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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

SICANLARDA VALPROIK ASID ILE OLUSTURULAN

LENS HASARINA ALFA LiPOIK ASIiDIN ETKIiLERI

Yesim OZTAYLAN

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

Damisman : Prof. Dr. Refiye YANARDAG

Valproik asit (VPA), migren, bipolar bozukluklar ve epileptik hastaliklarin tedavisinde yaygin
olarak kullanilan bir ilagtir. Valproik asidin uzun siireli kullanimi sonucunda, pankreatit,
karaciger toksisitesi, deri dokiintiisii ve titreme gibi yan etkilerin ortaya ¢iktig1 literatiirde
belirtilmistir. VPA, serbest radikal liretimini arttirmasi nedeniyle doku ve organlarda hasara yol
acar. Alfa lipoik asit (ALA) serbest radikallerin etkilerini onleyen gii¢lii bir antioksidan
maddedir. Reaktif oksijen tiirlerini baskilayarak oksidatif stresi engellemektedir. Bu ¢aligmanin
amaci, siganlarda valproik asit ile olusturulan lens hasarina karsi alfa lipoik asidin koruyucu
etkilerini arastirmaktir. Caligmamizda sicanlar dort gruba ayrildi: Kontrol grubu, ALA verilen
grup (50 mg/kg), VPA verilen grup (0.5 g/kg), VPA+ALA verilen grup (ayn1 doz ve siirede).
Sicanlara VPA uygulanmasindan bir sat once ALA verildi. ALA ve VPA siganlara 15 giin
boyunca uygulandi. 16. giinde sicanlar sakrifiye edilerek lens 6rnekleri alindi. Hazirlanan lens
homojenizatlarinda VPA uygulanan grupta glutatyon seviyeleri ile glutatyon-S-transferaz

aktiviteleri azalirken, lipid peroksidasyonu seviyeleri, siiperoksid dismutaz, glutatyon

Xi



peroksidaz, glutatyon rediiktaz, aldoz rediiktaz, sorbitol dehidrojenaz aktiviteleri ile protein
karbonil seviyeleri arttt. ALA uygulanmasi ile bu degerler tersine ¢evrildi. Calismamizdan elde
edilen sonuglara gore, alfa lipoik asidin valproik asit ile olusturulan lens hasarma karsi

koruyucu etki gosterdigi sonucuna varildi.
Haziran 2019, 88 sayfa.

Anahtar kelimeler: Epilepsi, valproik asit, alfa lipoik asit, lens.
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SUMMARY
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Valproic acid (VPA) is a drug widely used in the treatment of migraine, bipolar disorders and
epileptic diseases. As a result of long-term use of valproic acid, side effects such as pancreatitis,
liver toxicity, skin rash and tremors are reported in the literatures. VPA increases the production
of free radicals, causing damage to tissues and organs. Alpha lipoic acid (ALA) is a potent
antioxidant that inhibits the effects of free radicals. It inhibits oxidative stress by suppressing
reactive oxygen species. The aim of this study was to investigate the protective effects of alpha
lipoic acid against valproic acid-induced lens damage in rats. In our study, rats were divided
into four groups: the control group, the ALA-treated group (50 mg / kg), the VPA-treated group
(0.5 g/ kg), the VPA + ALA group (at the same dose and duration). The rats were given ALA
prior to administration of VPA. ALA and VPA were administered to rats for 15 days. On day
16 rats were sacrificed and lens samples were taken. In the VPA treated lens homogenates,
glutathione levels and glutathione-S-transferase activities decreased. Lipid peroxidation levels,
superoxide dismutase, glutathione peroxidase, glutathione reductase, aldose reductase, sorbitol
dehydrogenase activities and protein carbonyl levels increased. These values were reversed
upon administration of ALA. According to the results of our study, it was concluded that alpha
lipoic acid had a protective effect against valproic acid-induced lens damage.
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1. GIRIS

Epilepsi, beyindeki artmis ndronal uyarilabilirlik nedeniyle (néronal hiperekstabilite) ortaya
cikan klinik bir durumdur. Epileptik ndbet epilepsinin 6zgiil klinik belirtisidir ve serebral
korteksteki noron topluluklarinin artmis, hizli ve yerel elektriksel bosalimlarindan kaynaklanir

(Yilmaz ve dig., 2000).

Valproik asit (VPA) 2-propil pentanoik ya da dipropil asetik asit olarak da anilan, sekiz
karbonlu basit dall1 zincirli karbosiklik bir asittir (Burton, 1882 ; Kusunoki ve dig., 1988). VPA,
epilepsi tedavisinde en fazla kullanilan, genis spektrumlu antiepileptik ilagtan biridir (Shorvon
ve dig. 2004). Epilepsi tedavisi disinda duygu bozuklugu, bipolar ve sizofrenik diizensizliklerin
kontrol altina alinmasi, ndropatik acilarin yok edilmesi ve migren tedavisinde de kullanilir
(Gram ve Bentsen, 1985). VPA’nin en fazla rastlanilan yan etkileri bulanti, kusma ve
hazimsizlik gibi mide bagirsak sistemi sorunlardir (Kayaalp ve Dalkara, 2000). Dozla iligkili

olarak tremor goriilebilir. En 6nemli yan etkisi hepatoksisitedir.

Serbest radikaller; son yoriingelerinde ortaklanmamis elektrona sahip atom veya atom
gruplaridir. Bu eslesmemis elektron, serbest radikal molekiiliiniin kararsiz yapida olmasina
neden olur. Elektronunu baska bir elektronla eslestirerek kararli yapr kazanabilir. Bu nedenle
serbest radikalin kimyasal aktivite potansiyeli yiiksektir. Bu oksidan {iriinlerin arttig1
durumlarda hedef molekiiller olan membran yapisindaki fosfolipidler, glikolipidler, membran
proteinleri ve doymamis yag asitleri oksidatif strese maruz kalirlar. Sonugta metabolik

bozukluklar, hiicre hasarina ve hatta 6liime yol agarlar (Gutteridge ve Halliwell, 1991).

Serbest radikallerin meydana getirdigi zararl etkilere kars1 viicudumuzda koruyucu sistemler
vardir. Bu sistemlerden bazilar1 serbest radikal olusumunu, bazilari ise meydana gelmis serbest
radikallerin zararl etkilerini onlemektedir. Bu zararh etkileri engelleyen maddelere genel
olarak antioksidanlar denir. Antioksidan maddeler, serbest radikal olusumunu engelleyerek,
olustuklarinda onlar1 yok ederek, radikalleri kendilerine baglayip reaksiyon zincirini kirarak,

okside olarak zarar gérmiis hiicresel yapilar1 onararak etki gosterirler (Zhang ve dig., 2005).

Alfa lipoik asit (ALA) serbest radikallerin hasarin1 dnleyen gii¢lii bir antioksidan maddedir
(Karaca, 2009). Serbest oksijen, siiperoksit, peroksit ve hidroksil radikalleri, hipoklorit ve



peroksinitrit gibi serbest radikalleri giderme aktivitesine sahip olan ALA suda ve yagda
¢oziinebilen bir antioksidandir (Karaca, 2007). Mitokondrisi bol olan dokularda fazla miktarda
bulunur. Mitokondri enzimlerinin kofaktériidiir. Insanlarda alfa lipoik asit enerji olusumunu
iceren ¢esitli a-keto asit dehidrojenazlarin bir pargasidir (Karaca, 2007). Metalleri selatlama
yetenekleri sayesinde viicut i¢in oldukga tehlikeli olan mangan, ¢inko, bakir, kursun gibi toksik

metalleri yakalar, baglar ve notralize eder (Maczurek ve dig., 2008).

Oksidatif stres, serbest radikaller ile bu radikalleri etkisiz hale getiren antioksidan sistem
arasindaki dengenin bozulmasi sonucu meydana gelir (Sies, 1991). Oksidatif stres pek ¢ok
hastaligin meydana gelmesine yol acar. Cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglarin
olusturdugu yan etkiler organizmada c¢esitli dokularda reaktif oksijen molekiillerinin
olugmasina neden olur. Bu reaktif oksijen molekiillerinin olusturdugu oksidatif hasar lensin
yapisini bozar. Organizmada bulunan antioksidan sistemler serbest radikallerin olusturdugu

hasara kars1 lensi korurlar (Keklik¢i ve dig., 2008; Taysi ve dig., 2011).

Antiepileptik bir ilag olan VPA’nin norolojik, hematolojik, gastrointestinal ve ireme sistemleri
tizerine etkilerinin olmasi ve alfa lipoik asidin ise antioksidan ve serbest radikal giderici olmasi
nedeniyle bu calismada, VPA ile olusturulan lens hasarina kars1 bir antioksidan aktiviteye sahip
olan alfa lipoik asidin koruyucu etkilerinin olup olmadigi biyokimyasal yontemler ile

arastirilmagstir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. LENS
2.1.1. Lensin Yapisi

Lens, bikonveks yapiya sahip, irisin arkasinda ve vitrenin Oniinde bulunan, 6zel bigimde
diferansiye olmus epitel kitlesinden meydana gelen saydam bir mercektir (Sekil 2.1.). Zoniiler
lifleri ile siliyer cisme bagh olarak bulunur. Pupilla {izerinden goze giren 15181 kirar ve retina
tizerinde toplar. Siliyer cisim, zoniiller ve lens arasindaki bir mekanizma ile 15181n retina
tizerinde odaklanmasi olay1 gerceklesir. Isigin odaklama giicii lens yaslandik¢a azalir (Miller,

1989; Bengisu, 1990; Apaydin, 2001).

Lens’in 6n yiizii arka yiiziine gore daha diiz bir yapiya sahiptir. On yiiziin tepe noktasina &n
kutup, arka yiizlin tepe noktasina ise arka kutup adi verilir. Lensin 6n ve arka kutuplarinin
ortasindan gecen ve bu iki kutbu birlestiren hayali ¢izgiye optik aks ad1 verilir. Lensin 6n ve
arka yliziinlin birlestigi, lensi boyuna ¢evreleyen birlesim yerine ise ekvator denir. Lensin en
genis cevresi ekvator olup kutup aks: ile ekvator aks1 birbirine diktir (Tamgelik ve Ozcetin,
2004). Lens yasam boyunca biiylimeyi siirdiirlir. Yeni doganda ekvatoryal uzunluk yaklasik
olarak 6.4 mm, 6n- arka uzunluk 3.5 mm, agirlik 90 mg’dir. Adoélesan dénemde ise ekvatoryal
uzunluk 9 mm’ye, 6n-arka uzunluk 4-4.5 mm’ye ulasirken, agirlik yaklasik olarak 255 mg
degerindedir. Ileriki dénemlerde ekvatoryal ¢ap dengede iken, on-arka aksta kalinlasma

meydana gelir (Karel ve Aslan, 2010).

Saydam bir doku olan lensin baslica islevleri saydamligini korumak, 15181 kirmak ve
akomodasyonu saglamaktir. Fetal gelisimden sonra innervasyonu ve kan dolagimi yoktur, bu
donemden sonra metabolik gereksinimlerin tamami hiimor akozden saglanir (O’Dwyer, 2008-
2009). Damar ve sinir dokusu bulunmayan lens, kapsiil, epitel ve lif hiicrelerinden olusmustur

(Savasli, 2005).
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Sekil 2.1: Goziin yapisi (Glindogan, 2018).

2.1.1.1. Kapsiil

Kapsiil, elastik ve seffaf bazal bir zar olup, lensin ana elemanlar epitel hiicreleri ve fibrilleri
sarar. Viicudumuzdaki diger temel zarlardan farki siirekli olarak kalinlagmasi ve viicudumuzun
en kalin temel zar1 olmasidir (Demir, 2012). Kapsiil kalinligi yas ve bulunulan yere gore
degisim gosterir. Kapsiil kalinlig1 yasa bagli olarak artmaktadir. Kapsiiliin en kalin yeri ekvatora
yakin kismidir ve kalinligr 23 mikrondur. Buna karsilik 4 mikron boyutundaki arka kutupdaki
yer en ince kismidir. Lens kapsiilii yapisal olarak temel membrana benzer. Lens kapsiiliiniin dig
kismi aseliiler elastik zar ile sarilmistir. Bu aseliiler zar sayesinde lens seklinin korunmasi
saglanir ve kii¢iikk molekiillerin gegisine izin verilir (Snell ve Lemp, 1989; Olivero ve Furcht,
1996).

Kapsiil, lensi enfeksiyoz bakteri ve viriislere karst korumaktadir. Lens kapsiilii lens i¢in bir
destekten daha fazlasini saglar. Epitel hiicreleri ve fibril hiicreleri i¢in i¢erdigi baglanti noktalari
ile lens hiicrelerinin yasamasi, diferansiasyonu ve migrasyonu gerceklesir. Ayrica lens kapsiilii
salgilanan biiylime faktorleri i¢in rezervuar gorevi gormektedir. Bu biiyiime faktorlerinin

serbest birakilmasi ve aktivasyonu hiicrelerin diferansiasyonunu uyarir (Danysh ve Duncan,
2009).



2.1.1.2. Epitel

Epitel 6n kapsiil altinda tek sira halinde ekvatora kadar uzanmaktadir. Boyutlar1 10x15 mikron
olan bu hiicreler kiip seklindedir. Temel yiizleri 6n kapsiile sikica yapismis, 6n yiizleri ise yeni
meydana gelen fibriller ile komsuluk yapar (Lo ve Harding, 1983; Kuzsak ve Brown, 1994).
Lensin enerji ihtiyaci lens epiteli tarafindan ATP yapimu ile karsilanir. Mitotik olan epitel
hiicrelerinde, lensin 6n kapsiiliiniin preekvatoryal bolgesini ¢evreleyen germinatif zon bolgesi
mitoz aktivitenin en yogun oldugu yerdir (Demir, 2012). Cekirdek ve sitoplazmik organellere
sahip olan epitel hiicreleri fonksiyonel olarak iki kisma ayrilmaktadirlar. Aktif olarak boliinerek
lens fibrillerine farklilasan hiicreler ekvatorda bulunurlar. Béliinmeyen epitel hiicreleri ise akz

ile lens arasinda madde aligverisini saglayarak kapsiiler materyali salgilar (Tuzcu, 2000).

2000 dolayinda kiip seklinde tek katli hiicrelerden olusan epitel hiicreleri, sadece mercegin 6n
orta kisminda bu sekillerini korurlar. Ekvatora yaklastik¢a uzunlamasina biiyiiyerek ince uzun
bir lif seklini alirlar ve ekvatoru dolanarak lens icine girerler. Lens lifine doniisen hiicrelerde
cekirdek, mitokondri ve ribozom gibi organeller yok olur. Lens lif {iretimi siirekli devam
ederken yeni olusan lifler eskilerini distan sararak sayilari 2000-3000°1 bulan lamelleri meydana
getirir (Bengisu, 1990).

2.1.1.3. Lens Lifleri

Lensin ana yap1 elemanlarindan olan lens fibrilleri, ekvator ¢evresinde bulunan ve bdliinme
ozelligine sahip lens epitel hiicrelerinden olusurlar. Bu epitel hiicreleri seksen y1l boyunca 200
milyon lens fibrili tiretir. Lens vezikiiliinden intrauterin hayatin ilk 3 ayinda gelisen birincil lens
liflerinin etrafini saran ikincil lens lifleri, doguma kadar fetal ¢ekirdegi meydana getirir. Lifler
on kisimda Y arka kisimda ise ters Y seklinde birleserek siitiir ad1 verilen yapilar olusturur. 8
ay boyunca kiire seklinde olan lens zamanla yassilagir. Embriyonik ¢ekirdekte siitiir yap1 soz
konusu degildir. Fetal zamana kadar ti¢ dalli olan siitiir yapisi orta yaslara gelindiginde yirmi
dala ulagir. Meydana gelen dallanma yeni bir lens lif katmanini ifade eder. Kapsiile en yakin
paketler halinde bulunan hiicreler geng ve yeni olusan hiicrelerdir (Snell ve Lemp, 1989;
Tamgelik ve Ozgetin, 2004). Geng lif hiicrelerinin sitoplazma ve g¢ekirdekleri belirgin iken
merkeze dogru ilerledik¢e c¢ekirdek ve mitokondri gibi normal organelleri kaybolmaktadir.
Merkezde bulunan yasl lifler ise geng lif hiicrelerine gére daha koyu renkte goriliirler. Katlar

arasindaki optik yogunluktan dolay1 farkli optik bolgeler ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar fetal,



yetiskin ¢ekirdekler, embriyoner, medikal ve kabuk olarak ayirt edilir (Bengisu, 1990; Arinct
ve Elhan, 1997; Karel ve Aslan, 2010).

