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Diyabette oksidatif aktivitenin (serbest radikal {iretiminin) artis1, antioksidan savunmanin yetersizligi,
protein glikozilasyonu, o6zellikle kontrolsiiz diyabette retina ve lensteki glikoz metabolizmasini
olumsuz yonde etkilemektedir. Bu durum diyabetik retinopati ve katarakta neden olmaktadir. Lipit
peroksidasyonu, retinopati ve katarakta sebep olan dnemli bir mekanizmadir. Diyabetik katarakt ve
retinopatide lipid peroksidasyonunun 6nemli rol oynadigt malondialdehit (MDA) miktarindaki artigla
gosterilmektedir. Bu ¢alismada diyabete maruz kalmis sican lens ve retina dokularinda meydana gelen
molekiiler degisiklikler, hasarin olus mekanizmasi, hasar1 6nlemede antioksidan maddelerin etkinligi
ve etki mekanizmalar arastirilmistir. Bu amacla; Kontrol sican lens ve retinalari, diyabet olusturulmus
sigan lens ve retinalari, Trigonella foenum-graecum L., Nigella sativa L., Cyperus rotundus L., E
vitamini ve Rhus coriaria L. gibi antioksidan 6zellikte maddeler uygulanmis diyabetik sican lens ve
retinalarindaki MDA ve GSH miktarlart 6lgiilmiistiir. Diyabetik grubun retina MDA degeri (5.04
nmol/100 mg retina yas agirlik) kontrol grubundan (1.18 nmol/100 mg retina yas agirlik ) oldukca
yiiksek bulunmustur. C. rotundus L. (1.17 nmol/100 mg retina yas agirlik), N. sativa L. (1.03
nmol/100 mg retina yas agirlik) ve T.foenum-graecum L. (1.48 nmol/100 mg retina yas agirlk)
gruplarinin MDA degerinin kontrol grubu (1.18 nmol/100 mg retina yas agirlik ) MDA degerine yakin
oldugu goriilmiistiir. Vitamin E (6.34 nmol/100 mg retina yas agirlik ) ve R coriaria L. (6.68
nmol/100 mg retina yas agirlik) gruplarinin MDA degeri ise diyabet grubuna (5.04 nmol/100 mg
retina yas agirlik) yakin bulunmustur. Diyabetik grubun lens MDA degeri (0.13 nmol/100 mg lens yas
agirlik) kontrol grubundan (0.08 nmol/100 mg lens yas agirlik) yiiksek bulunmustur. C. rotundus L.
(0.08 nmol/100 mg lens yas agirlik ), 7. foenum-greacum L. (0.09 nmol/100 mg lens yas agirlik ),
Vitamin E (0.07 nmol/100 mg lens yas agirlik ) ve R. coriaria L. (0.05 nmol/100 mg lens yas agirlik )
gruplarinin MDA degerlerinin kontrol grubuna (0.08 nmol/100 mg lens yas agirlik ) yakin oldugu
goriilmiistiir. N. sativa L. grubunun MDA degeri (0.14 nmol/100 mg lens yas agirlik ) ise diyabet
grubu (0.13 nmol/100 mg lens yas agirlhik ) MDA degerine yakin bulunmustur. Diyabetik grubun
retina GSH degeri (0.55 nmol/100 mg retina yas agirlik ) kontrol grubundan (1.04 nmol/100 mg retina
yas agirlik) diisiikk bulunmustur. 7. foenum-greacum L. grubunun GSH degeri (0.65 nmol/100 mg
retina yas agirlik ) kontrol grubu GSH degerine (1.04 nmol/100 mg retina yas agirlik) az da olsa
yakin bulunmustur. N.sativa L. (0.46 nmol/100 mg retina yas agirlik ), Vitamin E (0.41 nmol/100 mg
retina yas agirlik ), R. coriaria L. (0.38 nmol/100 mg retina yas agirlik ) ve C. rotundus L. (0.30
nmol/100 mg retina yas agirlik ) gruplarmin GSH degerlerinin diyabet grubu GSH degerine(0.55
nmol/100 mg retina yas agirlik ) yakin oldugu goriilmiistiir. Diyabetik grubun lens GSH degeri (5.6
nmol/100 mg lens yas agirlik ) kontrol grubundan (28.5 nmol/100 mg lens yas agirlik ) oldukea diisiik
bulunmustur. C. rotundus L. (26.08 nmol/100 mg lens yas agirlik ), N. sativa L. (17.6 nmol/100 mg
lens yas agirlik), Vitamin E (15.5 nmol/100 mg lens yas agirlik ) ve T. foenum-greacum L. (11.6
nmol/100 mg lens yas agirlik ) gruplarindaki GSH degerlerinin kontrol grubuna (28.5 nmol/100 mg
lens yag agirlik ) yakin oldugu goriilmistiir. Sonug olarak diyabetin peroksidasyon iiriinii olan MDA
olusumunu arttirdig1 ve bir antioksidan olan GSH miktarin1 diisiirdiigii bulunmustur. Kullanilan
antioksidanlarin ise MDA olusumunu engelledigi ve antioksidan olan GSH miktarini korudugu tespit
edilmisgtir.

