin E-TPGS grubundaki deneklerde retinal iskemi olusturmak
amaciyla, distile su sisesine ucunda insiilin ignesi olan serum seti takilmig ve bu insiilin
ignesi ile temporal limbustan 6n kameraya girilmistir. Goz igi basinci 150 mm Hg
olacak gekilde serum sisesi 204 cm yiikseklige cikartilarak tespit edilmis ve bu
yitkseklikte 90 dakika siireyle tutulmustur. Iskeminin baglamasiyla birlikte plasebo
grubuna 1 ml serum fizyolojik subkutan olarak verildi. 90 dakikalik iskemi sonrasinda
serum gigesi gz seviyesine indirilerek, g6z i¢i basinct normal seviyeye diigiirilmiig ve
takiben igne o6n kameralardan ¢ekilmigtir. Denekler 24 saat siireyle reperfiizyon
ortaminda bekletilmigtir. Reperfiizyonun baglamasi ile birlikte 1,8 ve 16’nci saatlerde
3.gruba alfa tokoferol ,4.gruba gama tokoferol ve 5.gruba vitamin E-TPGS subkutan

olarak uygulanmigtir,
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3.3. Retina Orneginin Hazirlanmasi

90 dakikalik iskemiden sonra, denekler 24 saat siireyle reperflizyon ortaminda
bekletilmis ve takiben intrakardiyak 50 mg/kg thiopental sodyum (Pentothal Sodium,
Abbott) ile kobaylar oldiriilip gézler eniikle edilmigtir. Her gruptaki eniikle edilen
gozler incelenmeye alinmugtir.

Biyokimyasal analizler i¢in alinan gozler eniiklasyon sonrast siiratle buz kabi
iizerine konup, bistiirii yardimiyla pars plana bolgesinden ikiye ayrildi. Vitreus dokusu
sellilloz siingerler ile temizlendikten sonra, ameliyat mikroskobu yardimiyla retina
dokusu koroidden ayrilarak tiiplere konmus ve tiipler derin dondurucuda -80 °C'de

biyokimyasal inceleme giiniine kadar muhafaza edilmistir.

3.4. Glutatyon(GSH) Olgiimii
Ayirac olusturan maddeler
Ayirag I : 0.2 N HCI iginde 1.2x102 M kromojenik ayirag soliisyonu
Ayrrag I1: %30 NaOH
Tampon Soliisyonu (S3): 0.2 mM dietilentriamin pentaasetik asit (DTPA) ve
%0.025 (W/v ) lubrol igeren 20 mM potasyum fosfat pH 7.8 (25°C)

Retina Orneklerinin Hazirlanmasi

Standart Egrinin Hazirlanmasi

Her yeni analizden 6énce, en az beg farkli GSH konsantrasyonunda bir standart
egri hazirlanmigtir. Bu beg konsantrasyon reaksiyon ortaminda  20-100umol/L
degerlerini kapsayacak gekilde hazirlanmistir. 5 gram metafosforikasit (MPA)'y1 100

ml suda ¢6ziindiirerek MPA ¢aligma soliisyonu hazirlanmistir,

Retina Doku Orneklerinin Hazirlanmas:

1. %0.9 NaCl soliisyonu ile yrkand:.

2. Doku foil kagut iizerine brrakilip agirhigi tartilarak belirlendi.

3. Buzile sogutulmus MPA ¢aligma soliisyonunda doku homojenize edildi
4. 4°C’de 10 dakika 3000 g’de santrifisj edildi.



5. Ust kissmdaki faz alinarak ve 0-4 °C’de analiz zamamina kadar bekletildi.

Bulutsu siipernatant 0.2um’lik filtreler ile siiziildii.

GSH standart ¢alisma soliisyonunu hazirlamak i¢in;

GSH Standart Egri
[ GSH] umol/L 0 20 40 60 80 100
(Kor)

Tampon Sz (pl) 900 860 820 780 740 700
GSH ¢aligma
Soliisyonu 0 40 80 120 160 200
(0.5 mmol) (ul)
Her bir standart 6rnege sema halinde gosterildigi sekilde ilaveler yapilmustir.
50 ul Ayirag I eklendi.
Vortekslllendi
50 pl Ayirag 11 eklendi.
Vonek:ilendi
25 + 3 °C de 10 dakika karanlikta bekletildi.
U

400 nm de absorbanslari okundu.