2.1.1.4. Lens Zoniilleri (Zinn Lifleri)

Lensin yerinde durmasini saglayan lens ekvatoru ile siliyer cisim arasinda bulunan ince liflerdir.
Siliyer cisimden ¢ikan lens lifleri, lens ekvatorunda kapsiile tutunurlar (Basmak, 2005).
Zoniiller lifler ile kirpiksi kaslara bagl olan lens, kirpiksi kasin gérme sirasinda kasilmasi ile
kalinlasir ve kiriciligr artar (Cakinel, 1992). Yakindaki cisimlerin net goriilebilmesi i¢in lensin

kiriciliginin artmasina akomodasyon (uyum) denir (Yildirim, 1996).
2.1.2. Lensin Biyokimyasi
2.1.2.1. Lens Elektrolitleri

Lens seffafliginin devami agisindan elektrolit ve su dengesi son derece onemlidir. Ciinkii

hiicresel hidrasyonon bozulmasi lens opaklagsmasina sebebiyet vermektedir.

Akoz hiimor ve vitreustan farkli olarak lens, daha fazla potasyum iyonu ve amino asit igerir.
Sodyum iyonu, klor iyonu ve su igerigi ise g¢evresindeki yapilarda oldugundan daha az
miktardadir. Hiicre zarinin gecirgenlik 6zelliklerine ve sodyum pompasi aktivitesine bagl
olarak katyon dengesinin korunmasi gerceklesir. Sodyum pompasi mekanizmasinin ¢aligmast
Na'/K*-ATPaz enzimi tarafindan kontrol edilir ve ATP parcalanmasi ile olusur. Epitel
hiicrelerinde ¢ok aktif olan bu pompa ile Na* digar1 atilirken K* lens i¢ine alinir. Na*/K*-ATPaz
enzimi kullanilarak 3 Na*” u disar1 atip 2 K™ u igeri almak i¢in 1 mol ATP harcanir. Lens epitel
hiicreleri ve yiizeysel kortikal lif hiicreleri Na*/K*-ATPaz aktivitesinin en yogun oldugu
bolgelerdir. Na*/K*-ATPaz enziminin inhibe olmasi katyon dengesini bozarak lensin su
iceriginin artmasina neden olmaktadir. Bunun sonucunda osmotik denge bozulur ve lens siser.

Lens iyon dengesizligi ortaya ¢ikarak lensin seffafligi kaybolur.

Lensin pompala-sizdir sistemi aktif tasima ile hiicre zar1 gegirgenligi kombinasyonundan
olusur. Pompala-sizdir teorisine gore potasyum ve amino asit gibi ¢esitli molekiiller lensin 6n
boliimiine akoz hiimorden epitel hiicreleri araciligiyla alinir. Daha sonra ise pasif difiizyon ile

lensin arka boéliimiine tasinmaktadir. Lens igerigindeki pasif difiizyonun cogu hiicreler



arasindaki diisiik direngli gap junctionlar (gecit bolgesi) ile gergeklesmektedir. Sodyum

lyonunun taginmasi ise bunun tam tersi bir mekanizma ile gerceklesir.

Hiicre zar1 boyunca tek tarafli elektrolit dagiliminin olmasi, lens i¢i ve dist arasinda elektriksel
potansiyel fark olusturmaktadir. Lens i¢i yaklasik -70 milivolt olup elektronegatiftir. Lensin 6n

ve arka tarafi arasinda -23 milivoltluk potansiyel fark mevcuttur.

Kalsiyum hemostazi da lens igin ¢ok 6nemli olup Ca?*-ATPaz ile hiicre i¢i ve dis1 arasindaki
kalsiyum konsantrasyon farkinin olugmasi saglanir. Kalsiyum hemostazinin bozulmasi; yiiksek
kalsiyum seviyesi nedeniyle glukoz metabolizmasinin bozulmasi, yiiksek molekiiler agirlikta
protein agregatlari olusumu, yikici proteaz aktivasyonu gibi negatif degisikliklere neden olarak
lens metabolizmasina zarar verebilir. Ca?', lenste membran gegirgenligi, membran

proteinlerinin organizasyonu, protein sentezi ve lens proteinlerinin ¢ozliniirliigl lizerinde

etkilidir.

Lens beslenmesi agisindan hiicre zar1 gegirgenligi ve aktif tasinmasi1 6nemlidir. Lens epitelinde
amino asitlerin lens i¢ine alinmasi, sodyum pompalarinin olusturdugu konsantrasyon farki ile
aktif tasinmayla gerceklesir. Glukozun lens i¢ine alinmasi ise direkt olarak aktif taginmanin rol

oynamadigi kolaylastirilmis difiizyon ile saglanir (Uguz, 1993; O’Dwyer, 2008-2009).
2.1.2.2. Lens Proteinleri

Organizmada en yiiksek oranda protein iceren organ lenstir. Total agirhigmin yaklasik %
33’linii protein olusturmaktadir. Lensin seffafliginin ve kirillganhiginin yiiksek olmasini

saglamak, lens proteinlerinin en 6nemli gérevidir (Bengisu, 1990).

Lens, su veya serum fizyolojik ile homojenize edildikten sonra santrifiij islemine tabi tutulursa,
proteinlerin % 85’1 siipernatantta, % 15’1 ise ¢okeltide kalir. Slipernatantta kalan proteinler suda
¢oziinebilen proteinlerdir ve kristalinler olarak adlandirilirlar. Kristalinler ise alfa kristalin (%
30), beta kristalin (% 55) ve gama kristalin (% 15) olarak molekiil agirliklarina gore
smiflandirilmislardir. Cokeltide bulunan proteinler ise suda ¢dziinemeyen proteinlerdir ve
albuminoidler olarak adlandirilirlar. Hiicre iskeleti ve membran proteinleri bu tip protein
sinifin1 olusturur. Albuminoidler de kendi aralarinda lirede ¢6ziinen proteinler ve ¢éziinmeyen

proteinler olmak {izere iki sinifa ayrilmaktadirlar. Coziinmeyen proteinlerin biiylik bir kismi



lens c¢ekirdeginde bulunurken, ¢o6ziinebilen proteinlerin ¢ogu ise lens korteksinde

bulunmaktadir (Davson, 1990; Siitpak, 2007).

Alfa kristalinler ¢dziiniir proteinler i¢inde en yiiksek molekiil agirligina sahip olup, molekiil
agirliklar1 60-400 kDa arasinda degismektedir (Dilley ve Harding, 1975). Embriyonik lens
proteini olarak da bilinen alfa kristalinler dogumdan 6nce olusarak yasam boyunca varliklarini
stirdiiriirler. Genglerde alfa kristalin miktar1 kortekste en yiiksek degerde olup, albuminoid
miktari ise niikleusta yiiksektir. Yaglandik¢a albuminoidlerin miktar: artarken, alfa kristalinler
azalir. llerleyen yasla birlikte suda ¢dziinmeyen protein oranimin artmasi agregatlarin
olugmasina neden olmaktadir. Sonug¢ olarak 1s1in daha ¢ok sagilmasina sebebiyet veren lens
opasitleri meydana gelir. Lensin toplam protein miktarinda zamanla azalma gerceklesir. Yas
ilerledik¢e polipeptidlerde bozulma, erime ve siilfidril gruplarinda azalma goriiliir. Bunun

sonucunda ise lens seffafligini kaybetmektedir (O’Dwyer, 2008-2009; Karel ve Aslan, 2010)

Coziinilir lens proteinlerinin en biiylik kismini1 beta kristalinler olusturmaktadir. Molekiil
agirliklar1 20- 40 kDa arasinda degisen beta kristalinler, oksidasyonlara hassas olmalari
nedeniyle agregat olusturmaya meyillidirler. Embriyonik dénemde beta kristalinler, alfa
kristalinlere gore daha az oranda bulunurken, dogumdan sonra miktarlari artmaktadir. En diistik
molekiil agirligina sahip olan gama kristalinlerin molekiil agirlig1 ise 20 kDa civarindadir. Tek
bir polipeptid zincirinden olusan gama kristalinler lens ¢ekirdeginde kapsiile oranla daha fazla

bulunurlar. Gama kristalinler lens epitelinde bulunmamaktadir (Davson, 1990).
2.1.2.3. Lens Lipidleri

Lensin kuru agirliginin % 3-5°1 lipitlerden olusturmaktadir. Lens lipidlerinin ¢ogu hiicre zariyla
ilgili olduklari igin, bunlar bir protein-lipid kompleksi halinde bulunurlar. Insan lensindeki
lipidlerin yaklasik % 50’si kolesterolden, % 45’1 fosfolipidlerden, % 5°1 ise glikosfingolipidler
ve seramidlerden olusur. Lens lif membraninin ana bileseni olan lipidlerin sentezinde meydana
gelen azalma veya yikimlarinda gergeklesen bir bozulma lif membranlarinda tahribata neden
olmaktadir. Bu tahribat, lensin transport mekanizmalarinin bozulmasina yol agarak

opaklasmaya neden olur (Cotlier, 1987).



2.1.2.4. Lens Glukoz Metabolizmast

Glukozun lens icine girisi insiiline bagli olmayip, lense kamaralar sivisindan diflizyonla

girmektedir. Lense giren glukoz 4 temel yolla metabolize olur (Sekil 2.2.).
Sorbitol «— Glukoz —— Glukonik Asit— Laktik Asit
Fruktoz Glukoz-6- fosfat —>6-fosfo-glukonik asit

l

Fruktoz-6-fosfat Pentoz fosfat yolu

Glikoliz

T

Krebs Siklusu « Piruvik asit == Laktik asit

Sekil 2.2: Lenste glukoz metabolizmast.

e Glikolitik yol
e Krebs siklusu ( Sitrik asit siklusu )
e Heksoz monofosfat (Pentoz monofosfat) yolu

e Sorbitol yolu

Hiimor akozden lens igine basit difiizyon ve kolaylastirilmis difiizyon yoluyla alinan glikozun
biiyiikk kismi hekzokinaz enzimiyle glukoz-6-fosfata doniisiir. Glikoliz diizeyi hekzokinaz
miktarina baghdir. Yaglilikta, hekzokinaz enziminin azalmasi nedeniyle enerji liretimi de
azalmaktadir. Bunun sonucu olarak elektrolit metabolizmasinin kontrolii gii¢lesir. Lens damar
sisteminden yoksun olup, oksijeni kamaralar sivisindan almasi1 nedeniyle oksijen miktart diger
organlar kadar fazla degildir. Bu nedenle lensin metabolik enerji ihtiyaci en fazla glikoliz
yoluyla (% 80) karsilanir. Bu yolda her bir glukoz molekiiliinden 2 ATP olusmaktadir.

Glikolizle elde edilen enerji, makromolekiillerin sentezi, transport olaylar1 ve elektrolit dengesi
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gibi baz1 fizyolojik 6zelliklerin korunmasinda, glutatyon ve proteinlerin sentezinde
kullanilmaktadir. Glikolizin son triinleri laktik asit, CO2 ve H20’ dur. Laktik asit, kamaralar
stvisina diffiize olarak buradan sirkiilasyon sivisi ile uzaklagtirilir (Uguz,1993; Pinar, 2015).
Epitelde meydana gelen krebs dongiisiinde, glikoliz sonucu meydana gelen Glikoliz sonucu
olusan laktik asidin biiyiik bir kullanilmaktadir. Krebs dongiisii ile enerji tiretimi epitelle sinirlt
olup lenste toplam glukozun yalnizca % 3'i krebs dongiisii araciligi ile kullanilir. Lensteki
toplam enerji gereksiniminin % 25'i buradan elde edilmektedir (Suryanarayana ve dig., 2005;
Raju ve dig., 20006).

Lens glikozunun % 5’1 pentoz fosfat yoluna girer. Bu yol daha ¢ok artmis glikoz diizeylerinde
uyarilmaktadir. Lenste oldukca aktif olan bu yolda ATP iiretilmez fakat nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH) olusumu gergeklesir. Lenste NADPH, glutatyon rediiktaz ve aldoz
rediiktaz enzimlerinin aktivasyonu i¢in gereklidir. Glukoz metabolizmasinin bagka bir yolu olan

sorbitol yolunda anahtar enzim olarak aldoz rediiktaz gorev alir (Uguz,1993; Pinar, 2015).

Lensteki glukoz miktarinin %S5°1 ise sorbitol yoluna girmektedir. Aldoz rediiktaz enziminin
aktive olmasiyla glukozun bir kismi sorbitole dontisiir. Olusan sorbitol, dehidrojenaz enzimi
ile fruktoza doniisiir. Lens glukozunun asiri olustugu durumlarda, olusan glikoliz son
riinlerinin fed-bek etkisi ile anaerobik glikoliz durdurularak, glukozun aldoz reduktaz enzimi
ile sorbitole doniigiimii saglanir. Bu durum gecirgenligi sorbitole az olan lenste sorbitol
birikimine neden olur. Miktar artan sorbitol osmotik basinci arttirarak su alimina neden olur
ve bunun sonucunda liflerde sisme, lens yapisinda degisim ve matlagma meydana gelir (Hatemi
ve dig., 1983; Suyadal, 2007; Pinar, 2015).

2.1.2.5. Lenste Oksidan ve Antioksidan Faktorler

Lensin normal hiicresel metabolik aktivitesi nedeniyle veya gilinesten yayilan radyan
(elektromanyetik) enerji gibi dis etkenler sonucu serbest radikaller olusur. Yiiksek reaktif
kapasiteye sahip bu serbest radikaller, lens liflerinde hasara yol agabilmektedir. Ayrica serbest
radikaller lens opasifikasyonunun nedenlerinden biri olarak goriilmektedir. Lipit
peroksidasyonu ger¢eklesirken, okside edici ajan araciligiyla hidrojen atomu ¢ikartilarak,
doymus yag asitleri radikal yag asitlerine doniisiir. Radikal yag asidinin ise molekiiler oksijene

baglanmasi sonucu lipid peroksi radikali olusur. Bu zincirleme reaksiyon sirasinda, lipid
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peroksi (LOOH) meydana gelir. LOOH, daha sonra malondialdehit (MDA) ad1 verilen gapraz

bag olusturan bir ajana doniismektedir.

Lens icerisinde ve gevresinde oksijen basinci diistiktiir. Bu nedenle serbest radikaller molekiiler
oksijen yerine daha c¢ok diger molekiiller ile reaksiyona girmektedir. Serbest radikaller
nedeniyle DNA kolayca zarar gormektedir. Lensteki hasarin bir kismi1 tamir edilebilirken bir
kismi tamir edilemez. Korteksteki proteinler ve hiicre zari lipidleri de serbest radikaller
nedeniyle zarar goriir. Zamanla artan bu zarar1 tamir edecek bir mekanizma bulunmamaktadir.
Serbest radikaller, protein sentezinin yliriitilemedigi lens liflerinde lipid ve proteinlerin
polimerizasyonuna ve capraz baglarin olusmasina yol agmaktadir. Bunun sonucunda ise

lensteki suda ¢oziinmeyen protein igerigi artar (O’Dwyer, 2008-2009).

Lens i¢in oksidasyon-rediiksiyon mekanizmalarinin 6énemi biiyliktiir. Oksidatif hasar birgok
molekiiler degisiklige yol acarak katarakt gelisimine neden olur. Glutatyon bu hasardan
korunmada ¢ok onemli bir rol oynar. Lens i¢indeki glutatyonun yaklagik tamami rediikte
formda (GSH) bulunmaktadir. Glutatyon, proteinlerdeki tiyol gruplarinin korunmasinda,
disiilfit baglar1 arasindaki protein agregasyonunun onlenmesinde ve normal katyon transportu
icin gerekli olan siilthidril gruplarmin korumasinda gorev alir. Insan ve deneysel katarakt
tiplerinde glutatyon diizeyi belirgin olarak azalmaktadir. Oksidatif hasara kars1 lens savunmasiz
kalir. Glutatyon lensin major antioksidan1 olup H20. ve organik peroksitleri, glutatyon
peroksidaz enzimini kofaktor olarak rol aldigi reaksiyonlarla detoksifiye ederek etki gosterir.
Lenste ayrica siliperoksit dismutaz (SOD) enzimi de bulunmaktadir. Normal lenste yiiksek
konsantrasyonda bulunan SOD, kataraktoz lenslerde diisiik konsantrasyonda bulunur (Borazan,
2003).