ANAHTAR KELIMELER: Diyabet, Diyabetik retinopati, Diyabetik katarakt, Serbest radikaller,

Antioksidanlar
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In diabet, increase in the oxidative activity (production of free radicals), insufficiency in
antioxidant defense and protein glycosylation have negative effects in retina and lens on the
metabolism of glucose, especially in uncontrolled diabet. This results lead to diabetic retinopathy and
cataract. Lipid peroxidation could be one of the mechanisms in retinopathy and cataractogenessis in
diabetic retinopathy and cataract, it is shown by the increase in Malondialdehyde (MDA) content that
lipid peroxidation. In this study, Molecular changes in diabetic retina and lens tissues of the rats, the
mechanism of damage development, influences of the antioksidants on preventing from damage and
influence mechanisms were investigated. For this purpose, MDA and GSH contents were measured in
control rat retina and lenses, diabet induced in rat retina and lenses, antioxidant materials such as
Trigonella foenum-graecum L., Nigella sativa L., Cyperus rotundus L., Vitamin E, Rhus coriaria L.
applied diabetic rat retina and lenses. Retina MDA level of diabetic group (5.04 nmol/ 100 mg retina
wet weight) was found quite higher than the control group (1.18 nmol/ 100 mg retina wet weight).
MDA level of the groups C. rotundus L. (1.17 nmol/ 100 mg retina wet weight), N. sativa L. (1.03
nmol/ 100 mg retina wet weight) and 7. foenum-greacum L. (1.48 nmol/ 100 mg retina wet weight)
was observed close to the MDA level of the control group (1.18 nmol/ 100 mg retina wet weight).
MDA level of the group of Vitamin E (6.34 nmol/ 100 mg retina wet weight) and R. coriaria L. (6.68
nmol/ 100 mg retina wet weight) was found close to the diabetic group (5.04 nmol/ 100 mg retina wet
weight). Lens MDA level of diabetic group (0.13 nmol/ 100 mg lens wet weight) was found higher
than the control group (0.08 nmol/ 100 mg lens wet weight). MDA level of the groups C. rotundus L.
(0.08 nmol/ 100 mg lens wet weight), T. foenum-greacum L. (0.09 nmol/ 100 mg lens wet weight),
Vitamin E (0.07 nmol/ 100 mg lens wet weight) and R. coriaria L. (0.05 nmol/ 100 mg lens wet
weight) was observed close to the control group (0.08 nmol/ 100 mg lens wet weight). MDA level of
the group N. sativa L. (0.14 nmol/ 100 mg lens wet weight) was found close to the MDA level of
diabetic group (0.13 nmol/ 100 mg lens wet weight). Retina GSH level of diabetic group (0.55 nmol/
100 mg retina wet weight) was found lower than the control group (1.04 nmol/ 100 mg retina wet
weight). The GSH level of the group 7. foenum-greacum L. (0.65 nmol/ 100 mg retina wet weight)
was found close to control group (1.04 nmol/ 100 mg retina wet weight) of GSH level with a small
difference. The GSH level of the groups N. sativa L. (0.46 nmol/ 100 mg retina wet weight), Vitamin
E (0.41 nmol/ 100 mg retina wet weight), R. coriaria L. (0.38 nmol/ 100 mg retina wet weight) and C.
rotundus L. (0.30 nmol/ 100 mg retina wet weight) was observed close GSH level of diabetic group
(0.55 nmol/ 100 mg retina wet weight). Lens GSH level of diabetic group (5.6 nmol/ 100 mg lens wet
weight) was found rather less than control group (28.5 nmol/ 100 mg lens wet weight). GSH level of
the groups C. rotundus L. (26.08 nmol/ 100 mg lens wet weight), N. sativa L. (17.6 nmol/ 100 mg
lens wet weight), Vitamin E (15.5 nmol/ 100 mg lens wet weight) and 7.foenum-greacum L. (11.6
nmol/ 100 mg lens wet weight) was observed close to control group (28.5 nmol/ 100 mg lens wet
weight). As result, It was found that diabet increased formation of peroxidation substrat MDA and
decreased the level of GSH which is an antioxidant. It was observed that antioxidant, which is used,
prevented the formation of peroxidation substrat MDA and protected quantity of a antioxidant GSH.