Glutatyon(GSH) Seviyesinin Olgiimii

1. Her bir omekten 100yl ahnip tizerine tampon ¢ozeltisinden 900ul ilave
edilmigtir.

2. Omek ve standartlara 50ul ayirag 1 ilave edildikten sonra vortekslenerek
karigim saglanmigtir,

3. Daha sonra ayirag I’den 50ul ilave edilip iyice kangtirtimistir.

4. Karanlik ortamda 10°C sicaklikta bekletilmigtir.

5. Ornek ve standartlarin absorbanslar1 400 nm’de okunmustur.
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Glutatyon(GSH) Konsantrasyonunun Olgiimii
Orneklerin absorbans degerleri standart kurvedeki formiile uyarlanarak
belirlenmis ve bu degerler diliisyon oranlar g6z dniinde bulundurularak hesaplanmustir.

Elde edilen sonuglar pg/mg retina yag agirhik seklinde ifade edilmistir.

3.5. Malondialdehit (MDA) 6l¢iimii

Retina Orneklerinde Lipit Peroksit Ol¢iimii

Retina Orneklerinde lipit peroksit olgiimi Ohkawa ve ark'mn (1979)
geligtirdikleri malondialdehit (MDA) yontemi modifiye edilerek hazirlanan QXIS
kiti(LPO-586) ile yapilmigtir,

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

kompleksin 532 nm'de spektrofotometrik olarak §lgiimii prensibine dayantr.

Ayrraglar:

1. % 8. 1'lik Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

2. %20'lik Glasiyal Asetik Asit (GAA, 2 N NaOH ile pH 3.5'¢ ayarlanir. )
3. %80'lik Tiyobarbitiirik Asit (TBA) ( giinliik hazirlanir. )

4. n-Biitanol/ Piridin (15:1, v/v)

5. Stok Standart (1, 1, 3, 3 tetrametoksipropan)

Yoéntem:
Kor (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

Buharlagmay1 onlemek igin tiiplerin iist kisimlarina bilye yerlestirildikten sonra
95°C’deki su banyosunda 1 saat bekletildi. Soguk su altinda sogutulduktan sonra

tiiplere;
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: Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Saf su 1.0 1.0 1.0
n-biitanol/piridin 5.0 5.0 5.0

eklenerek iyice kangtirttdi. Daha sonra 4000 g’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra
iistteki organik faz alinarak 532 nm’de kore karsi standart ve 6rnek absorbanslar

oOlgiildii.

Hesaplama:

Omek absorbansi

MDA (nmol/mg yag doku) = x Standart konsantrasyonu

Standart absorbansi

Homojenat Hazirlanmasi: Kobaylardan alinan retinalarin tartimlan yapildi. Net

agirliklan belirlenen retinalar, her gram bagina 9 ml %1.15'lik KCI olacak sekilde

sulandirildi ve +4 °C'de homojenize edildi.
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4. RETINADA GSH OLCUM SONUCLARI
Tablo-1: Kontrol grubunda GSH seviyesi

Grup
Kontrol

Konsantrasyon (ngGSH/mg retina yas
agirhgr)

Ortalama deger

1

1.63

1.52

1.46

1.52

1.63

1.52

1.52

R (NN WIN

1.48

Tablo-2: I-R grubunda GSH seviyesi

Grup i-R

Konsantrasyon (pgGSII/mg retina yas
agirhgn)

Ortalama deger

0.97

1.08

0.97

1.08

1.2

1.03

0.86

SO~ | OV [N | DW=

1.19

0.86

Tablo-3: i-R+Gama tokoferol grubunda GSH seviyesi

Grup I-R | Konsantrasyon (ngGSH/mg retina yas
+Gama agirhg) Ortalama deger
tokoferol
1 0.86
2 0.97
3 0.92
4 1.08 1
5 0.92
6 1.3
7 0.96
8 0.98
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Tablo-4: I-R/TPGS grubunda GSH seviyesi

Grup I-R+
vitamin E
-TPGS

Konsantrasyon (ngGSll/mg retina
yas agirhg)

Ortalama deger

1.35

1.62

1.95

1.9

1.5

1.72

1.82

OOV | N BDIWIN =

1.9

1.68

Tablo-5: I-R/Alfa tokoferol grubunda GSH seviyesi

Grup I-R+| Konsantrasyon (pgGSH/mg retina
alfa w A Ortalama deger

tokoferol yas agirhgy)