2.2. EPILEPSI
2.2.1. Epilepsinin Tanim

Epileptik kriz, bir kisim serebral sinir hiicresinin ani, anormal ve asir1 bosalimina bagli olarak
gecici belirti ve/veya bulgularin ortaya ¢ikmasi olayidir (Fisher ve dig., 2005). Travma, ates
gibi tetikleyici sebepler olmadan iki veya daha fazla epileptik nobetin meydana gelmesi epilepsi
olarak tanimlanmaktadir (Aysun, 1994; Bebin ve Neurol, 2002). Epilepsi, primer veya
sekonder artmis noronal uyarilabilirlik nedeniyle beynin gri maddesinde ani, diizensiz ve yogun

elektrik desarji sonucu ortaya ¢ikarak, motor, duysal, otonom, bilissel veya afektif bilesenlerden
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olusan, biling diizeyinde bozulmanin eslik edebildigi beyin fonksiyonlarinda gegici ve
yineleyici bozukluklara neden olur (Adams ve dig., 2001). Giiniimiizde kullandigimiz epilepsi
eski Yunanca’da “epilambanein” kelimesinden gelmektedir (Eskazan, 2008). Giinliik dilimizde
ise epilepsi karsilig1 olarak Arapga kokenli ‘sara’ sozciigii kullanilmaktadir ve ‘yere serme’

anlamina gelmektedir (Yeni ve Bora, 2013).
2.2.2. Epilepsinin Tarihcesi

Tarihsel verilere gore, bir hastalik belirtisi olarak epileptik fenomenler ve oOzellikle de
jeneralize nobetler oldukga eski donemlerden beri, ¢esitli toplumlarca fark edilmistir (Eskazan,
2008). Epilepsi ile ilgili elde edilen en eski kayitlar Mezopotamya uygarligina aittir. Babil krali
Hammurabi nin yasalarinda (M.O. 1750) ‘Eger satin alian erkek ya da kadin bir kélede, bir ay
geemeden bennu hastalig1 ortaya g¢ikarsa, koleyi alan kisi saticisina geri verecek ve ddenmis
olan paray1 geri alacaktir.” denilmektedir. O donemde ‘bennu’ sdzcligli epilepsi sozciigiiniin
karsilig1 olarak kullanilmaktadir (Yeni ve Bora, 2013). Epilepsiden ilk olarak klasik Cin
kitaplarinda M.O. 770-221 yillar1 arasinda bahsedilmistir. M.O. 460 yilinda Hipokrat, epilepsi
ile ilgili ilk monograf olan kitabinda hastaligin beyin merkezli oldugunu belirtmis ve epilepsiyi
ilk kez bir beyin hastalig1 olarak tanimlamaistir. Epilepsinin tanimlanmasi ve gelismesi yoniinde

gelismeler 16.yy’dan sonra olmaya baslamistir (Goldenson, 1997; Atagiin, 2016).

Beyindeki elektriksel desarjlarm epilepsi nobetlerine neden oldugunu 1849 yilinda Irlandal
doktor Robert Bently Todd ileri siirmiistiir. ilk kez 1875 yilinda Richerd Caton tarafindan
hayvan beyninde elektriksel akimin varlig1 gosterilmistir. John Hughlings Jackson hastalarin
ayrintili incelenmesi sonucu epilepsi nobetlerinin anlasilmasini kolaylastirmis ve epilepsiyi
“noronlarda ara sira meydana gelen diizensiz ve asirt bosalimi” seklinde XIX. yiiz yilin
sonlarinda tarif etmistir. Ilk etkili ilag tedavisi 1912 yilinda fenobarbital olarak bulunmustur.
Epilepsi pratigi ve arastirmalarinda 6nemli bir yeri olan elektroensaflografi (EEG) 1929°da
Hans Berger tarafindan gelistirilmistir. 1937°de ise fenitoinin bulunmasi1 6nemli basamaklardan
biridir. Gowers’in epilepsi nobetlerini siniflandirma caligmalar1 ise ¢agdas siniflandirmanin
baslangicidir. Yapilan bu ve buna benzer ¢alismalar epilepsi lizerindeki sir perdesini yavasca
aralayarak Hipokrat'in 2400 yil 6nce yaptigi agiklamalar1 dogrulamaya baslamistir (Yeni ve
Bora, 2013; Atagiin, 2016).
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2.2.3. Epilepsinin Patofizyolojisi

Hayvan ve insanlar lizerinde yapilan deneysel arastirmalarda, kortikal sinir hiicrelerinin zar
potansiyellerinde ve ateslenme sekillerinde ndbet Oncesi gergeklesen bazi yapiya oOzel
bozukluklar belirlenmistir. Paroksizmal depolarizasyon kaymast (PDK) ad1 verilen bu olayda,
zar1 notralize eden postsinaptik potansiyel anormal sekilde uzar. PDK’nin, uyarici
norotransmitterler olan glutamik asit ve aspartik asit ile inhibitér nérotransmitter olan gama-
aminobutirat sistemleri arasindaki istikrarsizliktan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Merkezi
sinir sisteminde denge halinde bulunan eksitator ve inhibitor aktiviteyi diizenleyen sistemlerden
ilkinde artma, ikincisinde azalma sonucu néronal uyarilabilirlik artar. Ayrica paroksizmal
depolarizasyon kaymasinin ortaya ¢ikmasinda, membranlarda bulunan iyon kanallarindaki
bozukluklarin da etkili oldugu ileri stiriilmektedir. Noronlarda eksitasyon, membranin Na* ve
Ca""a, inhibisyon ise CI" ve K™a gegirgenliginin artmasi ile gergeklesir. Bu bilgilere ragmen,
EEG’de rastlanan anormal ritmlerin fizyolojik temeli ve ndbet aktivitesine neden olan
hipersenkronizasyondan sorumlu mekanizmalar heniiz tam anlamiyla ac¢iklanamamaktadir

(Dam, 1990; Aminoff, 1992; Niedermeyer ve Lpoes da Silva, 1993; Kayaalp, 1994; Fish, 2002).

Epileptik nobet gergeklesirken, beyindeki néronlarin hipersenkron ve tekrarlayici aktivasyonu
meydana gelir. Odaksal kortikal bir kriz aktivitesinin gerg¢eklesebilmesi igin, ilgili sinir
hiicrelerinde Oncelikle hipereksitabilite ve senkronizasyon olmak tizere 2 fizyopatolojik
Ozelligin birarada olmas1 gerekir. Eksitasyon alanini c¢evreleyen inhibitér ndronlarin

inaktivasyonu ile nobet aktivasyonunun yayilmasi meydana gelir (Aminoff, 1992).

Nobetle birlikte gerceklesen anormal desarjlarin fizyolojisi hakkinda bilgiye sahip olunmasina
karsin, epileptogenezin hiicresel mekanizmalarinda bilinmeyenler olduk¢a fazladir.
Membranda i¢ ve dis yiik farkliliginin kararsizligina yol agan primer bir néronal membran
defekti tizerinde durulmaktadir. Bu mekanizmalar potasyum aktariminda eksiklik, voltaja
hassas kalsiyum kanallarinda bozukluk veya ATP bagimli iyon transportunda defekt seklinde
Ozetlenebilir (Dam, 1990).

2.2.4. Epilepsinin Insidansi

Epilepsi insidansi; gelismis iilkelerde yilda 100.000°de 40-70 iken, az gelismis tlkelerde
100.000’de 100-190 olarak bildirilmistir (Sander ve Shorvon, 1996). Gelismekte olan tilkelerde

epilepsi insidansinin daha yliksek olmasinda dogum travmasi, kafa travmasi, saglik
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hizmetlerine kisith erisim gibi faktorler rol oynamaktadir. Hijyen kosullarinin yetersizligi,
merkezi sinir sistemini etkileyen ve ndbetlere yol agan enfeksiydz hastaliklarin sik gériilmesine
neden olur. (De Bittencourt ve dig. 1996). Alkol ve madde bagimlilig1 gibi epilepsiye dolayli
yoldan neden olan sosyal hastaliklarin riski gelismekte olan tilkelerde daha yiiksektir (Bradley
ve dig., 2008).

Dogumdan sonraki ilk birka¢ ayda insidans en yiiksek degerindedir. Erigskin yasamda insidans
daha diisiik olup stabil bir seyir izler. Yaslanma ile birlikte ise insidans yeniden artar. Epilepsi,
hastalarin % 50-60’mnda 16 yasindan once ortaya g¢ikar. Kirk yasin altinda epilepsili yeni
olgularin ortalama % 50’si parsiyel, % 50’si jeneralize kaynaklidir. Kirk yas sonrasinda ise
parsiyel epilepsilerin dagilimi % 75’lere ulasir. Caligmalar aras1 farkliliklar gostermekle birlikte

erkeklerde epilepsi goriilme orani kadinlara gore 1-2.4 kat daha fazladir (Ertem, 2012).
2.2.5. Epilepsinin Tedavisi

Ketojenik diyet, ilag tedavisi, cerrahi tedavi ve vagal stimiilasyon gibi yontemler epilepsi
tedavisinde kullanilmaktadir. Epilepsinin tedavi siirecinde hastaligin psikolojik, sosyal ve
egitim yoni de ele alinmalidir (Tirkdogan, 2006). Epilepside ilk olarak nobetleri tetikleyen
nedenlerin belirlenmesi ve eger varsa bu nedenlerin ortadan kaldirilmasi gerekmektedir.
Boylece ila¢ tedavisine bagvurulmadan, nobetin gergeklesmesini tetikleyen etkenlerden uzak
durulmasi yeterli olabilmektedir. Hastanin tedavi yontemine karar verirken, yontem ve ilag
sec¢imi, tedavinin sonlandirilmasinin hastaya getirecegi etkiler ile olusturacagi gecici veya kalici

hasarla ve tedavinin yan etkileri dikkate alinmalidir (Aicardi ve dig., 2007).

Antiepileptik ilaglar (AEI), epilepsili hastalarda en sik kullanilan tedavi ydntemidir. Ancak
antiepileptik ilac tedavisi, hastaligin nedenini ortadan kaldiramadig1 ve epilepsinin ilerlemesini
durduramadigi gibi riskli kisilerde epilepsi gelismesini de 6nleyememektedir. Antiepileptik
ilaglarla tedavi, yalnizca epileptik nobetlerin tekrarlamasini 6nlemektedir (Schachter, 2002).
Biitiin AEI’lerin potansiyel baz1 yan etkileri bulunmaktadir ve tedavideki en énemli amaglardan
biri ilacin yol a¢tig1 bu istenmeyen etkileri olusturmaksizin nobetleri kontrol altina almaktir.
Bu nedenle ilaglarin kullanilma endikasyonlar1 dikkatle hesap edilmelidir (Aicardi ve
dig.,2007).

Antiepileptik ila¢ tedavisine baslamak icin ilk sart, epilepsi tanisinin yeterince giivenilir

olmasidir. Bunun i¢in, 6ncelikle hastanin gecirdigi nébetin veya ndbetlerin epileptik oldugunun
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dogrulanmasi gerekir. Eger ndbetlerin epileptik oldugu kanisina varilmis ise ‘akut semptomatik
nobetlere’ neden olabilecek bir akut beyin etkilenmesinin olmadigimnin belirlenmesi
gerekmektedir. Tedaviye baslanmasi i¢in ikinci 6nemli nokta ise, ilk kez epileptik ndbet
geciren bir kisinin yeniden ndbet gecirme olasiliginin degerlendirilmesidir. Cesitli
arastirmalarda ilk ndbetten sonra ikinci bir nobet gecirme riski, % 27-81 arasinda degisim
gostermektedir. Parsiyel nobet, norolojik muayenede fokal bulgu saptanmasi veya EEG’de
epileptiform anormalliklerin bulunmasi tekrar ndbet gegirme riskini gdsteren etmenlerdir. Tlk
krizden sonra epilepsinin tedavisine AEI ile baglamilip baslanilmayacagi konusunda doktorlarin
ortak bir karar1 bulunmamaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’nde genellikle ilk nébetten sonra
AEIl tedavisine baslanmaktadir. Avrupa’da ise ¢ogunlukla ikinci ndbetin gerceklesmesini
beklemek tercih edilmektedir. Nitekim ikinci nobetten sonra tekrar ndbet gegirme olasiligi cok
daha yiiksektir. (Hauser ve dig., 1998). Iki veya daha fazla uyarilmamus epileptik nobet gecirmis
bireylerde, tekrar meydana gelebilecek ndbeti engellemek amaciyla antiepileptik ilag
tedavisinin uygulanmasi genel kabul gérmektedir (Deckers ve dig., 2003). Genellikle epilepsi
tedavisinin altin standard olarak tek ilagla tedavi kabul edilmektedir. Ancak ikili tedavinin, tek
ilagla tedaviden daha fazla yan etkisi bulunmadigini bildiren yayinlar bulunmaktadir (Deckers

ve dig., 2003).

Epilepsili hastalarin cogunda, belli bir siire tedavi gerceklestikten sonra kalic1 bir diizelme
goriilmektedir. Antiepileptik ilaclarin yan etkileri nedeniyle, boyle bir durumda tedaviyi devam
ettirmek risklidir ve tedavinin kesilmesi uygun bir se¢cimdir. Ancak antiepileptik ilag¢ tedavisi
yavasca kesilen hastalarin hemen hemen yarisinda nobetler tekrarlarken, antiepileptik ilag
tedavisini siirdiirenlerin yalnizca dortte birinde ndbetler tekrar etmektedir (Berg ve Shinnar,
1994). Antiepileptik ila¢ tedavisinin durdurulmasi, epilepsinin uzun siireli prognozunu
degistirmez. Ancak ndbet gecirme riski, antiepileptik ilag kesildikten sonraki 1-2 yil igerisinde
artar (Chadwick ve dig., 1996). Ozellikle parsiyel ndbet gegiren ve anormal EEG’li cocuklarda
antiepileptik ilagla tedaviyi kesmeden 6nce en az iki yil ndbet gecirmemesini beklemek daha
dogrudur (Sirven ve dig., 2001). Antiepileptik ilag tedavisini keserken, ndbetlerin tekrarlama
riski konusunda doktorun hastay1 bilgilendirmesi bilyiik 6nem tasir. Direngli epilepsilerde AEI
disinda cerrahi tedavi, ketojenik diyet ve vagus sinir uyarimi gibi alternatif tedavi yontemleri

uygulanabilmektedir (Erdem ve dig., 2002).
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2.2.6. Epilepsinin Tedavisinde Kullanilan flaclar

Ideal bir antiepileptik ilacin, emiliminin tasiyiciya bagli olmamasi, plazma proteinlerine yiiksek
oranda baglanmamasi, metabolizmaya ugramamasi, ila¢ etkilesimlerinin olmamasi, yan
etkilerinin az olmas1 ve belirli bir epileptik sendrom i¢in etkili oldugunun kanitlanmis olmasi

istenen temel 6zellikleridir (Berkovic, 2005; Onat ve Eskazan, 2008).
Antiepileptik ilaglarin baslica etki mekanizmalari:

1. Sinir zarlarinda mevcut olan voltaja bagl sodyum kanallarini kapatarak, yiiksek frekansl
tekrarlayict aksiyon potansiyellerinin ateslenmesine engel olanlar: KBZ (Karbamazepin),
PHT (difenil hidantoin), LTG(Lamotrijin), OXC (Oksokarbazepin), VPA (Valproik asit)
(Macdonald, 1989).

2. Gama-aminobiitirat’a bagimli inhibisyonun aktif bolge disinda bir yere baglanmasi yoluyla
arttirilmasini saglayanlar: PB (fenobarbital), BZD (Benzodiyazepin), TPM (topiramat)
(Macdonald, 1989).

3. Noronlarda mevcut kalsiyum kanallar1 sinir hiicrelerinde genis bir alana yayilmistir. Bu
kanallar Na, P ve Q tipi seklinde ayrilarak sinir sonlanmalarindaki ndrotransmitter
salmimin gergeklestirirler. Jeneralize absans tipi epilepsinin olusumunda talamusta mevcut
T-tipi kalsiyum kanalinin rol aldig: diistintilmektedir. T tipi kalsiyum kanalin1 etosiiksimid
gibi antiepileptiklerin etkileyerek nobeti engelledigi savunulmaktadir (Deckers ve dig.,
2003).

4. Gama amino biitirat transaminaz inhibisyonu: Vigabatrin (VGB) gama amino biitiratin
analogudur ve gama amino biitirat transaminaz enzimini geri doniisiimsiiz olarak inhibe
etmektedir (Bora ve Taskapilioglu, 2003).

5. Eksitator amino asit olan glutamatik asit reseptoriinii engelleyerek veya direkt olarak
glutamatik asidin salinimini inhibe ederek etki edenler: Topiramat (TPM) , Lamotrijin
(LTG) (Deckers ve dig., 2003).