KEY WORDS: Diabet, Diabetic retinopathy, Diabetic cataract, Free radicals, Antioxidants
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1. GiRiS Zelal SAVASLI

1. GIRIS

Diabetes mellitus (DM), pankreasin salgiladigi hormonlardan biri olan
insiilinin salgilanmamasi, yetersizligi veya etkisizligi sebebi ile kan seker diizeyinin
normalin iizerinde bulunmasi ve idrarda seker c¢ikmasi sonucu teshis edilen bir
hastaliktir. Hastaligin iyi kontrol edilmemesi durumunda, basta katarakt ve retinopati
olmak iizere , bobrek yetmezligi, koroner kalp hastaligi ve iskemik beyin hasar1 gibi
onemli komplikasyonlar ortaya ¢ikabilmektedir (Harding, 1991; Paolisso ve ark.,

1996).

Diyabetik hastalardaki yiiksek glukoz diizeyi oksidatif hasara yol agan serbest
radikallerin meydana gelmesine neden olmaktadir (Celik ve Yilmaz, 1999). Serbest
radikaller, hiicrelerin lipid, protein, karbohidrat ve DNA gibi tiim Onemli
bilesenlerini etkilemektedir (Jacob ve Burr, 1996). Serbest radikaller viicutta oldukca
onemli miktarlarda iiretilen, dig yoriingelerinde bir ya da daha fazla paylagilmamis
elektron tagiyan, reaktif Ozellik gosteren bilesiklerdir. Zararli etkilerinden en
onemlisi ¢coklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonudur. Oksidasyonda hidroksil,
singlet oksijen ve siiperoksit radikalleri ile peroksil ve alkoksil radikalleri rol
oynamaktadir (Gutteridge, 1995). Bu reaksiyon doymamis yag asitlerinden bir
hidrojen atomunun koparilmas: ile baslaylp, geride kalan karbon atomunun
tizerindeki paylasilmamis elektronda devam etmektedir. Meydana gelen bu elektron
konjuge dienleri meydana getirmekte, bu bilesik ise oksijenle birleserek peroksil
radikallerinin olusumuna neden olmaktadir. Bu sekilde peroksidasyon baglamakta, en
son olarak siklik peroksitler ve endoperoksitler meydana gelmektedir. Lipid
peroksidasyonu son {riinlerinden birisi de malondialdehit (MDA)’dir. Serbest
radikaller tiim bu etkileri sonucunda oto katalitik etkiyle lipidlerin okside olmasina

ve sonu¢ta membran hasarina yol agmaktadir ( Stringer ve ark., 1989).

Organizmada serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek iizere
antioksidan savunma sistemleri gelismistir (Uysal, 1998). Savunma sistemlerini

serbest radikal tutuculari ve bazi enzimler olusturmaktadir. Savunma sisteminde
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oncelikle enzim sistemi etkili olmaktadir. Siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz serbest radikallerin birikmesini ve lipid
peroksidasyonunun baglamasini 6nleyen enzimlerdir. Enzimsel savunma yeterli
olmayip lipid peroksidasyonu baslarsa diisiik molekiil agirliklt serbest radikal
tutucular olarak bilinen GSH, E vitamini, Askorbik asit, bilirubin ve karotenler, tirik
asit gibi yag asitleri yerine kendileri yiikseltgenerek reaksiyonun devamin

engellerler (Freeman ve ark., 1982; Halliwell ve ark., 1989).

Lens ve retinada serbest radikallerin birikimi sonucu lipid peroksidasyonunun
bir iirlinii olan malondialdehit (MDA) birikmeye baslar. Lipid peroksidasyonunun
tiriinii MDA, proteinler ile birlesir ve onlarda distilfid kopriilerinin olusumu yiiksek
molekiillii protein olusumu, agregasyon, deamidasyon ve nonenzimatik glikozilasyon
gibi postsentetik degisimlere neden olmaktadir. Glikozilasyonun, protein
oksidasyonunu aktive ederek katarakt ve retinopati olusumuna sebep oldugu

bilinmektedir (Boscia ve ark., 2000).