1 1.4

2 1.46

3 1.14

4 2.17

5 2.33 N

6 212

7 1.9

8 1.85
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Gruplar

M < < ¢ 0

a. kontrol grubu
b. I-R grubu

c. I-R+gama tokoferol grubu

d. I-R+vitamin E-TPGS grubu

e. I-R +alfa tokoferol grubu.
ort.deg. :Ortalama deger.
RYA :Retina Yag Agurlik

GSH ort.deg.:1.54 pgGSH/mg RYA
GSH ort.deg,:1.03 pgGSH/mg RYA
GSH ort.deg.:1.00 ugGSH/mg RYA
GSH ort.deg.:1.72 ngGSH/mg RYA
GSH ort.deg.:1.80 ngGSIH/mg RYA

LY EMSM‘W«X;R @EM m*w
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5. RETINADA MDA OLCUM SONUCLARI
Tablo-6: Kontrol grubunda MDA seviyesi

Grup
Kontrol

Konsantrasyon (nmolMDA/mg retina
yas agirhgr)

Ortalama deger

3.19

3.22

3.36

3.25

3.08

3.15

3.45

O || WIN

3.28

Tablo-7: I-R grubunda MDA seviyesi

Grup I-R

Konsantrasyon (nmolMDA/mg retina
yas agirhgn)

Ortalama deger

4.28

3.83

4.29

3.55

3.76

3.95

4.46

0 NN | DWW d—

3.62

3.84

Tablo-8: I-R+Gama tokoferol grubunda MDA seviyesi

Grup I-R
+Gama
tokoferol

Konsantrasyon (nmolMDA/mg retina
yas agirhgr)

Ortalama deger

3.27

3.49

3.43

3.46

3.25

33

3.28

QO {V N | BJWIN |-

3.1

3.32




Tablo-9: I-R/TPGS grubunda MDA seviyesi

Grup I-R+ | Konsantrasyon (nmolMDA/mg retina
vitamin E o ot Ortalama deger
“TPGS yas agirhigr)
1 3.46
2 3.38
3 3.43
4 3.42
5 35 3.41
6 3.4
7 3.32
8 3.36

Tablo-10: I-R/Alfa tokoferol grubunda MDA seviyesi

Grup I-R+ | Konsantrasyon (nmolM DA/mg retina
alfa o Ortalama deger
tokoferol yas agirhig)
1 33
2 3.16
3 3.14
4 3.27
5 3.16 3.21
6 3.02
7 3.54
8 2.95
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a. kontrol grubu
b. I-R grubu

c. I-R+gama tokoferol grubu
d. I-R+vitamin E-TPGS grubu

e. I-R +alfa tokoferol grubu.

ort.deg. :Ortalama deger.

RYA

: Retina Yag Agirlik

MDA ort.deg.:3.25 nmolIMDA/mg RYA
MDA ort.deg.:3.95 nmolIMDA/mg RYA
MDA ort.deg.:3.32 nmolMDA/mg RYA
MDA ort.deg.:3.41 nmolMDA/mg RYA
MDA ort.deg.:3.21 nmoIMDA/mg RYA
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GSH sonuglar1 SPSS istatistik programina gore degrlendirilmigtir. Kontrol
grubunun retina dokusunda GSH diizeyi 1.54 um/mg, I-R grubunda 1.03pm/mg, 1-

R+gama tokoferol grubunda 1pum/mg, i-R+alfa tokoferol grubunda 1.8 um/mg ve I-R+

vitamin E -TPGS grubunda 1.72pum/mg retina yas agirlig olarak olgiilmistiir (Tablo-
1,2,3,4,5).

Retina dokusundaki MDA diizeyleri de GSH diizeylerinin 6lgiimlerinin yapildigi
SPSS istatistik programina gére yapilmistir.Kontrol grubunun retina dokusunda MDA
diizeyi 3.25 nmol/mg, I-R grubunun retina dokusunda MDA diizeyi 3.95 nmol/mg, i-
R+gama. tokoferol grubunun retina dokusunda MDA diizeyi 3.32 nmol/mg, I-R+alfa
tokoferol grubunun retina dokusunda MDA diizeyi 3.21 nmol/mg ve I-R+vitamin E-
TPGS grubunun retina dokusunda MDA diizeyi 3.41 nmol/mg retina yas agirlig: olarak
Olgiilmiigtiir (Tablo-6,7,8,9,10).

Kobay retina dokularindaki MDA degerleri, gama tokoferol ve vitamin E-TPGS
uygulanan iskemi-reperfiizyonlu (i-R) kobaylarda kontrol grubuna gore kismen artig
gostermigtir. Antioksidan uygulanmayip i-R’ ye maruz birakilan kobaylarda ise MDA
degeri belirgin bir diizeyde artig gostermistir. Alfa tokoferol uygulanan grupta MDA
degeri ise kontrol grubuna gore ¢ok az digme gostermistir.