6. Sinaptik vezikiil proteinine baglanarak etki edenler: Levatirasetam’in presinaptik diizeyde
sinaptik vezikiil proteini olan SV2A’ya spesifik olarak baglanarak, bu proteinin ekzositoz

islevini modiile ettigi diisiiniilmektedir (Goodman ve Gilman, 2001).
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2.3. VALPROIK ASIT

Valproik asit (VPA) B. S. Burton tarafindan 1882 yilinda sentezlenmis, Kimyasal yap1 olarak
2-propil pentanoik ya da dipropil asetik asit olarak da isimlendirilmis, sekiz karbonlu basit dalli
zincirli bir karboksilik asittir. (Burton, 1882 ; Kusunoki ve dig., 1988) (Sekil 2.3). VPA, epilepsi
tedavisinde en fazla kullanilan, genis spektrumlu AEI’den biridir. (Shorvon ve dig. 2004). 1963
yilina kadar antiepileptik Ozelliginden bahsedilmemistir (Grant and Barot, 1975). Pierre
Eymard’in diger bazi bilesikleri ¢6zmek amaci ile bu ilact kullanmasiyla, antikonviilzan
ozelligi tesadiifen bulunmustur (Brodie ve dig., 2007). VPA, antiepileptik etkisini temel olarak
beyinde GABA diizeyini artirarak gostermektedir. Ayrica voltaj bagimli sodyum ve kalsiyum
kanallarini da etkiledigi bilinmektedir (Onat ve Eskazan, 2008; Panayiotopoulos, 2009).

CHy = G, CH2\ 0

V.
I

/ OH
CH; == CH, = CH,

Sekil 2.3: Valproik asit.

2.3.1. Valproik Asidin Farmakokinetik Ozellikleri

Agizdan alindiktan sonra tamamina yakini (% 95-100) hizla emilir. Plazmada tepe
konsantrasyonuna, sodyum tuzu ortalama 1.5 saat, asit sekli 2 saat, enterik kapli tabletler ise 4-
8 saat sonunda ulasmaktadir. Yemekten sonra alinmasi etkisini degistirmez fakat emilimini
geciktirir. Plazma proteinlerine baglanma orani konsantrasyonla iliskili olup, yaklasik % 90
oraninda baglanma gergeklesmektedir. Valproik asidin yaklasik % 3-4 kadari metabolize
olmadan idrarla atilmaktadir. Geri kalani ise karacigerde aktif metabolitlere dontistiiriildiikten
sonra atilir. Eriskinde eliminasyon yarilanma 6mrii ortalama 12 saattir. Tedaviye baslandiktan
dort giin sonra kararli duruma ulasir. Yaklasik % 95 oraninda karaciger uridin difosfat
glukuronosiltransferaz (UGT) enzimi ile organizmada kullanilmaktadir (Onat ve Eskazan,
2008; Panayiotopoulos, 2009).
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VPA’nin plazma terap6tik araligi genellikle 50-100 mcg/mL arasindadir. Eriskinlerdeki dozu
giinde 500-3000 mg, ¢ocuklarda kg bagina 10-40 mg’dir. 100 mcg/mL nin istiinde genellikle
tremor gibi yan etkiler ortaya ¢ikmaktadir. Anne kanindan plasenta araciligiyla yiiksek oranda
fetiise gecer. Ayrica anne siitiine de %2-5 oraninda gectigi belirtilmistir. Karaciger hastaligi

olanlarda VPA kullanimi 6nerilmemektedir (Simsek, 2014).
2.3.2. Valproik Asidin Yan Etkileri

VPA’nin en fazla goriilen yan etkileri hazimsizlik, bulanti1 ve kusma gibi mide barsak sistemi
sorunlardir. Bulanti ve kusmaya VPA’nin mideye olan dogrudan etkisinin neden oldugu
diistiniilmektedir. Bu etkiler ilacin dozunun azaltilmasi, tok karnina kullanilmasi ve enterik
kaplh sekilde alinmasi ile 6nlenmektedir. Yan etkilerin azaltilmasi amaciyla ilaca diisiik dozla

baslanip, doz yavas yavas arttirilmalidir (Kayaalp ve Dalkara, 2000).

Dozla iligkili olarak titreme goriilebilir. Titreme olay1r doz ayarlamasi ile kaybolmaktadir.
Ozellikle yiiksek dozlarda kullanilmas1 halinde 6grenmede giigliik, bellekte zayiflama meydana
gelebilir. Hiperaktivite, yorgunluk, depresyon goriilebilir. Sedasyon yapabilecegi gibi

uykusuzluga da neden olabilmektedir.

VPA’nin en 6nemli yan etkisi hepatoksisitedir. Nadir olarak ciddi hepatoksisiteye yol acar ve
3 yasin altinda 1/600 oraninda goriilmektedir. VPA tedavisi uygulanan hastalarin %15-30’unda
ise karaciger fonksiyon testlerinde gecici artis izlenmektedir. Hepatoksisite iki farkli tipte
goriliir. Daha fazla goriilen hepatoksisite gecicidir, doza baghdir ve karaciger enzimlerinde
asemptomatik artis gozlenir. Nadir goriilen hepatoksisite ise agir seyreder, ila¢ dozuna bagh
degildir ve semptomatik hepatit izlenir. Sik rastlanan hepatoksisite genellikle tedavinin ilk 3
aymda goriilmektedir. Aspartat transaminaz (AST) ve alanin transaminaz (ALT) aktivitesi
dozun azaltilmasi ile azalmaktadir. Hatta doz azaltilmadan tedaviye devam edilmesi halinde de
kendiliginden diisme gdzlenmektedir. Ikinci tip hepatoksisite ise nadir de olsa &liimciil
seyredebilmektedir. Iki yasin altinda olanlarda ve farkli ilaglar1 kullanmakta olan hastalarda bu
risk yliksektir. Belirli araliklarla 6zellikle tedavinin ilk 6 ayinda daha fazla olmak {izere,

karaciger fonksiyon testlerinin yapilmasi onerilmektedir.

VPA, karacigerde CoA’ya baglanarak yag asitlerinin beta oksidasyonunu inhibe etmekte ve
ketoasidoza neden olabilmektedir. Yine karacigerde iire siklus enzim eksikligi olanlarda, iire

sentezini engelleyerek amonyak diizeyinde artmaya (hiperamonyemi) neden olabilmekte ve
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bunun sonucunda 6liimciil olabilen ensefalopati goriilebilmektedir. Karaciger yaglanmasi ile
syreden Reye sendromuna benzer klinik tablo en korkulan yan etkisdir. Mitokondriyal enzim
eksikligi olan hastalarda bu risk olduk¢a fazladir. Bu nedenle iki yasin altinda &zellikle

metabolik hastalik riski tagiyan ¢ocuklarda kullanilmamalidir.

Trombositopeniye ve kanama—pihtilasma testlerinde bozulmaya yol agabilme ihtimaline karsi,
belirli ~araliklarla trombosit saymmi  Onerilmektedir. Ozellikle cerrahi miidahale
gerceklestirilecek VPA kullanan hastalarda, miidahale 6ncesinde kanama-pihtilasma testleri

mutlaka incelenmelidir.

VPA hastalarda kilo artisina neden olabilmektedir. Adolesan kiz hastalarda polikistik over
gelisimi gozlenebilir (Herranz ve dig., 1988; Kayaalp ve Dalkara, 2000; Onat ve Eskazan, 2008;
Panayiotopoulos, 2009).

2.4. SERBEST RADIKALLER VE ANTIOKSIDANLAR
2.4.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller son yoriingelerinde ortaklanmamis bir elektrona sahip atom ya da
molekiillerdir (Del Maestro, 1980; Kehrer and Smith, 1994). Yiik acisindan pozitif yiikli,
negatif yiiklii veya ndtral olabilirler. Son derece reaktif molekiillerdir. Serbest radikallerin
yasam slirelerinin oldukca kisa olmasiyla birlikte, olusum hiz1 ile ortadan kaldirilma hizi
arasindaki denge saglandigi siirece organizma bundan etkilenmemektedir. Oksidan miktarinin
arttig1 ya da antioksidan miktarinin yetersiz oldugu durumlarda viicut oksidatif strese maruz
kalir. Buna bagli olarak da, hiicresel metabolizmanin isleyisi bozulmus olur. Oksidatif stresin
sonucunda karaciger, beyin, kalp, bobrek, mide, akciger gibi ¢ogu yasamsal dneme sahip
organlarda hasar meydana gelir (Halliwell, 1994; Akkus, 1995; Kiling ve Kiling, 2002).

Biyolojik sistemlerde meydana gelen radikaller icerisinde oksijenden olusan serbest radikaller,
biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikallerdir. Oksijen tiirevi serbest radikaller disinda,
organizmada daha az olarak karbon ve kiikiirt kaynakli radikaller de olugmaktadir (Girotti,
1998; Carr ve Frei, 1999; Halliwell, 1994). Reaktif oksijen tiirleri (ROS), oksijen radikallerini
ve oksitleyici ajanlar1 kolaylikla radikal haline doniistiirebilen, radikal ve radikal olmayan

oksijen bilesikleri iceren kompleks bir tanimdir. Reaktif nitrojen tiirleri (RNS) ise nitrik oksit
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(NO), azot dioksit (NO2) ve radikal olmayan azot bilesikleri i¢ceren kompleks bir tanimdir
(Bottje ve dig., 1995; Haklar ve dig., 1999) (Tablo 2.1).

Tablo 2.1: Reaktif oksijen ve azot tiirleri (Halliwell, 2005).

Reaktif oksijen tuirleri

Radikaller Radikal olmayanlar
0, Superoksit H,0, Hidrojen peroksit
OH- Hidroksil HOCI- Hipoklorik asit
RO, Peroksil O; Ozon
RO Alkoksil 19, Singlet oksijen
HO,  Hidroperoksil ONOO" Peroksinitrit

Reaktif azot turleri

Radikal olmayanlar

ONOO"  Peroksinitrit
ROONO Alkil peroksinitrit

Radikaller N,O; Dinitrojen trioksit
NO: Nitrik oksit N,O, Dinitrojen tetraoksit
. . . HNO, Nitroz asit
NO,  Nitrojen dioksit NO,* Nitronyum anyonu
NO- Nitroksil anyonu
NO* Nitroksil katyonu
NO,CI Nitril kloride

Serbest oksijen reaktiflerinin eksojen ve endojen olmak {iizere iki 6nemli kaynagi vardir.
Ekzojen radikal kaynaklar1 alkol, uyusturucu gibi bagisiklik yapan maddeler, radyasyon, hava
kirliligi, pestisitler, solventler, anestezik maddeler, aromatik hidrokarbonlar, sigara ve
antineoplastiklerdir. Mitokondrial elektron transport sistemi, iskemi, travma, intoksikasyona
bagl oksidatif stres durumlari, peroksizom enzimleri, tiyoller, katekolaminler, hidrokinonlar,
flavinler, tetrahidroproteinler, endoplazmik retikulum ve nukleus membranindaki elektron
transport sistemleri, NADPH oksidaz, lipooksijenaz, prostaglandin sentetaz gibi hiicre igi

enzimler de endojen radikal kaynaklarindandir (Cam, 2007).
2.4.2. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, serbest radikaller ile bu radikalleri etkisiz hale getiren antioksidan sistem
arasindaki dengenin bozulmasi sonucu meydana gelir (Sies, 1991). Dogal bir siire¢ olan

oksidatif stresi kontrol altinda tutan 6zellesmis mekanizmalar mevcuttur. Bu mekanizmalarin



21

yetersiz kaldig1 durumlarda oksidatif hasar olugsmaktadir (Floyd, 1992). Asir1 olusan oksidatif

stres proteinler, lipidler ve DNA {izerinde zararl etkiler yaratir (Johansen ve dig., 2005).

Oksidatif stres; ateroskleroz ve buna bagli kalp hastaliklari, kanser, astim, romatoid artrit,
diabetes mellitus, alzheimer, parkinson gibi ndrodejeneratif hastaliklarin ve psoriyazis gibi

kronik inflamatuar hastaliklarin olusumuna ve yaslanmaya neden olmaktadir (Sies ve dig.,

1992).

Tablo 2.2: Oksidatif stres siiregleri, olusan iiriinler ve patolojik etkileri (Floyd, 1990).

Oksidatif Siirec Uriinler Olasi Patolojik Etkileri
Lipid Membran yapi degisiklikleri Membran enzim aktivitelerinde degisiklik yapar.
peroksidasyonu Lipofuskin Yaglanmaya neden olur.
Malondialdehit Niikleik asit ve proteinler ile reaksiyona girer,
4-Hidroksinoenal mutajenik olabilir.
LDL reaksiyona girer ve ateroskleroza neden olur.
Protein oksidasyonu | Genel protein oksidasyonu Yaslanmaya neden olur.
Okside olmus inaktif enzimler | Felg meydana gelmesine neden olur.
(glutamin sentetaz) Ateroskleroza neden olur.
Okside LDL Proteazin aktive olmasina yol agarak akciger
Okside al-proteaZ lnhlbltor odemine yol acar.
Niikleik Asit Kirilmis zincir Mutaganezi destekler.
oksidasyonu Degismis bazlar Mutajeniktir ve karsinogenezi destekler.

8-hidroksiguanin
5-hidroksimetil urasil
Timin glikol

2.4.3. Antioksidanlar

Organizmada serbest radikal olusumunu ve serbest radikallerin zararlh etkilerini onleyen
koruyucu mekanizmalara antioksidanlar denir (Tablo 2.3). Antioksidanlar, radikalleri
kendilerine baglayarak reaksiyon zincirini kirar ve okside olarak zarar gérmiis hiicresel yapilari
onarirlar (Day ve Thopson, 1984 ; Chesnut ve dig., 1993 ; DeLa Cruz ve dig., 1998 ; Zhang ve
dig., 2005). Antioksidan molekiiller dort farkli sekilde savunma gosterirler:

1. Toplayici etki: Radikalleri tutar veya daha az reaktif olan farkli bir molekiile cevirirler.
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2. Bastiric1 etki: Serbest oksijen radikallerine hidrojen aktararak aktivitelerini azaltir veya

inaktif sekle doniistiirtirler.
3. Zincir kiricr etki: Radikalleri baglayarak zincir reaksiyonlarini kirarlar.

4. Onarici etki: Serbest radikallerin olusturdugu hasari onarirlar. (Shahidi, 1996).

Tablo 2.3: Onemli antioksidanlar ve doku lokalizasyonlar1 (Mates ve dig., 1999).

1.ENZIMATIK

DOKU LOKALIiZASYONU

-SOD

Mitokondri ve Sitozol

-GSH redoks sistemi
GSH-peroksidaz
GSH-rediiktaz

Sitozol ve mitokondri
Sitozol ve mitokondri

-Katalaz

Peroksizomlar

2.NON-ENZIMATIK

a)Yagda Coziinenler

E vitamini

Membranlar ve ekstraseliiler s1vi

B-Karoten Membranlar
Ubiquinol Mitokondri
b)Suda Coziinenler

C vitamini Intraseliiler ve ekstraseliiler sivida yaygin
Glutatyon Intraseliiler
Urik asit Genel dagilimh
Albiimine bagh bilirubin Plazma
c)Demir ve Bakir Baglayan Proteinler

Albumin Plazma
Transferrin Plazma
Seriiloplazmin Plazma

2.4.3.1. Enzimatik Antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD), metalloprotein yapisinda olup siiperoksit radikalini hidrojen
perokside doniistiiren dismutasyon reaksiyonunda gorevli bir enzimdir. SOD enziminin
fizyolojik Onemi; siiperoksit radikallerinin zararli etkilerine karst oksijeni metabolize eden
hiicreleri koruyarak lipid peroksidasyonunun baglamasini 6nlemektir. Reaktif oksijen tiirlerine
kars1 organizmada enzimatik yolun ilk savunmasini SOD olusturur. SOD’nin, katalaz ve
glutatyon peroksidazdan farki serbest radikali substrat olarak kullanmasidir (Gaeta ve dig.,

2002).
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SOD
20, 4+ 2H" —> H»0,+ O»

Katalaz (CAT), hidrojen peroksidi molekiiler oksijen ve suya katalizleyen hemoproteindir.

Hidrojen peroksidin diisiik yogunlukta oldugu durumlarda peroksidatik reaksiyon (1) ile,
yiiksek yogunlukta oldugu durumlarda ise katalitik reaksiyon (II) ile etki gosterir (Sun ve dig.,
2000).

CAT
HxO2+AH, — 2HO+A (1)

CAT
2H0, — 2H,0 + O» ()

Glutatyon Peroksidaz (GPx), prostetik grup olarak selenyum tasiyan bir metalloenzimdir. H20>
ve lipid peroksidlerin indirgenmis GSH ile reaksiyona girerek, su ve ylikseltgenmis GSH

olugsmasini katalizler (Paglia ve Valentine, 1967).

GPx
2GSH + H,O, — GSSG +2H;0

GPx
2GSH + ROOH — GSSG + H20 + ROH

Glutatyon rediiktaz (GR), okside glutatyonu NADPH kullanarak yeniden rediikte glutatyona
dontistiiriir (Urso ve Clarkson, 2003).