Antioksidanlarin serbest radikallere karsi koruyucu etkisi bilinmektedir (Yu,
1994). Serbest radikaller ve antioksidanlarin hastaliklardaki rolii son yillarda biiyiik
ilgi uyandirmustir.  Bitkilerin  geleneksel olarak tibbi amacli  kullanildig:
bilinmektedir. Trigonella foenum- graecum L., Nigella sativa L., Cyperus rotundus
L, ve Rhus coriaria L. tibbi amagh kullanilan bitkilerdir (Ali ve ark., 1995; Agel ve
Shaheen, 1996; Abdel-Bary ve ark., 1997; Tiirker ve Bayrak, 1997). Bu calismada
streptozotosin ile diabet olusturulmus sican retina ve lenslerindeki MDA ve GSH
miktarlarina vitamin E  (a- tokoferol), Trigonela foenum-graecum L., Nigella sativa
L., Cyperus rotundus L. ve Rhus coriaria L.’nin etkisi karsilastirilmali olarak
arastirllmistir. Boylece g6z kusurlarmin molekiiler diizeyde arastirilmasi ve bu

konuda tibbi tedavi yontemlerine katkida bulunmak amag¢lanmaktadir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Goz

G0z, goz yuvarlagi, n. opticus goz kapaklari, conjunctiva, lacrimal aparat (goz
yas1 aparat1) ve g6z kaslar1 ek yapilarini i¢ine alan gérme organidir (Yildirim, 1996).
Goz kiiresi orbita ad1 verilen géz ¢ukurunun 6n yarisinda yag ve bag doku ile ¢evrili
bir fasya hamaginin iizerinde yer alan, yaklasik 2.5 cm. ¢apinda 7.5 gr. agirliginda,
yuvarlak bir kameradir. I¢ boslugundaki {ic odaciga ayrilmis olan goz kiiresi, iic
tabakali bir duvar yapisina sahiptir. Distan ige dogru tunica fibrosa bulbi (sklera ve
korneadan olusur), tunica vasculosa bulbi (koroid, siliyer cisim ve iris tabakasi) ve
tunica interna bulbi (pigmentli retina ve sensoriyel retina) olmak tizere {i¢ tabakadan

olusur (Yildirim, 1996; Arinci ve Elhan, 1997; Apaydin, 2001).

Lens
Iriz Retina
Silier
Clziim

Sekil 2.1. Goziin genel yapisi (http://www.gata. edu.tr.)
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2.1.1. Tunica fibrosa bulbi (D1s tabaka)

Goz kiiresinin en disinda yer alan bu koruyucu fibrz tabaka arkada goziin
altida besini olusturan sklera, onde altida birini olusturan kornea ve bunlari
birlestiren halka, yani limbustan meydana gelir (Akin, 2001). Sklera, donuk beyaz
renklidir. Limbustan lamina cribrozaya kadar uzanir. Kalinlig1r 1 milimetredir. Damar
bakimindan fakirdir. On silier arterle beslenir. Kisa silier sinirle inerve olur. Kornea,
birinci optik ortamdir. Kornea damarsiz, seffaf ve hafif 6ne ¢ikik olup ortalama 1

milimetre kalinligindadir.

2.1.2. Tunica vasculosa bulbi (uvea)

Yogun pigmentli ve damarli olan bu tabaka 6nden arkaya iris, corpus ciliare

ve koroid olarak ayrilir.

2.1.2.1. iris

Tunica vasculosa bulbi’nin 6n tarafta bulunan boliimii olup, 12 milimetre
capinda ortas1 delik bir bolme seklinde kornea ve lens arasinda bulunur. Iris,
stromasindaki pigment graniil miktar1 ile gozlin rengini belirleyen, ortada
olusturdugu pupilla acikligi ile goze giren 151k yogunlugunu etkileyen yapidir
(Arinci, 1997).