Kobay retina dokularindaki GSH degerleri ise alfa tokoferol ve vitamin E-TPGS
uygulanan iskemi-reperfiizyonlu (I-R) gruplarda kontrol ve I-R gruplarina gore artis
gosterdigi tespit edilmistir.Gama tokoferol uygulanan iskemi-reperfiizyonlu grubun
GSH degerleri ise I-R grubuna yakin olarak bulunmustur.

Sonug olarak antioksidan madde kullanilan gruplarda MDA miktan iskemi-
reperfuzyon uygulamp antioksidan madde kullamlmayan gruba gére belirgin diizeyde

diistiigii deneylerle saptanmugtir.
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6. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Glutatyonun Istatistiksel Analizi
Gruplar arasindaki farklilik Kruskal-Wallis testi ile istatistiksel olarak
degerlendirilmis ve sonugta 5 grup arasinda anlamli farklihiklar gériilmiigtiir (p<0.0001).
Gruplar arasinda mukayese ise Mann Whitney testi yapilarak belirlenmistir.
Buna gore;
e Kontrol ile I-R gruplar arasinda anlamh bir farkhiltk goriilmiistir
(p<0.0001).
e Kontrol ile alfa tokoferol gruplari arasinda 6nemli bir farkhilik gériilmemigtir
(P>0.05).
o Koﬁtrol ile gama tokoferol gruplan arasinda bir farkhlik goriilmistiir
(p<0.001).
e Kontrol ile vitamin E-TPGS gruplari arasinda onemli bir farkhilik
gorilmemigtir (p>0.05).

Malondialdehitin Istatistiksel Analizi
Gruplar arasindaki farklilik Kruskal-Wallis testi ile istatistiksel olarak
degerlendirilmis ve sonugta 5 grup arasinda anlamli farkliliklar gorilmistiir (p<0.0001).

Gruplar arasinda mukayese ise Mann Whitney testi yapilarak belirlenmigtir.

Buna gore;

¢ Kontrol ile I-R gruplar arasinda anlaml: bir farkhilik gérilmistiir
(p<0.001).

* Kontrol ile alfa tokoferol gruplar1 arasinda 6nemli bir farklilik gériilmemistir
(P>0.005).

e Kontrol ile gama tokoferol gruplari arasinda  onemli bir farklilik
goriilmemistir (p>0.005).

e Kontrol ile vitamin E-TPGS gruplari arasinda anlamli bir farklilik
gorilmistir (p>0.01).
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7. TARTISMA

Serbesr radikaller son halkalarinda egslesmemigbir elektron bulunduran
molekiillerdir ve viicutta normal metabolik stiregler sirasinda olugabilecekleri gibi
birgok patolojik olay sirasinda da olugabilmektedirler.Serbest radikaller biyomolekﬁlleri
okside edip doku yaralanmasi ve hiicre oliimiine yol agarlar.Serbest radikallerin
hiicresel kaynaklari,rol aldikalri reaksiyonlar ve serbest radikallere kargt antioksidan
savunma mekanizmalarimin agiga kavugmasiyla bugiin bilinmeyen bir ¢ok olayin

patojenezi aydinlatilabilmektedir ( Cheeseman and Slater,1993).

Bu caligmadan kobay retinalarina uygulanan iskemi ve reperfiizyon ile serbest
radikallerin  olusjumu  amaglanmugtir Bilindigi  gibi  serbest radikaller lipit
peroksidasyonunu - baslatmaktadir Lipit peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA
bilesigi retina dokusunda ne derecede serbest radikaller olusturdugumuzun bir

gostergesi olmustur.

Serbest radikaller son derece reaktif olup ¢ok kisa oOmiirliidiirler. Serbest
radikalleri dogrudan 6lgmek zor oldugundan bunlarin dolayli gostergesi olan yikim
triinlerinin Slgtilmesi sik bagvurulan bir yontemdir. Bu radikallerin en onemli etkisinin
poliansatiire yag asitlerinin peroksidosyonu oldugu kabul edilmektedir. Bu sekilde
olusan lipit peroksitleri kolaylikla yikilarak, en &nemlisi MDA olan reaktif karbon
bilegiklerini meydana getirirler. Lipit peroksidasyonu sonucu agiga ¢ikan iiriinler,
membran permeabilitesini Onemli olgiide etkilemektedir. Peroksidasyonda olusan
malondialdehit, membran molekiillerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna sebep
olur. Bu olayda deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre membran
bilegenlerinin agregasyonu gibi membran 6zelliklerini degistirir. Bu etkiler MDA’ nin
ni¢in mutajenik, genotoksik ve karsinojenik oldugunu agiklar (Akkus, 1995; Cheeseman
and Slater, 1993).