GR
GSSG + NADPH + H" —> 2GSH + NADP"

2.4.3.2. Nonenzimatik Antioksidanlar

Vitamin E, peroksit ve hidroperoksitleri hidrojen iyonlar1 ile doyurarak peroksit radikallerinin

etkisini azaltir. Lipid peroksit zincirini kirarak lipid peroksidasyonu tepkimelerini engeller. Zar
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fosfolipidlerinde bulunan arasidonik aside baglanir ve kendi baslattig1 reaksiyon ile bir radikale

(A") donitiserek peroksidasyon zincir reaksiyonunu durdurur (Pieri ve Recchioni, 1994).
ROO" (lipid peroski radikali) + AH — ROOH + A"
ROO * A° — ROOA

B-karoten, A vitamininin metabolik 6n maddesidir. Siiperoksit radikalini temizler, singlet
oksijeni bastirir ve peroksit radikalleriyle etkileserek antioksidan gorevi goriir. LDL yapisinda

bulunur ve LDL’ yi oksidasyona kars1 korur (Miller ve dig., 1996).

Ubikinonlarin indirgenmis hali olan ubikinoller etkili antioksidanlardir. Ubikinon-10 (Koenzim
Q) insanlarda bulunan temel ubikinondur ve temel gorevi solunum zincirinde redoks
tagtyiciligidir. Lipid peroksidasyonunu ve biyomolekiillerin hasar gérmesini, oksijen kaynakl

radikaller ve singlet oksijen ile etkilesime girerek engeller (Senyelli, 1999).

C Vitamini (Askorbik Asit), siiperoksit, hidroksil radikalleri ve singlet oksijen ile reaksiyona
girerek, onlar1 etkisiz hale getirir. Radikalleri temizleyerek lipid peroksidasyonunun

baslamasin1 engeller. Tokoferoksil radikalinin a-tokoferole indirgenmesinde goérev alir ve

LDL* yi oksidasyona kars1 korur (Carr ve Frei, 1999).
Glutatyon

(GSH), karacigerde glutamat, sistein ve glisinden sentezlenen bir tripeptittir. GPx, GR ve GST
enzimlerinin substrati veya ko-substratidir. Protein yapisinda bulunan siilfidril (-SH)
gruplarinin yiikseltgenmesini onleyerek bir¢ok proteinin ve enzimin aktivitesini gostermesini
saglar. Oksidatif hasara kars1 peroksit ve serbest radikaller ile reaksiyona girer (Oztiirk ve dig.,
2001).

Urik asit, insan ve geligmis primatlarda piirin metablozmasinin son iiriiniidiir. Normal plazma
konsantrasyonlarinda antioksidan olarak etki gostererek siiperoksit, peroksil ve hidroksil

radikallerini temizler. Demir ve bakir iyonlarini baglayarak etkisizlestirir (Senyelli, 1999).

Bilirubin hemoglobinin metabolizasyonu sirasinda meydana gelen iiriinlerdendir. Mikromolar
konsantrasyonda oldugu durumlarda dahi peroksil radikalini yakalar ve zincir kiran etki ile

antioksidan 6zellik gosterir (Glirsoy, 2008).
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Albumin kanda serbest yag asitlerinin ve bilirubinin tastyicisidir. Yapisindaki siilfidril grubu
aracilig1 ile bakir iyonlarim1 baglayarak, proteinlerin hasara ugramasimi engeller (Senyelli,

1999).

Dolagimda serbest olarak bulunan demir, demir baglayici kan plazma glikoproteinleri

tarafindan baglanarak fenton reaksiyonlarinin meydana gelmesini engeller (Halliwell,1989).

Organizmadaki, iki degerlikli demirin ii¢ degerlikli demire yiikseltgenmesi seruloplazmin

tarafindan engellenerek ,yerek fenton reaksiyonu inhibe edilir (Crichton, 2001).
2.5. ALFA LiPOIK ASIT

Alfa lipoik asit (ALA) diger ismiyle tioktik asit viicutta diisiik miktarda sentezlenir ve bazi
besin maddelerinde bulunur. Yagda ve suda ¢oziinebilen, serbest radikallerin hasarini 6nleyen
giicli. bir antioksidan maddedir. ALA, mitokondriyal enzim komplekslerindeki spesifik
proteinlere kovalent bagla baglanmaktadir (Karaca, 2009).

ALA, sekiz karbonlu bir molekiildiir. igerdigi besli halka yapisinda iki siilfiir atomu ve bir
karboksilik asit grubu bulundurur (S$ekil 2.4). Bu disiilfit yapidan dolay: tiyol bilesikleri
grubunda yer alir (Atmaca, 2003). Ana rolii Krebs dongiisiindeki dehidrojenaz enziminin

kofaktorii olarak islev gostermesidir (Packer ve dig., 1995).

O

OH

S S Alfa Lipoik Asit

Sekil 2.4: Alfa lipoik asidin kimyasal formiilii.
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Alfa lipoik asidin iki formu oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlariyla birbirlerine transforme
olabilirler (Goziikara, 1989). Rediikte formu dihidrolipoik asit (DHLA), okside formu ALA
olarak bilinir. ALA ve aktif indirgenmis formu olan DHLA reaktif oksijen tiirlerini baskilayarak
oksidatif stresi engellemektedir (Jiang ve dig., 2008). ALA ve DHLA, viicutta kolay
emilebildiklerinden, metallerle sabit kompleksler olusturarak viicuttaki agir metalleri elimine
ettikleri i¢in ¢ok etkili antioksidan maddeler olarak bilinmektedirler (Packer ve dig., 1995).
ALA, hipokloréz asit ve hidroksil radikallerini viicuttan elimine edebilirken, peroksil ve
stiperoksit radikallerine etkisi ¢ok azdir. DHLA peroksil radikal iiriinlerini de elimine ederek

lipid peroksidasyonunu engelleyebilmektedir (Coleman ve dig., 2001).

Bu c¢alismada, valproik asit ile meydana getirilen lens doku hasarina karsi alfa lipoik asidin

koruyucu etkisinin olup olmadigi biyokimyasal yontemler ile arastirildi.



3. MALZEME VE YONTEM

27

3.1. DENEYLERDE KULLANILAN ALET VE CIHAZLAR

Buzdolab1

Derin Dondurucular
Destile Su Cihazi
Etiv
Homojenizator

pH Metre

Santrifiij Cihazi
Sogutmal1 Santrifii
Sonikator
Spektrofotometre
Su Banyolari

Teraziler

Vorteks

: Argelik

: New-Brunswick Scientific-76 °C, Beko-20 °C

: Brand MonoDest 3000

: Niive FN 500

: Cam Homojenizator

: Beckman pH Meter H5

: Denley BS400

: Sigma Laboratory Centrifuges 3K30

: Bandelin Sonorex

: Shimadzu UV-Vis Spectrophotometers 1240

: Cliffton, Memmert

: Mettler H10, Radwag AS220/C/2 Terazi,
Radwag XA 60/220/X terazi, Gec Avery Terazi

: Fisons Whirlimixer

3.2. DENEYLERDE KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

Glutatyon (GSH) miktar tayininde, metafosforik asit (Carlo Erba 407465),
etilendiamintetraasetik asit sodyum tuzu (EDTA CioH14N2Na20g.2H>0; Merck 2604134),
sodyum klortir (NaCl; Merck 6400), trisodyum sitrat dihidrat (CeHsNazO7.2H20; Merck 6432),
5°5’- ditiyobis-2-nitro benzoik asid (DTNB; Fluka 43760), sekonder sodyum fosfat (NazHPOu;
Merck 106586), glutatyon (GSH; Fluka 49750) maddeler kullanild:.
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Lipid peroksidasyonu (LPO) miktar tayininde, triklorasetik asit (TCA; Riedel de Héen 27242),
sodyum hidroksit (NaOH; Merck 6462), 2-tiyobarbitiirik asit (TBA: Merck 108180), 1,1,3,3-
tetra etoksi propan (Sigma T9889) ve n-butanol (Merck 101990) kullanildi.

Stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi tayininde, tampon ¢ozelti i¢in sekonder sodyum fosfat
(Na2HPO4; Merck 106586), potasyum dihidrojen fosfat (KH2POs; Merck 105101),
etilendiamintetraasetik asit (EDTA C1oH14N2Na20g.2H.0; Merck 2604134), riboflavin (Sigma
47861) ve o-dianisidin hidrokloriir (Fluka 33430) kullanildi.

Glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesi tayininde, tampon ¢dzelti igin dipotasyum hidrojen fosfat
(K2HPO4; Merck A116773847), potasyum dihidrojen fosfat (KH2POs; Merck 105101)
kullanild1. Etilendiamintetraasetik asit (EDTA CioH14N2Na20g.2H20; Merck 2604134),
sodyum azid (NaNs; Sigma 71289), glutatyon (GSH; Fluka 49750), indirgenmis nikotinamid
adenin dintikleotid 2' fosfat tetrasodyum tuzu (NADPH; Sigma N1630), glutatyon rediiktaz
(GR; Sigma G3664) ve H202 (Merck 1080600) kullanildi.

Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi tayininde, tampon ¢ozelti i¢in Tris-HCI (C4sH1:NOsHCI,
Merck 108387), etilendiamintetraasetik asit (EDTA CioH14N2Na20Og.2H20; Merck 2604134),
indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid 2'fosfat tetrasodyum tuzu (NADPH; Sigma
N1630) ve okside glutatyon (GSSG; Sigma G45776) kullanild1.

Glutatyon-S-transferaz aktivitesi tayininde, tampon c¢ozelti i¢in sekonder sodyum fosfat
(Na2HPO4; Merck 106586), potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4; Merck 105101), glutatyon
(GSH; Fluka 49750) ve 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB; Fluka 24440) kimyasal maddeler
kullanildi.

Protein karbonil (PC) miktar tayininde, 2,4-dinitrofenil hidrazin (DNPH; Merck 3081),
hidroklorik asit (HCI; Merck 100314), triklorasetik asit (TCA; Riedel de Hiaen 27242), guanidin
hidrokloriir (Fluka 50940), etanol (Riedel de Hien 32221) ve etilasetat (Merck 822277)
kullanildi.

Aldoz rediiktaz miktar tayininde, tampon ¢6zelti i¢in sekonder sodyum fosfat (Na2HPOs;
Merck 106586), potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4; Merck 105101) kullanildi. Indirgenmis
nikotin amid adenin diniikleotid fosfat tetrasodyum tuzu (NADPH; Sigma N1630), DL-
gliseraldehid (Sigma G5001), sorbitol dehidrojenaz miktar tayininde, tampon ¢ozelti i¢in Tris-
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HCI (CsH1:NOsHCI; Merck 108387), B-NAD™ (Sigma 43410), MgCl, ( Fluka 63065) ve
Sorbitol (Merck 7758) gibi kimyasal maddeler kullanildi.

Total protein tayininde, sodyum karbonat (Na2COs; Riedel de Héen 13418), sodyum hidroksit
(NaOH; Merck 6462), dipotasyum tartarat (C4HsK206.0,5.H20; Merck 5160), bakir siilfat
(CuS04.5H20; Panreac), sodyum tungstat (Merck 106673), sodyum molibdat (Merck 6521),
fosfat asidi (HsPOs4; Merck 4967293), hidroklorik asit (HCl; Merck 100314), lityum siilfat
(LiSO4.H20; Merck 5695), brom (Merck 1945) ve sodyum kloriir (NaCl; Merck 6400)
kullanild.

3.3. DENEY HAYVANLARI

Calismada rastgele dort gruba ayrilmis olan 6 aylik Sprague Dawley tiirii 28 adet disi sicanlar
kullanildi.

Grup 1: Kontrol Grubu (n=7)
Grup 2: Alfa-Lipoik asit verilen siganlar (n=7)
Grup 3: Deney grubu : Valproik asit verilen sicanlar (n=7)

Grup 4: Valproik asit + Alfa-lipoik asit verilen sicanlar  (n=7)

Kontrol Grubu: 15 giin boyunca 1 mL zeytin yag1 verilen grup.

Alfa Lipoik Asit Grubu: 15 giin boyunca sadece alfa lipoik asit (50 mg/kg) verilen grup.
VPA grubu: 15 giin boyunca sadece VPA verilen grup (0.5 g/kg).

VPA+Alfa lipoik asit grubu: Ayni doz ve siire ile VPA+ALA verilen grup
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3.4. LENS HASARI OLUSTURULMASI

Calismamizda lens hasar1 olusturmak amaciyla valproik asit kullanildi. Lens hasari tizerindeki
etkilerini arastirmak {izere ise, siganlara antioksidan bir madde olan alfa-lipoik asit verildi.
l.grubu olusturacak siganlar kontrol grubu olarak kullanildi ve bu gruptaki sicanlara 1 mL
intraperitonel olarak enjekte edildi. 2.grubu olusturacak sicanlara 15 giin siire ile intraperitonel
olarak deney siiresi boyunca sabah 09:00-10:00 saatleri arasinda (50 mg/kg) ALA enjekte
edildi. 3.grubu olusturacak siganlara (deney grubu) 15 giin siire ile 0.5 g/kg VPA enjekte edildi.
4.grubu olusturacak si¢anlara 15 giin siire ile ayn1 dozda VPA ve ALA verildi.

3.5. DOKU ORNEKLERININ ALINMASI

Deneyin 16. giinlinde 1 gece dncesinden a¢ birakilmis tiim sicanlar sakrifiye edilerek kesildiler.
Kesilen siganlarin gozleri ¢ikartildi. Gozler serum fizyolojik icinde deney giiniine kadar -80 °C

derin dondurucuda bekletildiler.
3.6. LENS DOKU HOMOJENIZATININ HAZIRLANMASI

Gozden ¢ikarilan lens doku 6rnekleri tartildi. Lens doku 6rnekleri cam homojenizatorde %0.9°
luk serum fizyolojik ile homojenize edildi. %10’luk (w/v) lens dokusu homojenizatlar
hazirland1. Homojenizatlar 10.000 rpm’de +4° C’de 10 dakika santrifiije edildi. Elde edilen lens
dokusu homojenizatlar1 ependorflara konuldu ve deney giiniinde kullanilmak iizere -80° C’de

saklandi.
3.7. LENS DOKUSUNDA GLUTATYON MiKTARI TAYINi

Ellman metoduna gore lens dokusunda glutatyon miktar (GSH) tayini yapildi (Beutler, 1975).
Siilfidril gruplar ile Ellman ayiract ile reaksiyonu sonucu olusan sart renkli iriiniin

spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda absorbans degeri okundu.
Kullanilan Cozeltiler
Coktiirme Cozeltisi

1.67 g m-fosforik asid, 0.2 g etilendiamintetraasetik asit disodyum veya etilendiamintetraasetik
asit dipotasyum ve 30 g sodyum kloriir distile suda ¢oziildii. Elde edilen ¢ozelti distile su ile
100 mL’ ye tamamlandi. Cozelti 3 hafta +4° C* de dayaniklidir.
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Sodyum Sitrat Cozeltisi (%]1)

1 g sitrik asidin sodyum tuzu distile suda ¢6ziildii ve ¢ozelti 100 mL’ye tamamlandi. Ellman

ayiract hazirlanirken, sodyum sitrat ¢ozeltisi kullanildi.

Belirtme Reaktifi (Ellman Ayiraci) Cozeltisi (%40 mg DTNB)

40 mg 5-5’- ditiyo-bis-2-nitro benzoik asit (DTNB) yukarida hazirlanilis1 agiklanan sitrik asidin
sodyum tuzu ¢ozeltisinde ¢oziildii ve hacmi bu ¢ozelti ile 100 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan

Ellman ayirac1 +4°C” de 13 hafta dayamklidir.

Sekonder Sodyum Fosfat Cozeltisi (0.3 M)

4.26 g NazHPOq distile suda ¢oziilerek hacmi 100 mL’ye tamamlandi.
Glutatyon Standart Cozeltisi

100 mg glutatyon (GSH) distile suda ¢6ziildii ve hacmi 100 mL ‘ye tamamlandi. Hazirlanan bu
stok cozeltiden 1,2.5,5,7.5, 10 mg GSH/ 100 ml olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirland1

ve glutatyon standart egrisi ¢izildi.
Deneyin Yapihisi

0.5 mL doku homojenizati bir deney tiipline konularak tizerine 0.75 mL ¢oktiirme ¢ozeltisi ilave
edildi. Tip iyice karigtirildi ve 4000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiije edildi. Siipernatant
ayrilarak ¢okelti atildi. Daha sonra numune, kor, standart tiipleri asagidaki tabloda belirtildigi

gibi hazirlandu.
Cozeltiler Numune Standart Kor
Siipernatant 0.5mL -—-- -
Distile Su 0.5mL
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Cahsma Standart | ---- 0.5mL ----
Cozeltisi

Sekonder Sodyum | 2 mL 2mL 2 mL
Fosfat Cozeltisi

Belirtme Reaktifi | 0.25 mL 0.25 mL 0.25 mL
(DTNB) Cozeltisi

Tiipler vortekste iyice karistirildi. Daha sonra oda sicakliginda 5 dakika bekletildi. Absorbans
degerleri 412 nm’ de kore kars1 okundu. Lens dokusunda glutatyon miktar tayini asagidaki

formiile gore hesaplandi.