2.1.2.2. Siliyer cisim (corpus ciliare)

Uveanin iris ile koroid arasinda kalan kismi olan corpus ciliare, bir yandan
prosesuslarinda 6n kamara sivisinin yapimini siirdiiriirken, 6te yandan bu ¢ikintilarin
devami olan zinn lifleri ile kristalin lensi yerinde tutar ve silier kasin yardimiyla
akomodasyon dedigimiz yakina bakista lensin kiriciligini artirma olayini ydnetir

(Akin, 2001).
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2.1.2.3. Koroid

Retinanin dis tabakasini besleyen, pigmentli ve damar bakimindan en zengin
olan bolgedir (Akin, 2001). Koroidin kan damarlarinin boyutlari i¢ten disariya dogru
artar. Tim damarlar pigmentli bag dokusu hiicrelerinden olusan bir stroma iginde
yerlesmislerdir. Koroid, her noktada sklerayla temas halinde olan ileri derecede

vaskiiler bir membrandir (Miller, 1989).

2.1.3. Tunica nervosa bulbi (retina)

Retina oOnemli kimyasal ve fiziksel olaylarin merkezidir. Gorme
mekanizmasi bu olaylarin esasina dayanir (Vural, 1997). Renkli gérmeden sorumlu
olan konileri ve esas olarak karanlikta gormeden sorumlu olan basilleri i¢eren, goziin
1s18a duyarli boliimiidiir. Basil ve koniler uyarildiklarinda, sinyaller retinadaki ardisik
ndronlara ve sonugta optik sinir liflerine ve buradan da beyin korteksine iletilir.

(Guyton ve Hall, 2001).

Retina, sklera ve koroidden sonra goz kiiresinin en igteki iiclincli katmanidir.
Optik sinirden ora serataya kadar uzanir. Icte vitre, dista koroid ile komsudur. Retina,
pigmentli retina ve saydam bir zar olan sensoriyel retinadan olusmustur. Pigment
epiteli koroide sikica yapismistir. Pigmentli retina tek katl hiicre tabakasindan olusur
ve yapisinda melanin bulunur. Pigment epitelindeki melanin, 15181n koroide ve goz
disina ge¢mesini engellemesi yaninda, fotoreseptorlerdeki foto-kimyasal reaksiyonlar
sonucu agiga c¢ikan 1sty1 emerek termostat gorevi de yapar. Sensoriyel retina ise
mitozlar sonucu fotoreseptorler (basil ve koni hiicreleri), sinyalleri basil ve
konilerden bipolar hiicre dentritlerine yatay olarak ileten horizontal hiicreler,
sinyalleri basil, koni ve horizontal hiicrelerden gangliyon ve amakrin hiicrelere
ileten bipolar hiicreler, sinyalleri bipolar hiicrelerden gangliyon hiicrelerine ileten
amakrin hiicreler ve destek hiicreleri olan miiller hiicrelerinden meydana gelmistir

(Thuman ve Hinton, 1997; Bengisu, 1998; Guyton ve Hall, 2001).
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Sekil 2.2. Retina tabakas1 (Gilizelmansur, http://www.afsad.org.tr)

Retinanin i¢ tabakalar i¢in besleyici kan destegi, goz kiiresine optik sinir ile
birlikte giren ve sonra tiim i¢ retina yiizeyine dallanan retinal arterden saglanir.
Bununla beraber retinanin dis tabakalarinin ¢ogu, retina ve sklera arasinda damarsal

bir yap1 olan koroidden beslenir (Harris ve ark., 1997).

2.1.3.1. Retina ve Diabetes Mellitus

Diyabetik retinopati gelisiminde gergek mekanizma bilinmemekle birlikte
bir¢ok teori ileri siiriilmektedir. Diyabet gelisiminde hiperglisemik durum serbest
radikal olusumunu arttirmaktadir. Komplikasyonlarin  gelismesinde  bir¢ok
biyokimyasal yol (glukoz otooksidasyonu, poliol yolu, prostanoid sentezi, protein
glikozilasyonu) hiperglisemi ile yakindan iliskilidir. Tiim bunlar serbest radikal
olusumunu arttiran olaylardir (Baynes, 1991; Barnet, 1993; Giugliano ve ark., 1996).
Yapilan ¢alismalar gostermistir ki, ortamda glukozun artis1 (diyabet) basta katarakt
ve retinopati olmak Tlizere bir¢ok hastaliga sebep olmaktadir (Harding, 1991).
Katarakt ve retinopati olusmus insan ve hayvanlarda bir antioksidan olan GSH

diizeylerinin azaldig1 bildirilmistir (Ready, 1990).
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2.1.4. Vitroz cisim

Corpus vitreum, %90’1 su olan, jel kivaminda saydam bir olusumdur
(Yildirim, 1996). Isig1 kiran en biiyiikk yapidir ve ora serrata’nin arkasinda kalan
boslugu (camera vitrea) doldurur. Corpus vitreum’un i¢indeki jelatindz siviya humor
vitreus, etrafin1 saran zara ise membrana vitrea denilir. Corpus vitreum’da kan
damar1 bulunmaz, bu nedenle beslenmesi komsusu olan retina ve processus ciliaris’in

damarlarindan beslenir (Arinci, 1997).