Gozde lipit peroksidasyonuna kargi birgok savunma mekanizmalarimin oldugu
gosterilmigtir. Siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz gibi enzimler ile
askorbat, karotenoidler, vitamin E gibi antioksidanlar gozde yiiksek konsantrasyonlarda

bulunmaktadir (Baybek, 1997; Braquet and Doly, 1986).
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Lipit peroksidasyonu poliansatiire yaglarin oksidatif hasarintn bir sonucu oldugu
iyi bilinmektedir.Retinanin ozellikle fotoreseptor tabakasi( sensoriyal retina) yiiksek
konsantrasyonda doymamis yag asitleri bulundurmaktadir. Dokozahekzanoik asit
fotoreseptor membrammnin  baglica fosfolipiti olarak bilinmektedir ve lipit
peroksidasyonuna oldukg¢a yatkindir.Oksijen bakimindan retina olduk¢a zengin bir
dokudur.Isiga karsida duyarli olan bu dokunun lipit peroksidasyonuna maruz kalma
riski yiiksektir( Baybek,1997;Braquet and Doly,1986). Birgok ¢alismada asirt oksijenin
151810 ve radrasyonun lipit peroksidasyonunu baglatarak , retinada hiicresel elemanlarin

hasarina yol agtigi tespit edilmistir (Kagan,et al., 1973)

Bizim ¢aligmamizda da iskemi-reperfiizyon olusturulmus kobay retinalarinda
lipit peroksidasyon drinii olan MDA degerlerine bakilarak retina lipit

peroksidasyonunda gok anlamli gekilde artis oldugu saptanmstir.

Vitamin E, serbest radikallerin sebep oldugu hasarlarda merkezi rol
oynamaktadir. Bu vitaminin, retina pigment epitelinde 1s13a maruz kalmaktan dolay:
olusan hasarin azaltilmasinda etkili oldugu tespit edilmistir. (Wiegand, et al., 1986; Katz
and Robinson , 1987). Uzun siireli vitamin E eksikligi retinal degredasyonuna sebep
olabilmektedir (Bron, et al., 1995).

Serbest radikaller, birgok metabolik olayda devamli olarak iiretilirken rediikte
glutatyon ve vitamin E gibi antioksidanlar tarafindan hizla ortamdan uzaklastirilirlar.
Ozellikle iskemik dokularda vitamin E konsantrasyonu diisiik olarak tespit edilmistir
(Wolff, 1993).

Caliymamizda etkili bir antioksidan olan vitamin E formlart kullanilmistir.
Kobay retina dokusunda MDA ve GSH diizeylerine bakilarak anlamli sonuglar elde
edilmigtir. Antioksidan (vitamin E formlari) uygulanmayan i-R grubunda MDA degeri
arttig1 halde alfa tokoferol, gama tokoferol ve vitamin E-TPGS uygulanan gruplarda
belirgin bir sekilde diigtiigi saptanmugtir. Alfa takoferol, gama tokoferol ve vitamin E-
TPGS gruplarindaki MDA degerleri kontrol grubunda saptanan MDA degerine yakinlik
gosterdigi gozlemlenmigtir. Bununla birlikte alfa tokoferol ve vitamin E-TPGS

uygulanan gruplarda GSH degerleri kontrol, I-R ve gama tokoferol uygulanan gruplara
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gore yiiksek bulunmugtur. Gama tokoferol grubunda GSH degeri, I-R grubuna yakinlik
gosterdigi, kontrol grubundan ise daha diisik degerde oldugu tespit edilmigtir. Boylece
bu ¢aligmanin da amacina uygun olarak vitamin E formlarinin iskemi ve reperfiizyona

maruz kalmig kobay retinalarinda ne derece etkili oldugu tespit edilmistir.

Sonug olarak, iskemi ve reperfiizyon olusturulmus kobay retinalarinda lipit
peroksidasyon diizeyinin ¢ok anlamli bir sekilde arttig1 saptanmistir. Antioksidan etkisi
bilinen vitamin E uygulanmasi, retinadaki lipit peroksidasyonunu anlamli bir sekilde
dustirmigtir.Cok giiglit  bir antioksidan olan vitamin E iskemi-reperfiizyon ile
olusturulan serbest radikallerin sebeb oldugu retina degredasyonunu ©6nlemede

kullanilabilecegini diiginmekteyiz.
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