Doku Glutatyon (GSH) Miktar1 (nmol GSH/mg protein) = Naps/ Stdans x A x 2.5/ 307.3 x108/
P

Nabs: Numune absorbansi

Stdaps: Standart absorbansi

A = % mg standart konsantrasyonu

P =% mg doku protein miktari

307.3: Glutatyonun molekiil agirligi

3.8. LENS DOKUSUNDA SUPEROKSIT DiISMUTAZ AKTIVITESI TAYINI

Lens dokusunda siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi Mylorie ve dig. (1986) tarafindan

gelistirilen yontem ile tayin edildi.
Sodyum-Potasyum Fosfat Tamponu (50 mM) (pH 7.8)

0.708 g Na2HPO4 distile suda ¢oziilerek hacmi 100 mL’ye tamamlandi. 0.680 g KH2PO4 distile
suda ¢oziilerek hacmi 100 mL’ye tamamlandi. pH 7.8 olan tamponu hazirlamak i¢in 9 hacim

Na;HPO4 ve 1 hacim KH2PO4 alinarak karistirildi.
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Etilendiamintetraasetik Asit (EDTA) Cozeltisi (0.1 mM)

0.0037 g EDTA tartilarak 50 mM pH 7.8 olan sodyum-potasyum fosfat tamponu i¢inde

¢oziildii ve hacmi 100 mL‘ye tamamlandi.
Sodyum-Potasyum Fosfat Tamponu (10 mM) (pH 7.5)

0.0355 g NaoHPOg4 bir miktar distile suda ¢oziilerek hacmi 25 mL’ye tamamlandi. 0.0340 g
KH2POg4 bir miktar distile suda ¢oziilerek hacmi 25 mL’ye tamamlandi. pH 7.8 olan tampon
¢Ozelti hazirlamak i¢in 8 hacim NapHPO4 ve 2 hacim KH2POg alinarak karistirildi.

Riboflavin Cozeltisi (0.2 mM)

1.825 mg riboflavin tartilarak, 10 mM pH 7.5 sodyum-potasyum fosfat tamponu ile ¢oziildii

ve hacmi 25 mL’ye tamamlandi.

0-Dianisidin Hidrokloriir Cozeltisi

19 mg o-dianisidin tartilarak 10 mL distile suda ¢oziildii.
SOD (120 IU /mL ) Stok Standardi

SOD standard1 120 IU/mL olacak sekilde soguk distile suda ¢oziildii. Bu stok standart
¢ozeltiden 2, 4, 6, 8, 10 iinite olacak sekilde SOD standart ¢ozeltileri hazirlandi. Deney tiipleri
asagidaki tabloda belirtilen sekilde hazirlanarak standartlarin  absorbans degerleri
spektrofotometrik olarak 460 nm’de okundu. Daha sonra absorbans ve konsantrasyon

degerlerine gore standart egrisi grafigi ¢izildi.
Deneyin Yapihisi

Numune, kor ve standart tiipleri asagidaki tabloda belirtildigi gibi hazirlandi.

Reaktifler

Kor

Standart

Numune

Fosfat
Cozeltisi

Sodyum-Potasyum

Tampon

2.7 mL

2.6 mL

2.6 mL
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o-Dianisidin 0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL
Cozeltisi

Standart 0.1 mL

Doku 0.1 mL

Homojenizati

Riboflavin 0.2 mL 0.2mL 0.2 mL

Cozeltisi

Hazirlanan tiipler vortekste iyice karistirildi. 460 nm’de spektrofotometrik olarak ilk absorbans
degerleri okundu. Ilk okuma yapildiktan sonra tiipler floresans 151k altinda 8 dakika bekletildi;

bekleme sonunda 460 nm’de kore karsi ikinci absorbans degerleri okundu.

Doku homojenizatinin SOD aktivitesi, standart egri grafigi yardimiyla (U/mg protein, dak.)

cinsinden hesaplandi.
3.9. LENS DOKUSUNDA LiPiD PEROKSIDASYONU MIKTARI TAYINi

Ledwozyw metoduna gore lens dokusunda lipid peroksidasyonu tayin edildi. LPO {iriinleri olan
malondialdehit ile tiyobarbiturik asit arasindaki tepkime sonucuda meydana gelen pembe

kirmiz1 rengin absorbansi spektrofotometrik olarak degerlendirildi (Ledwozyw ve dig., 1986).
Kullanilan Cozeltiler

1.22 M TCA Cozeltisi

48.83 g TCA, 0.6 M HCI’ de ¢oziildii ve 250 mL’ye 0.6 M HCl ile tamamlandi.

1 M NaOH

1 g NaOH distile suda ¢oziilerek hacmi distile su ile 25 mL’ye tamamlandi.

Tiyobarbiturik Asit Cozeltisi (TBA)

500 mg tiyobarbitiirik asit, 6 mL 1 M NaOH ve 69 mL bidestile su igerisinde ¢6ziildii.
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Standart Cozeltisi ( 4.4 nmol/mL 1,1,3,3-tetra etoksi propan)

0.1 mL 1,1,3,3-tetraetoksi propan distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.
n-Butanol

Direkt orijinal siseden kullanildu.

Deneyin Yapihisi

Numune, standart ve kor tiipleri asagidaki tabloda belirtildigi gibi hazirlandi.

REAKTIFLER TUPLER

Numune Standart Kor
Doku 0.5mL
Homojenizati
TCA Cozeltisi 2.5 mL 2.5mL 2.5 mL

Tipler vortekste karistirilip 15 dk beklendi.

Standart Cozeltisi | ---- 0.5mL -
Distile Su --- - 05mL
TBA Cozeltisi 0.75 mL 0.75mL 0.75 mL

Tabloya gore hazirlanan tiipler vortekste iyice karistirildi. Agizlart cam bilye ile kapatilarak 30
dakika boyunca kaynar su banyosunda bekletildi. Tiipler sogutulduktan sonra {izerlerine 2 mL
n-butanol eklenerek 40-50 kez alt iist edildi. Daha sonra 10 dakika santrifiije edildi. Butanol

faz1 alinarak spektrofotometrede 532 nm’deki absorbans degerleri kore kars1 okundu.
Lipid peroksidasyonu tayini asagidaki formiile gore hesaplandi.

LPO Miktar1 (nmol MDA / mg protein) = Nabs/ Std abs x 4.4 / P
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Nabs: Numune absorbansi
Stdans: Standart absorbansi
4.4 = Standart Cozeltisi (nmol/ mL tetraetoksi propan)

P= % mg cinsinden doku protein miktari

3.10. LENS DOKUSUNDA GLUTATYON PEROKSIDAZ AKTIiVITE TAYIiNi

Glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesi, Wendel (1981) yontemine gore tayin edildi. H20>
varliginda glutatyon peroksidaz, GSH’in okside glutatyona yiikseltgenmesini katalizler. Bu
reaksiyonlar sirasinda NADPH’nin NADP'ye yiikseltgenmesi ile olusan absorbans azalist
spektrofotometrik olarak 366 nm dalga boyunda 6lgiiliir ve GPyx aktivitesi hesaplanir (Wendel,
1981).

Kullanilan Cozeltiler
Potasyum Fosfat Tamponu (0.25 M)

4.35 g KoHPOg4 bir miktar distile suda ¢oziilerek hacmi 100 mL’ ye tamamlandi. 3.4 g KH2POg4
bir miktar distile suda ¢oziilerek hacmi 100 mL’ye tamamlandi. pH 7.0 tamponu i¢in 6 hacim
K2HPO4 ve 4 hacim KH2PO4 olacak sekilde karistirildi. 2.5 mM EDTA (0.093 g) ve 2.5 mM
NaN3 (0.0162 g) tartilarak pH’1 7.0 olan ¢ozeltiye karistirildi.

GSH Cozeltisi (10 mM)

0.003 g GSH distile su ile ¢oziilerek hacmi 1 mL’ ye tamamlandi. Deneyden hemen 6nce taze

hazirlandi.
NADPH Caozeltisi (2.5 mM )

0.002 g NADPH distile su ile ¢oziilerek hacmi 1mL’ye tamamlandi. Deneyden hemen 6nce

taze hazirland.
Glutatyon Rediiktaz (6 U/L)

Deneyden hemen 6nce fosfat tamponu (0.25 M, pH 7.0) ile seyreltildi.



37

H202 Cozeltisi (12 mM)

13.6 pL %30’ luk H20; distile su ile 10 mL’ ye tamamlandi. Deneyden hemen 6nce taze

hazirlandi.
Deneyin Yapilhisi

Numune ve kor tiipleri asagidaki tabloda belirtildigi gibi hazirlandi.

Reaktifler Kor Numune
Fosfat Tamponu 600 uL 400 puL
Doku Homojenizati -8 200 L
GSH Cozeltisi 100 pL 100 uL
NADPH Cozeltisi 100 L 100 puL
Glutatyon Rediiktaz 100 pLL 100 puL
H20:2 Cozeltisi 100 pL 100 uL

H20: ilave edilip karistirildiktan hemen sonra 5 dakika boyunca absorbanstaki azalma 366 nm’
de kaydedildi. Ekstinksiyon katsayist bu deney icin 6.22 mM’ dir. GPx aktivitesi asagidaki

formiile gore hesaplandi.

GPx Aktivitesi (U/mg protein ) = [ (AOD /dk) / 6.22 x 10® x ( V1 / Vo) ]/ mg protein
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3.11. LENS DOKUSUNDA GLUTATYON REDUKTAZ AKTIVITE TAYINi

Okside glutatyonun (GSSG) GR ile indirgenmesi sirasinda yiikseltgenen NADPH oraninin

hesaplanmas1 yontemin esasini olusturur (Beutler, 1971).

GR
GSSG + NADPH —> NADP +2 GSH

Kullanilan Cozeltiler

50 mM HCI Céozeltisi

5.16 mL 1M HCI ¢ozeltisi distile su ile 100 mL’ye seyreltildi.

50 mM Tris Cozeltisi

0.62 g tris distile su ile ¢6ziildii ve hacmi 100 mL® ye tamamlandi.
Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 8.0)

29 mL HCI ¢ozeltisi ile 50 mL tris ¢ozeltisi karistirildi ve pH 8’ e ayarlandi. Hacim 100 mL’ye

distile su ile tamamlandi.

EDTA’ I Fosfat Tamponu (1 mM)

38 mg EDTA.Na>.2H>0 Tris-HCI tamponu ile ¢6ziilerek hacmi 100 mL’ye tamamlandi.
NADPH Cozeltisi (2 mM)

4 mg NADPH 2.5 mL Tris- HCI tamponu ile ¢6ziildii. Hergiin taze hazirlandu.

GSSG Caozeltisi (20 mM)

31 mg GSSG 2.5 mL Tris-HCI tamponu ile ¢oziildii. Hergiin taze hazirlandi.

Deneyin Yapihsi

Numune ve kor tilipleri asagidaki tabloda belirtildigi gibi hazirlandi.
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Reaktifler Numune Kor
Tris-HCI Tamponu 870 uL 900 uL.
NADPH Cozeltisi 50 uL 50 uL
GSSG Cozeltisi 50 uL 50 uL
Doku Homojenizati 30 uL -

Absorbanstaki azalma 5 dakika boyunca 340 nm’de kaydedildi. Bu deneyde NADPH i¢in
belirlenmis absorbans katsayis1 6.22 olarak kullanildi. Her bir 6rnek i¢in GR aktivitesi yapilan

seyreltmeler goz Oniine alinarak asagidaki formiil ile hesaplandi.

GR Aktivitesi (U/ mg protein) = [ ( AOD/ dk ) / 6.22 X ( V1/ Venzim ) % f ]/ mg protein
AOD: Absorbans farki

3.12. LENS DOKUSUNDA GLUTATYON-S-TRANSFERAZ AKTIVITESI TAYINI

Lens dokusunda GST aktivitesi Habig ve Jacoby (1981) metoduna gore spektrofotometrik
olarak tayin edildi.

Kullanilan Cozeltiler

0.2 M Potasyum Fosfat Tamponu

0.2 M 100 mL K;HPO4 ve 0.2 M 100 mL KH2PO4 hazirlandi ve tampon pH 6.5’a ayarlandi.
Glutatyon Cozeltisi (GSH) (60 mM)

1 mL ¢ozelti i¢in 18.4 mg glutatyon tartild1 ve destile suda ¢oziildii. Hergiin taze hazirlandu.
1-kloro-2,4-dinitrobenzen Cozeltisi (CDNB) (60 mM)

1 mL ¢ozelti i¢in 12.15 mg CDNB tartild1 ve absolii etanolde ¢6ziildii. Hergiin taze hazirlandi.
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Deneyin Yapihisi

Numune ve kor tiipleri asagidaki tabloda belirtildigi gibi hazirlandi.

Reaktifler Numune Kor
Doku Homojenizati 0.5mL -—--
Fosfat Tamponu 1.5mL 1.5mL
GSH Cozeltisi 0.05 mL 0.05 mL
CDNB Cozeltisi 0.05 mL 0.05 mL
Distile Su 0.9 mL 1.4 mL

Tiipler yukarida belirtildigi gibi hazirlandiktan sonra, 340 nm’de 3 dakika boyunca
spektrofotometrik olarak absorbans artis1 kaydedildi.

GST aktivitesinin tayininde, ekstinksiyon katsayisi olarak glutatyon ve 1-kloro-2,4-benzenin

1

reaksiyonu ilemeydana gelen iiriin i¢in saptanmis olan 9.6 mm™ x cm™ molar absorpsiyon

katsayisi kullanildi. GST aktivitesi asagidaki formiil ile hesaplandi.

GST Aktivitesi ( U/ mg protein) = [(AOD/dk) x 0.625 x f] / mg protein

AOD: Absorbans farki

f: Seyreltme faktori

3.13. LENS DOKUSUNDA SORBITOL DEHIDROJENAZ AKTIVITESI TAYINi

Sorbitol dehidrojenaz aktivitesi, Barretto ve Beutler (1975) metoduna gore spektrofotometrik

yontemle tayin edildi.
Kullanilan Cozeltiler

Tris-HCI Tampon Cozeltisi (pH=8.0) (1M)
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1M Tris ¢ozeltisinden 50 mL alindi. Bu ¢ozelti tizerine pH 8.0 olana kadar 1M HCI

¢oOzeltisinden ilave edildi. Cozeltinin hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

NAD™ Cozeltisi (50 mM)

33.16 mg NAD™ tartildi. 1 mL distile suda ¢oziildii. Cozelti hergiin taze olarak hazirlandi.
MgCl2 Cozeltisi (100 mM)

20.33 mg MgCl; tartildi. 1 mL distile suda ¢oziildii. Cozelti hergiin taze olarak hazirlandu.
Sorbitol Cozeltisi (200 mM)

36.43 mg sorbitol tartildi. 1 mL distile suda ¢6ziildii. Cozelti hergiin taze olarak hazirlandi.
Deneyin Yapihsi

Numune ve kor tiipleri asagidaki tabloda belirtildigi gibi hazirlandi.

Reaktifler Numune Kor

1 M Tris-HCI 100 pL 100 uL

NAD™ Cozeltisi 100 uL 100 uL

MgCl2 Cozeltisi 100 pL 100 puL

Homojenizat 100 uL

Distile su 500 puL 600 puL

Yukarida belirtildigi gibi hazirlanan tiipler 37° C ‘de 10 dakika inkiibasyona birakildi.
Sorbitol Cozeltisi 100 puL 100 uL

Sorbitol ¢ozeltisi ilave edilerek reaksiyon baslatildi. 4 dakika boyunca 340 nm’de ve 37°C’de

absorbans artis1 kaydedildi. Sorbitol dehidrojenaz aktivitesi U/mg protein cinsinden hesaplandi.
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SDH Aktivitesi (U/mg protein) = [AOD/dk x 6.2] x V1/Vn X f/ mg protein

AOD : 0. ve 4. dakika arasindaki absorbans farki

V1 = Toplam ¢6zelti hacmi

Vn = Numune hacmi

f = Seyreltme faktorii

3.14. LENS DOKUSUNDA ALDOZ REDUKTAZ AKTIVITESI TAYINI
Aldoz rediiktaz aktivitesi Hayman ve Kinoshita (1965) yontemine gore tayin edildi.
Kullanilan Cozeltiler

Sodyum Potasyum Fosfat Tamponu (pH 6.2) (0.067 M)

0.067 M 100 mL ¢ozelti hazirlamak i¢in 0.951 g NaoHPO4 ve 0.911 g KH2PO4 tartildi. Ayri
ayr1 destile suda ¢oziildii. pH 6.2 olan tampon ¢o6zelti hazirlamak i¢in 2 hacim Na;HPO4 ve 8
hacim KH2PQOj4 ¢ozeltilerinden alinarak karistirildi.