2.1.5. Lens

Lens, irisin arkasinda, vitrenin Oniinde bikonveks, 6zel bicimde diferansiye
olmus epitel kitlesinden olusan saydam bir mercektir. Zoniiler lifleri aracilig1 ile
silier cisme asili durur ve pupilladan goze giren 1581 kirarak retina {lizerinde toplar.
Isigin retina iizerinde odaklanmasi siliyer cisim, zoniiller ve lens arasindaki bir
mekanizma ile gergeklestirilir. Lens yaslandik¢a 15181in odaklama giicii de azalir
(Miller, 1989; Bengisu, 1998, Apaydin, 2001). Damar ve sinir dokusu olmayan lens,

kapsiil, epitel ve lif hiicrelerinden olusmustur.

2.1.5.1. Kapsiil

Lens kapsiilii, embriyonda, plaka devrinden itibaren, epitel hiicrelerinin bazal
zar1 seklinde mevcuttur. Yetigskinlerde 6nde epitel, arkada lens lifleri tarafindan
salgilanir. Saydam ve esnek olan bu kapsiil, lensin tamamini ¢evreler. Hiicresizdir.
Kalinligt lensin her tarafinda ayni degildir. Seffaf olan bu kapsiil, 6n ylizde daha
kalindir (Bengisu, 1998).

2.1.5.2. Epitel hiicreleri

Embriyonda lens vezikiiliiniin arkadaki epitel kati hiicreleri, birincil lens

lif hiicrelerine dontiserek embriyoner c¢ekirdegi olusturduklarindan, epitel kati

arkada yoktur. Yetigkinlerde epitel sadece onde vardir. 2000 dolayinda, kiip
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seklinde tek kathi hiicrelerden olusmustur. Bu epitel hiicreleri sadece mercegin
On orta kisminda bu sekillerini korurlar, ekvatora yaklastikca uzunlamasina biiyiirler
ve sonunda ince uzun bir lif seklini alirlar ve ekvatoru dolanarak lens igine
girerler. Lens lifine doniisen hiicrede ¢ekirdek, mitokondri ve ribozomlar yok olur.
Lens lif tiretimi slirekli devam eder ve yeni olusan lifler eskilerini distan sararak

sayilar1 2000-3000’1 bulan lamelleri olusturur (Bengisu, 1998).

2.1.5.3. Lif hiicreleri

Lens lif hiicrelerinin gengleri ylizeyde, en yaslilar1 da merkezde yer alir. Geng
lif hiicrelerinin stoplazma ve ¢ekirdekleri belirgin olup merkeze ilerledik¢e ¢ekirdek
ve mitokondri gibi normal organelleri kaybolur. Merkezdeki yash lifler daha koyu
renkte goriiliirler. Katlar arasindaki optik yogunluktan otiirii ¢esitli optik alanlar
ortaya ¢ikar. Bunlar fotal, embriyoner, infantil, yetiskin ¢ekirdekler ve kabuk olarak

ayirt edilir (Arinci, 1997; Bengisu, 1998; Karel, 2001).

Lens, Zinn lifleri ile corpus ciliare’ye baglanir. Corpus ciliare’nin yapisindaki
diiz kas liflerinin kasilip gevsemeleri sonucu lensin kalinligi-kiriciligr degisir.

Yakindaki cisimleri net goérebilmesi i¢in lensin kiriciliginin artmasina akomodasyon

(uyum) denir (Yildirim, 1996).

Lens ince kenarli yakinsak bir mercektir. Lensin kirma giicti 20 diyoptridir.
Lens bu kirma giiciiyle, korneadan sonra goziin ikinci 6nemli optik mekanizmasini
olusturur. Yakina geldikleri i¢in, goriintiileri retina arkasina diisen cisimlerin net
goriilebilmeleri i¢in, lens kirma giiciinii arttirir ve goriintii retina ustline gelir
(Bengisu, 1998). Lens beslenmesini tamamen i¢inde bulundugu akdz hiimérden
saglar. Siv1 aligverisi kapsiiliin ve subkapsiiler epitelin yar1 gegirgenligi ile diizenlenir

(Miller, 1989).