NADPH Cézeltisi (0.25 mM)
1.04 mg NADPH tartildi. 5 mL distile suda ¢6ziildii. Cozelti hergiin taze olarak hazirlandu.
DL-Gliseraldehit Cozeltisi (0.5 mM)

1.12 mg gliseraldehit tartildi. 25 mL distile suda ¢6ziildii. Cozelti hergiin taze olarak hazirlandi.
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Deneyin Yapihisi

Numune ve kor tiipleri asagidaki tabloda belirtildigi gibi hazirlandi.

Reaktifler Numune Kor
Fosfat Tamponu 0.7 mL 0.7 mL
NADPH Cozeltisi 0.1 mL 0.1 mL
Homojenizat 0.1 mL
Distile su 0.1 mL
DL- Gliseraldehit Cozeltisi 0.1 mL 0.1 mL

Tiipler hazirlandiktan sonra 340 nm’de 3 dakika boyunca 30 saniye araliklarla
spektrofotometrik olarak absorbans degerleri kaydedildi. Aldoz rediiktaz aktivitesi asagidaki

formtil ile hesaplandi.

Aldoz Rediiktaz Aktivitesi (U/mg protein) =[(AOD/dk)*x6.22]/(V1/V/n) X T/ mg protien
AOD= Absorbans farki

V1 = Toplam ¢6zelti hacmi

VN = Numune hacmi

f = Seyreltme faktorii

3.15. LENS DOKUSUNDA PROTEIN KARBONIL MIKTARININ TAYINi

Doku PC miktar1 spektrofotmetrik olarak, 2,4-dinitro fenilhidrazinin karbonil gruplan ile
reaksiyona girerek 2,4-dinitro fenil hidrazonu olusturmasina bagl olarak belirlendi. Dokuda

protein karbonil miktar tayini, Levine ve dig. yontemine gore yapildi (1990).
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Kullanilan Cozeltiler

DNPH (2,4-Dinitrofenilhidrazin) (10 mM)

0,198 g DNPH tartilarak 100 mL 2.5 M HCI’de ¢ozildii.
HCI Cozeltisi (2.5 M)

%37’1lik derisik HC1 ¢ozeltisinden 51.81 mL alinarak distile su ile 250 mL’ye hacim

tamamlandi.

Triklor Asetik AsitCozeltisi (%20)

20 g triklor asetik asit tartildi. Hacim 100 mL’ye distile suda ¢oziilerek tamamlandi.

6 M Guanidin- HCI Cozeltisi

57.318 g Guanidin-HCl tartilarak distile suda ¢6ziildiikten sonra hacmi 100 mL’ye tamamlandi.
EtOH-EtAC (1:1)

1:1 oraninda %96’lik etil alkol ve etil asetat karistirilarak hazirlandu.

Deneyin Yapihisi

Numune ve kor tiipleri asagidaki tabloda belirtildigi gibi hazirlandi.

Reaktifler Numune Kor

Homojenizat 0.5mL 0.5mL

10 mM DNPH Cozeltisi 2mL ———-

2.5 M HCI Cozeltisi -—-- 2 mL

Tipler karistirildi. Oda sicakliginda ve karanlikta 1 saat bekletildi. 15 dakikada bir

vorteks ile karistirildi.

%20 TCA Cozeltisi 2.5mL 2.5mL
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Tipler kanstirildiktan sonra 5 dakika boyunca buzun iginde bekletildi. Daha sonra santrifiij
edildi. Ust faz atildiktan sonra ¢kelti 3’er kez 2 mL EtOH-EtAC ile yikand:. Tiiplere 1 mL
guanidin-HCI ilave edildi ve 37°C’de 10 dakika inkiibe edildikten sonra 370 nm’de

spektrofotometrik olarak okuma yapildi.

Protein karbonil i¢in sonuglar asagidaki formiil ile hesaplandi.

Protein Karbonil Miktar1 (nmol protein karbonil/mg protein) = Absx90.9/mg protein
Abs: Absorbans degeri

3.16. LENS DOKUSUNDA TOTAL PROTEIN MIKTAR TAYINI

Total protein miktari Lowry metodu kullanilak tayin edildi (Lowry ve dig., 1951). Proteinlerin
yapisindaki aromatik halka i¢eren amino asidler Folin reaktifi ( fosfo molibdo tungstik asid) ile
mavi renk olustururlar. Bu yontem amino asidlerin fosfo molibdo tungstik asidi indirgemeleri
prensibine dayanmaktadir. Reksiyon sonucunda olusan mavi rengin spektrofotometrede verdigi

absorbans degeri ile protein konsantrasyonu dogru orantilidir.

Kullanilan Cozeltiler

A Reaktifi : Na2COs3 (%2)

0.1 N NaOH; 4 g NaOH tartilarak distile suda ¢6ziildli ve hacmi 1 litreye tamamlandi.

%2 Na;COgs; 2 g Na,COg tartildi ve 0.1 N NaOH c¢ozeltisinde ¢oziilerek hacmi 100 mL’ye

tamamlandi.
B Reaktifi : CuSO4.5H20 (%00.5)

%1 dipotasyum tartarat; 1 g dipotasyum tartarat az miktarda distile suda ¢6ziildii ve

100mL’ye hacmi tamamlandi.

%0.5 CuS04.5H,0 ; 0.05 g CuS04.5H,0 tartilarak %1°lik dipotasyum tartarat ¢ozeltisinde

¢oziildii ve hacmi 10 mL’ye tamamlandi. B reaktifi hergiin taze hazirlandi.
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C Reaktifi

A reaktifinin 50 mL’si ile B reaktifinin 1 mL’si karistirilarak hazirlandi. C reaktifi yarim saat

dayanmaktadir, bu nedenle her kullanilista yeniden hazirlandi.
E Reaktifi

1500 ml’lik cam balona 100 g sodyum tungstat, 25 g sodyum molibdat, 700 ml destile su, 50
ml %85’lik fosfat asidi ve 100 ml derisik HCI konuldu. 10 saat boyunca geri sogutucu altinda
kaynatildi. 150 g LiSO4, 50 mL distile su ve birkag damla brom ilave edildi. Bromun fazlasin
uzaklagtirmak i¢in 15 dakika kaynatildi ve sogutulduktan sonra hacmi distile su ile 1 litreye

tamamlandi.

Folin reaktifi olan bu stok, 1:2 oraninda destile su ile seyreltildikten sonra denemelerde
kullanildi.

Total protein miktarini spektrofotometrik olarak tayin etmek i¢in %100 mg albumin ihtiva eden
stok ¢ozelti hazirlandi. Bu stok ¢ozelti serum fizyolojik ile seyreltilerek % 5, % 10, % 15, % 20

ve % 25 mg albumin i¢eren ¢alisma standartlar1 hazirlandi.
Deneyin Yapilisi

Numune ve kor tiipleri asagidaki tabloda belirtildigi gibi hazirlandi.

Reaktifler Kor Numune Standart
Standart Cozeltisi | ---- -—-- 0.5mL
Siipernatant ---- 0.5mL -

Serum fizyolojik 0.5mL

C reaktifi 2.5mL 2.5mL 25 mL

Tiipler iyice karistirildiktan sonra 10 dakika bekletildi.

E reaktifi 0.25 mL 0.25 mL 0.25 mL
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Kor, numune ve standart tiipleri yukaridaki tabloda belirtildigi gibi hazirlandi. Tiipler vortekste
karistirild1 ve oda sicakliginda 30 dakika bekletildi. Absorbans degerleri 500 nm’de kore karsi

spektrofotometrik olarak okundu. % mg protein miktarlart standart egri yardimiyla hesaplandi.
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4. BULGULAR

Calismamizda, VPA ile olusturulan lens hasarinda alfa lipoik asidin sigan lens dokusu iizerine
olan etkilerinin belirlenebilmesi i¢in lens dokularinda cesitli biyokimyasal parametreler

incelendi. Elde edilen sonuglar tablolar halinde, Tablo 4.1-4.4 arasinda verildi.
Calismamizda, lens glutatyon ve siiperoksit dismutaz aktivite degerleri Tablo 4.1°de gosterildi.

Tablo 4.1: Kontrol ve deney grubu siganlarina ait glutatyon (GSH) ve siiperoksit dismutaz (SOD)

degerleri.
GSH SOD
Gruplar
(nmol GSH/mg protein)* (U/mg protein)*
Kontrol 14.19 £ 3.96 3.387 £0.420
Kontrol + Alfa Lipoik Asit 13.51+2.33 2.943 +0.690
VPA 7.09 +£3.312 7.364 +1.754
VPA + Alfa Lipoik Asit 11.29 +2.68° 2.326 +0.541°
Panova 0.010 0.002

*Ortalama + Standart sapma

P < 0.05 kontrol grubuna gore
bP < 0.05 VPA grubuna gore
°P < 0.005 VPA grubuna gore

Elde edilen verilere gore, tiim gruplara ait lens GSH degerleri birbirleri ile karsilastirildiginda,
gruplar arasinda anlamli farkliliklar oldugu tespit edildi (Panova = 0.010). VPA verilen gruba
ait lens GSH seviyeleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda, GSH degerlerinde anlamli olarak
azalma meydana geldigi bulundu (°P < 0.05). VPA grubuna alfa lipoik asid uygulanmasi ile
VPA grubuna ait GSH degerlerinde ise anlaml1 bir artis oldugu gézlemlendi (°P < 0.05) (Tablo
4.1).
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Tim gruplara ait SOD aktiviteleri karsilastirildiginda, gruplar arasinda anlamli farkliliklar
oldugu goriildii (Panova=0.002). Kontrol grubu ile VPA uygulanan grubun SOD aktivite
degerleri karsilagtirildiginda, VPA grubunun SOD aktivitelerinde anlamsiz bir artis oldugu
gozlemlenirken, VPA grubuna alfa lipoik asid uygulanmasi bu gruba ait SOD aktivite
degerlerinde anlamli bir azalma meydana geldigi goriildi (°P < 0.005) (Tablo 4.1).

Calismamizda tiim gruplara ait lens dokusu lipid peroksidasyonu ve glutatyon peroksidaz

aktivite degerleri Tablo 4.2°de verildi.

Tablo 4.2: Kontrol ve deney grubu siganlara ait lens lipid peroksidasyon (LPO) ve glutatyon

peroksidaz (GPx) aktivite degerleri.

LPO GPx
Gruplar
(nmol MDA/mg protein)* (U/mg protein)*
Kontrol 0.36 £0.201 0.87£0.15
Kontrol + Alfa Lipoik Asit 0.54 £0.206 1.74 £0.19°
VPA 1.137 +£0.1872 1.89 + 0.402
VPA + Alfa Lipoik Asit 0.227 +0.129° 0.80 + 0.27¢
Panova 0.0001 0.0001

*Ortalama + Standart sapma

8P < 0.005 kontrol grubuna gore
bp < 0.0001 VPA grubuna gore
°P < 0.0001 kontrol grubuna gore

4P < 0.005 VPA grubuna gore
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Dort gruba ait LPO degerleri birbiri ile karsilastirildiginda, tiim gruplar arasindaki farkliliklarin
anlamli oldugu bulundu (Panova = 0.0001). Kontrol grubu ile VPA grubu LPO degerleri
birbirleri ile karsilastirildiginda, VPA grubuna ait LPO degerlerinde anlamli bir artis oldugu
gorildi (°P < 0.005). VPA + alfa lipoik asid grubunun LPO degerleri ise VPA grubuna gore
anlaml1 olarak azalma gosterdi (°P < 0.0001) (Tablo 4.2).

Dort gruba ait GPx aktiviteleri karsilastirildiginda, gruplar arasinda anlamli farkliliklar oldugu
bulundu (Panova= 0.0001). Elde edilen verilere gore, alfa lipoik asid uygulanan kontrol
grubuna ait GPx aktivitelerinde anlamli bir artis meydana geldi (°P < 0.005). VPA uygulanan
gruba ait GPx aktivite degerleri kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, bu gruba ait enzim
aktivitesinde anlamli bir artis oldugu saptandi (°P < 0.005). VPA grubu ile VPA + alfa lipoik
asid gruplarina ait GPx aktiviteleri karsilastirildiginda, enzim aktivitesinde anlamli bir azalma
meydana geldigi tespit edildi (P < 0.005) (Tablo 4.2). Calismamizda kontrol ve deney
gruplarina ait glutatyon rediiktaz ve glutatyon-S-transferaz aktivite degerleri Tablo 4.3’de
belirtildi.

Tablo 4.3: Kontrol ve deney grubu siganlara ait lens glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon-S-
transferaz (GST) aktivite degerleri.

GR GST
Gruplar
(mU/mg protein)* (mU/mg protein)*
Kontrol 0.38 £0.05 16.98 +4.73
Kontrol + Alfa Lipoik Asit 0.56 £0.21 14.28 £ 6.62
VPA 0.60 £ 0.08? 10.28 +3.382
VPA + Alfa Lipoik Asit 0.39 +0.05° 17.35 + 5.42°
Panova 0.119 0.101

*Ortalama + Standart sapma
P < 0.05 kontrol grubuna gore

PP < 0.05 VPA grubuna gore
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Tiim gruplara ait GR aktiviteleri birbiri ile karsilastirildi (Panova=0.119). VPA grubuna ait GR
aktiviteleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda, bu gruba ait GR aktivitelerinde anlamli bir
artma tespit edildi (°P < 0.05). VPA grubuna alfa lipoik asid uygulanmasi, bu aktivite

degerlerini anlamli olarak tersine gevirdi (°P < 0.05) (Tablo 4.3).

Kontrol ve VPA gruplarina ait GST aktivite degerleri birbiri ile karsilastirildiginda, VPA
grubunun GST aktivitelerinde kontrol grubuna gére anlamli bir azalma gozlemlenirken (*°P <
0.05), VPA grubuna alfa lipoik asid uygulanmasi ile GST aktivite degerleri anlamli olarak arttt
(°P < 0.05) (Tablo 4.3). Calismamizda tiim gruplara ait aldoz rediiktaz ve sorbitol dehidrojenaz

aktiviteleri ile protein karbonil seviyeleri Tablo 4.4’de verildi.

Tablo 4.4: Kontrol ve deney grubu siganlara ait lens aldoz rediiktaz (AR) ve sorbitol dehidrojenaz
(SDH) aktiviteleri ile protein karbonil (PC) seviyeleri.

PC
AR SDH
Gruplar ) ) (nmol karbonil/mg
(U/mg protein)* | (mU/mg protein)* )
protein)*
Kontrol 0.0022 £0.001 0.12+0.04 2.25+0.01
Kontrol+ Alfa 1.94+£0.13
o 0.0024 + 0.001 0.22 + 0.09
Lipoik Asit
VPA 0.0057 =0.00142 0.28 £ 0.07° 272 £0.16°
VPA + Alfa Lipoik 1.85+0.33"
_ 0.0038 £ 0.001° 0.17 + 0.08
Asit
Panova 0.001 0.136 0.002

*Ortalama + Standart sapma
P < 0.0001 kontrol grubuna gore
P < 0.05 VPA grubuna gore

°P < 0.05 kontrol grubuna gore
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Dort gruba ait AR aktiviteleri birbiri ile karsilagtirildiginda gruplar arasinda anlamli farkliliklar
oldugu bulundu (Panova= 0.001). Elde edilen verilere gore, kontrol ve VPA grubuna ait AR
aktiviteleri karsilastirildiginda, AR aktivitelerinin VPA grubunda arttig1 tespit edildi (°P <
0.0001). VPA grubuna alfa lipoik asid uygulanmasi bu aktivite degerlerini tersine g¢evirdi (°P <
0.05) (Tablo 4.4).

Kontrol grubu ile VPA grubuna ait enzim aktiviteleri birbirleri ile karsilastirildiginda, SDH
aktivitesinin VPA grubunda arttigi bulundu (°P < 0.05). Alfa lipoik asid uygulanan VPA
grubuna ait SDH aktivitelerinde ise anlamsiz bir azalma meydana geldigi tespit edildi (Tablo

4.4).

Kontrol ve deney gruplarma ait PC seviyeleri birbirleri ile karsilastirildiginda, gruplar
arasindaki farkliliklarin anlamli oldugu belirlendi (Panova=0.002). Elde edilen sonuglara gore,
VPA uygulanan gruba ait PC seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde artarken (°P <
0.05), VPA grubuna alfa lipoik asid uygulanmasi, bu grubun PC seviyelerinde anlamli bir
azalma meydana getirdi (°P < 0.05) (Tablo 4.4).
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5. TARTISMA VE SONUC

Epilepsi diinyada en ¢ok goriilen kronik norolojik hastaliklardan biridir. Halk arasinda sara
hastaligi denilen bu hastalik c¢ocukluk ve ergenlik caginda goriiliir. Her yas grubunda

goriilmesine ragmen, genellikle en geng ve en yash kisilerde goriilen norolojik bir hastaliktir.

Epilepsi remisyona girmeyen (hastalik aktivitesinin bulunmadigi durumlar) hastalarin uzun

stireli olarak antiepileptik ila¢ kullanmak zorunda kaldiklar1 kronik bir hastaliktur.

Epilepsi hastaliginin tedavisinde valproik asit, fenitoin, karbamazepin gibi ilaglar kullanilir.
Antiepileptik ilaglarin uzun yillar etkin dozlarda kullanilmas1 6nemli yan etkileri beraberinde
getirmektedir. Giiniimiizde epilepsi tedavisinde kullanilan antiepileptik ilaglarin yan etkileri

bulunmaktadir.

Antiepileptik ila¢ kullaniminin akut doneminde asiriduyarlilik reaksiyonlari ortaya ¢ikan yan
etkilerdir. Kronik etkiler bir¢ok sekilde ortaya ¢ikabilir ve yan etkilerin saptanmasi giig
olabilmektedir.

Hastalarin VPA kullanimi sirasinda mide barsak sisteminde yan etki olarak hazimsizlik, bulanti
ve kusma goriilebilir. Dozla iliskili olarak hastalarin karaciger enzimleri yiikselir. Karacigerde
hepatotoksite olusabilir (Shakya ve dig., 2018; Guo ve dig., 2019; Haznedar ve dig., 2019).
VPA miktar1 ile ilgili olarak titreme, uyusukluk, ataksi, asir1 killanma, sa¢ dokiilmesi ve sag
renginin degisimi gibi yan etkiler ortaya ¢ikar. 20 yasin altindaki epilepsi hastalarmin kullanimi

ile polikistik over, hiperandrojenemi, menstriiel disfonksiyon goriilebilir (Davis ve dig., 1994).

Valproik asidin viicutta olusturdugu hasar1 6nlemek i¢in ¢esitli deneysel ¢calismalar yapilmastir.
Bu calismalarda ¢esitli antioksidan o6zellige sahip bilesikler veya cesitli bitki ekstreleri
kullanilmistir. Bu ¢aligmalar agmatin (Ahmed ve dig., 2018), ¢inko ve selenyum (Ahangar ve
dig., 2017), edaravon (Emekli-Alturfan ve dig., 2015; Oktay ve dig., 2015, Oktay ve dig., 2016),
B6 vitamini (Tunali, 2014; Zhou ve dig., 2017), U vitamini (Sokmen ve dig., 2012; Tunal1 ve
dig., 2015, Gezginci-Oktayoglu ve dig., 2016), kuersetin (Chaudhary ve dig., 2015), resveratrol
(Oirique ve dig., 2016a), paz1 (Ustiindag ve dig., 2016), taurin (Dogru-Abbasoglu ve dig.,
2001), doymamus yag asitleri (Li ve dig., 2018), folik asit ve pantotenik asit (Dawson ve dig.,
2006), E vitamini (Oirique ve dig., 2016)’ dir.
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GSH basta karacigerde olmak tizere pek ¢ok dokuda yiiksek diizeylerde bulunan ve glutamik
asit, sistein ve gilisin amino asitlerinden sentezlenen bir tripeptiddir (Anderson ve Meister,
1989). GSH ve glutatyona bagli olan enzimler antioksidan olarak ve detoksifikasyon

sistemlerinde 6nemli rol oynarlar.

Lenste glutatyon major antioksidandir. H2O2 ve organik peroksitleri glutatyon peroksidaz
enzimini kofaktor olarak rol aldigi reaksiyonlarla detoksifiye ederek antioksidan etki gosterir.
Hiicre membraninda bulunan kolesterol ve doymamis yag asitlerinin ROS ile reaksiyonu
sonucunda lipit peroksitleri olusur. Olusan lipit peroksitleri hiicresel komponentler tizerine

toksik etki gosterirler (Kavas, 1994).

Doku hasarlarinda ve c¢esitli maddeler ile olusturulan toksite deneylerinde kan ve doku
glutatyon miktarinin azaldig tespit edilmistir (Tunali ve dig., 2019; Turkyilmaz ve dig., 2019).
VPA ile olusturulan lens hasarinda (Tunali ve dig., 2015) ve karaciger hasarinda (Sokmen ve
dig., 2012) doku GSH degerinin azaldig1 goriilmiistiir. 14 giin boyunca giinde 500 mg/kg VPA
verilen siganlarin karacigerlerinde GSH diizeylerinin azaldig1 Abdel ve dig. (2014) tarafindan
ileri siiriilmustiir (Abdel-Dayem ve dig., 2014). Cakmak ve Yanardag (2015) tarafindan VPA
ile olusturulan karaciger hasarinda, karaciger GSH miktarinin azaldigt bulunmustur.
Calismamizda VPA ile olusturulan lens hasarinda GSH diizeyinin azaldig1 saptanmistir. Lens
GSH diizeyinin azalmasi oksidatif stresin artisina bagl olarak GSH diizeyinin azaldigin1 bize
gostermektedir. Sicanlara giiclii ve etkili bir antioksidan madde olan alfa lipoik asit verilmesi

ile GSH diizeyinin artmas1 bize oksidatif stresin dnlendigini gostermektedir.

Lenste yiiksek miktarda bulunan GSH degerinin koruyucu olarak gérev yaptig1 ve antioksidan

ozellik gosterdigi belirtilmektedir (Tok ve dig., 2014).

LPO akciger, kalp hasari, kanser, ateroskleroz, karaciger hastaliklari, inflamasyon,
hiperlipidemi, diyabet gibi hastaliklarda hiicresel hasarin temel belirtisi olarak kabul edilir
(Horton ve Fairhurst, 1987).

Calismamizda VPA verilen siganlarin lens dokusunda LPO miktarinin arttig1 saptandi. VPA
grubuna alfa lipoik asit verdigimizde LPO miktarinin azaldig1 bulunmustur. Lipoik asidin hiicre
ici ROS’larin pek ¢ogunun radikalik etkisini azaltarak oksidatif stresle reaksiyona girdigini ve
oksidatif stresin etkisini azalttigin1 gosteren ¢aligmalar literatiirde mevcuttur (Sahin ve dig.,

2017; Delbogo ve dig., 2019).
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Hagen ve arkadaglar1 diyetle aldiklari alfa lipoik asit uygulamasinin yagl si¢canlarda artan MDA
diizeyini azalttigimi ileri stirmislerdir (Hagen ve dig., 1999). Alfa lipoik asidin apikal
periodontiteye bagl kalp yaralanmasina karsi1 koruyucu etki gosterdigi Sehirli ve dig. (2019)

tarafindan ortaya konulmustur.

Veljkovic ve dig. (2012) kadmiyum ve toksik etki olusturan bir ¢alismada alfa lipoik asit
uygulamasinin bobrek dokusunda LPO olusumunu 6nledigini ileri stirmiislerdir. Karaciger
hiicrelerinin mitokondrilerinde Methotrexate ile olusturulan oksidatif streste lipoik asidin artan

LPO miktarin1 azalttig ileri stiriilmiistiir (Tabassum ve dig., 2010).

CAT, SOD, GPx, GR ve GST hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerine kars1 antioksidan savunma
sistemini olusturan enzimlerdir. Reaktif oksijen tiirlerinin artmasit bu enzimlerin
aktivasyonunun azalmasina neden olmaktadir (Brown ve Borutaite, 2006). SOD enzimi
antioksidan savunmada ilk siray1r alir. Siiperoksit radikalinin H>O, ‘e dismutasyonunu
gerceklestirir. Hiicreleri oksijen radikallerinin zararli etkilerinden koruyan ve serbest
radikallere kars1 savunmayi gergeklestiren antioksidan bir enzimdir. Yapilan ¢aligmalarda SOD
aktivitesinin VPA uygulanan siganlarda azaldigi Hamza ve El-Shenawy (2017) tarafindan ileri
striilmiistiir. Yapilan ¢aligmalarda SOD aktivitesinin VPA uygulanan sicanlarda (Gezginci-
Oktayoglu ve dig., 2016; Oktay ve dig., 2016), diyabette (Sacan ve dig., 2016), pentilentetrazol
ile olusturulan epilepsi modellerinde (Bayrak, 2015), artti81 veya azaldig1 gosterilmistir. Lityum
karbonat ile olusturulan bobrek hasarinda (Ben Saad ve dig., 2016) ve etanol ile olusturulan
karaciger ve bobrek toksisitesinde de SOD aktivitesinin azaldigi goriilmiistiir (Kamoun ve dig.,
2017). Pipenger ve dig., (1989) uzun siireli VPA alan hastalarin eritrositlerindeki SOD
aktivitesinin azaldigimi, Yis ve dig., (2009), epilepsi hastas1 olan ¢ocuklarin eritrosit SOD
aktivitelerinde artis oldugunu ileri siirmiislerdir. Yiiksel ve dig., (2000), 13 aylik bir periyotta
valproat alan hastalarin eritrositlerinde SOD aktivitelerinin arttigini rapor etmislerdir. Ayrica
yine epileptik ¢ocuklara uygulanan VPA nin SOD aktivitesini azalttig1, Sobeniec ve dig. (2006)
tarafindan One siirlilmiistiir. Calismamizda VPA uygulanan sicanlarin lenslerinde SOD
aktivitesinin arttig1 saptanmistir. Antioksidan bir madde olan alfa lipoik asit verildiginde artmis

olan SOD aktivitesinin azaldig1 goriilmiistiir.

Glutatyon ve glutatyona bagl enzimler antioksidan ve zehirsizlestirme 6zelliklerinden dolay1

organizmada olusan hasarlar1 onlerler (Ketterer, 1988).



56

Calismamizda VPA verilen si¢anlarin lens dokusundaki GPx ve GR aktivitelerinin arttigi
bulunmustur. Alfa lipoik asit uygulanmasi ile bu enzim aktivitelerinde azalma oldugu
saptanmistir. GST aktivitesinin VPA verilen si¢canlarin lens dokusunda azaldig: goriiliirken, alfa
lipoik asit verildiginde arttifi saptanmigtir. Giiniimiizde organizmada olusan toksiteye ve
karsinojen hasara kars1 organizmay1 korumak i¢in ¢esitli antioksidanlarin ve besin maddelerinin

alinmasi gereklidir. Vitaminler organizmada olusan reaktif oksijen tiirlerini ortadan

kaldirabilirler.

Aldoz rediiktaz enzimi poliyol yolaginin ilk enzimidir. Retina, lens ve vaskiiler hiicrelerde
bulunur. Aldoz rediiktaz enziminin aktivasyonu ile sorbitol diizeyi artarak osmolariteyi arttirir
bu durumda lens igerisinde su akisinin artmasina neden olur. Hiicrenin membran gegirgenligi
ve Na miktar1 artarken, K miktar1 azalir. Bu durumda katarakt olusumuna sebep olan elektrolit

dengesinin bozulmasina neden olur (Kyselova ve dig., 2004; Mansour 2007).

Poliyol yolaginin aktivasyonu sonucu hiicrede NADPH konsantrasyonu azalir ve oksidatif stres
meydana gelir (Kubo ve dig., 1999; Browlee, 2001). Epitel hiicrelerde meydana gelen
antioksidan savunma sisteminin baskilanmasi ve yiikseltgenmeler sonucu olusan zararl

maddeler lens proteinlerinin zarar gormesine ve donuklasmasina neden olurlar (Erdem, 2010).

Tunali ve dig. (2015), VPA verilen sicanlarda AR aktivitesin arttigin1 6ne siirmiislerdir VPA
verilen sicanlara B6 vitamini ve U vitamini verilmesi ile aldoz rediiktaz enziminin aktivitesinin

azaldig1 saptanmistir (Tunali, 2014; Tunali ve dig., 2015).

Aldoz rediiktaz aktivitesinin azalmasi lens dokusunda olusan hasarin Onlendigini bize
gostermektedir. VPA ile ilgili olarak yapilan diger bir calismada VPA verilen siganlarin lens
dokusunda AR aktivitesinin arttig1, bu siganlara Edaravon verilmesi ile artan AR aktivitesinin

azaldig1 saptanmistir (Alabak ve dig., 2016).

Calismamizda VPA uygulanan sicanlarin lenslerinde AR aktivitesinin arttig1 gériilmiistiir. VPA
grubuna verilen alfa lipoik asidin lens AR aktivitesini azalttigt ve lenste olusan hasarin

Onlendigini bize gostermektedir.

Sorbitol dehidrojenaz enzimi poliol yolagmin ikinci ve son enzimidir. Koenzim NAD™

varliginda sorbitol ve fruktoz arasindaki doniisiimlii oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonunu
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katalizlemektedir (Lindstad ve dig., 2013). Diyabette (Umar Imam ve dig., 2019) karaciger ve

bobrekte sorbitol dehidrojenaz aktivitesinin arttigl saptanmaistir.

VPA verilen si¢anlarin karaciger ve lens dokusunda sorbitol dehidrojenaz enziminin arttigi 6ne
stiriilmistiir (Sokmen ve dig., 2012; Tunali ve dig., 2015). Bu siganlara U vitamini verildiginde
dokularda artmis olan sorbitol dehidrojenaz enzim aktivitesinin azaldig1 saptanmistir. STZ ile
diyabet olusturulan siganlarda lenste artan sorbitol dehidrojenaz aktivitesinin glisin verilmesi

ile azaldig1 saptand1 (Bahmani ve dig., 2012).

Lens dokusunda sorbitol dehidrojenaz aktivitesinin VPA verilmesi sonucunda arttig1, edaravon
verilmesi ile azaldig1 Alabak (2016) tarafindan saptanmistir. Calismamizda lens dokusunda
VPA verilmesi ile poliyol yolaginin bir enzimi olan SDH enzim aktivitesinin arttig1
bulunmustur. VPA verilen bu siganlara alfa lipoik asit verilmesi ile SDH aktivitesinin azalmast

hasar goren lens dokusunun hasarinin 6nlendigini bize gostermektedir.

Cesitli toksik maddelerin organizmaya alinmasi ile serbest radikallerin proteinlerle etkilesimi
neticesinde histidin, arjinin, prolin, lizin, sistein ve glisin gibi ¢ok sayida amino asit
kalintilarinda ve peptit zincirlerinde olusan oksidatif hasar sonucunda proteinlerin karbonil

tiirevleri olusur (Levine, 2002).

Oksidatif stresin erken asamasinda olusan ve dolagimda uzun siire kalabilen PC, proteinlerin
oksidasyonunun giivenilir bir marker’1dir (Massy ve Nguyen-Khau, 2002). Serbest radikaller
proteinlerin tiyol (-SH) gruplarinin oksidsyonuna yol acarak oksidatif protein hasarina neden
olur (Takenaka ve dig., 1991).

Radikallere bagli protein hasarmin belirtisi tiyol gruplarinin disiilfidlere ve oksi asitlere
doniistimiidiir. Yapisinda —SH gruplar1 olan biyolojik tiyoller oksidanlarla indiiklenen
proteinlerin inaktivasyonuna ya direkt olarak radikallerle reaksiyona girerek ya da indirekt

olarak proteinlerdeki serbest tiyol gruplari ile geri doniisiimlii baglar olusturarak onlerler.

VPA verilen si¢anlarin PC degerlerinin artmas1 proteinlerin oksidasyonuna neden oldugunu ve
buna bagli olarak lenste hasar meydana geldigini bize gostermektedir. Caligmamizda VPA’nin
olusturdugu lens hasarinda alfa lipoik asidin koruyucu etkisinin goriilmesi, epilepsi hastaliginin

tedavisinde alfa lipoik asidin epilepsi tedavisine katki saglayabilecegini bize gostermektedir.
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Sonug olarak, VPA ile olusturulan lens hasarinda alfa lipoik asidin lens iizerinde koruyucu
etkisi oldugu bulunmustur. Alfa lipoik asidin lens dokusu {izerinde koruyucu etkisinin olmasi

VPA kullanan epilepsi hastalarinin tedavisinde bir alternatif yaklasim olabilecegi ve tedaviye

katk1 saglayabilecegi goriilmektedir.
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