Dogumda 60-65 mg olan insan lensi yas ilerledikge 250-260 mg
agirhigma kadar ulasir (Cakinel, 1992). Lensin agirhiginin %66’sin1 su, %33’linli

protein, %1’ini aminoasit, lipit, karbonhidratlar, elektrolitler ve peptitler olusturur.



2. ONCEKIi CALISMALAR Zelal SAVASLI

Lens diger dokulara oranla daha fazla protein igerir. Lens proteinleri, suda
eriyen ve suda erimeyen proteinler olmak tizere iki grupta toplanirlar. Suda eriyen
proteinler hiicre i¢indedirler ve proteinlerin %90°1n1 olustururlar. Alfa, beta ve gama
kristalinler olarak ii¢ grupta toplanmiglardir. Alfa kristalinler toplam proteinlerin
%32’sini olustururlar. Uretimleri lens epitelinde gerceklesir ve lens liflerinde
yapimlar1 azalir. Lenste en fazla beta kristalinler (%55) bulunur. Uretimleri, epitel
hiicresinin lens lifine doniistiigii germinatif bolgede yapilir. Suda eriyen proteinler
icerisinde en az gama kristalinler (%15) bulunur. Lens lifine doniisiimde ortaya
cikarlar. Lensin suda eriyen proteinleri yaslanmayla distilfit baglariyla birbirine

baglanarak suda erimeyen proteinlere doniisiirler (Bengisu, 1998; Karel, 2002).

Suda erimeyen proteinler hiicrelerin iskeletini olustururlar ve lensin
seklinin korunmasini saglarlar. Lensin suda erimeyen proteinleri, lire igerisinde
eriyebilen proteinler ile iire igerisinde erimeyen proteinler olmak {iizere ikiye
ayrilir (Zelenka, 1984). Suda erimeyen proteinler lens liflerinin zarlarinda
bulunurlar. Epitel hiicrelerinde  yokturlar. Yasli ve katarakthi lenslerde,
oksidasyon = mekanizmasmin  artmasiyla birlikte, iirede ve suda erimeyen
proteinlerde artma goriiliir. Yetiskinlerde saydam lenslerde protein orant %81

iken kataraktlilarda bu oran %51’e kadar diiser (Bengisu, 1998).

Insan lensinin %66’sm1 su olusturur. Bu oran nukleusa dogru gidildikce
azalir. Hiicre i¢i suyun regiilasyonu biiyiik ol¢iide sodyum ve potasyum gibi
katyonlara baghdir (Karel, 2001). Lensin hiicre i¢i kalsiyum oran1 c¢ok diisiiktiir.

Bu oranin artmasi katararkta neden olabilmektedir (Ovali, 2001).

Lens lipitleri, fosfolipitler, kolesterol ve glikosfingolipitlerdir. Stabil olan
lens hiicre membrani diisiik akiciliga sahiptir. Lens lif membranin temel yap1
tast olan lipitlerin sentezlerindeki herhangi bir tahribat, lensin transport
mekanizmalarin1 bozmakta ve sonugta opaklasma meydana gelmektedir (Zelenka,

1984; Cotlier, 1987).
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2.2. Diyabet ve Katarakt

Serumda glikozun artmasi, kamaralar sivisinda da glikoz diizeyinin
yiikselmesine ve difflizyon yoluyla lens igine girmesine neden olur. Diyabetlilerde
glikozun sorbitole doniiserek lens iginde birikmesi ozmotik basincin yiikselmesine,
lens i¢ine su molekiillerinin girmesine ve lensde sismeye yol acgar. Geng
diabetlilerde, baslangigta 6n ve arka kapsiil altinda, gri-beyaz, ¢ok sayida, “kar
tanecikleri” goriiniimiinde, kesifler ortaya ¢ikar. Gliseminin kontrol altina alinmadig1
olgularda lenste olgun katarakt olusur. Yagl diyabetli hastalarda, lens i¢inde sorbitol
birikimi, oksidasyon reaksiyonlari ile birlestigi i¢in katarakt olasiligi normal yaslilara

gore daha fazladir (Bengisu, 1998).

2.3. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM); pankreastaki Langerhans odaciklarinin B hiicrelerinden
salgilanan insiilinin hormonunun salgilanmamasi, yetersizligi veya etkisizligi sebebi
ile kan glikoz seviyesinin normalin iizerinde bulunmasi ve idrarda seker ¢ikmasi
sonucu teshis edilen bir hastaliktir (Mercangdz, 1991; Wolff, 1993; Giiney ve ark.,
1996).

Primer diyabetin Tip I (insiiline bagimli diyabet) ve Tip II ( insiiline bagimli
olmayan diyabet) olmak tizere iki tipi vardir. Tip I DM daha ¢ok ¢ocuklarda ve geng
eriskinlerde, Tip II DM ise daha ¢ok eriskinlerde goriilmektedir. Her iki tip diyabette
de hastaligin iyi kontrol edilmemesi ve ilerlemesi durumunda da bdbrek yetmezligi,
retinopati, katarakt, koroner kalp hastaligi ve iskemik beyin hasari gibi 6nemli
komplikasyonlar ortaya ¢ikabilmektedir. Diyabetli bir bireyin, normal bir bireye gore
kor olma riski 25 kat, bobrek hastaligina yakalanma riski 20 kat, koroner kalp
hastaliklarina yakalanma riski de 2 ile 4 kat daha fazladir (Kutlu ve Mercangoz,
1996; Cigremis ve ark., 2003).

DM, insiilin yapimindaki yetersizlik veya yapilan insiilinin etkisini

engelleyen faktdrlerin varhigina bagl olarak ortaya c¢ikan bir sendromdur. Insiilin,

10
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pankreas da {retilen ve glukozun hiicrelere girmesini saglayan bir hormondur.
Insiilin yetersizligi veya etkisizligi bir yandan hiicrelerin glukozu enerji kaynag
olarak kullanmasini engellerken, diger yandan da kan sekerinin yiikselmesine neden
olur. Bu durumda, hiicreler enerji gereksinimlerini bagka yollardan karsilamaya
baslarlar. Bu hiperglisemik durum serbest radikal olusumunu arttirmaktadir.
Glukozun otooksidasyonu sonucu son ydriingelerinde bir veya daha fazla
ciftlenmemis elektron iceren yiiksek reaktif bilesikler olan serbest radikaller asiri
miktarda olusmakta ve oksidan/antioksidan denge bozulmakta, bdylece oksidatif

stres artmaktadir (Cigremis ve ark., 2003; Oner, 2004).

Diyabetik komplikasyonlarin olusumu iki mekanizma ile agiklanmaktadir.
[Ik mekanizmada, ozellikle iyi kontrol edilemeyen diyabette proteinlerin
nonenzimatik glikozillenmesinin arttig1 ve bu glikozillenen proteinlerin oksidasyonu
sonucu serbest radikallerin olustugu savunulmaktadir. Plazma membran proteinleri
ve insiilinden bagimsiz glukoz alan lens gibi dokularin hiicrelerindeki
proteinler, uzun siire yiiksek konsantrasyonda glukoz ile kars1 karsiya kalirsa, glukoz
hizla proteinlerin amino gruplarina nonenzimatik yolla baglanir. Bunun tipik 6rnegi

glikozillenmis hemoglobindir (Oner, 2004).

Ikinci mekanizmada, diabetes mellitus’da artan kan glukozuna paralel
olarak insiilinden bagimsiz glukoz alan dokularin hiicrelerinde glukoz
konsantrasyonunun yiikseldigi ve dokulardaki artmis glukozun fosforile olmadan
enzimatik olarak sorbitol iizerinden fruktoza fazla miktarda doniistiigii ve bunlar
metabolize etmege yetecek kadar ilgili enzim olmadigindan hiicre i¢inde sorbitol ve
fruktozun biriktigi iddia edilmektedir. Sorbitol ve fruktozun asir1 miktarda birikmesi
ile meydana gelen ozmotik degismeler bu doku ve organlarin yapisina bagh olarak

patolojik hallerin sebebi sayilmaktadir (Oner, 2004).

2.4. Insiilinin Biyokimyasi

Insiilin B hiicrelerinde sentezlenen kiiciik bir proteindir ve insan

insiilininin - molekiil agirhigi 5808 dalton’dur. B hiicreleri tarafindan yapilan

11
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instilin, burada depolanir ve porta dolagima salinir (Guyton ve Hall, 2001).
Endoplazmik retikulum icinde yapilan insiilin golgi aygitina gecer ve burada
cevresi bir membranla cevrilir. Burada olgunlasma devam eder ve proteazlar
etkisi ile proinsiilin molekiiliiniin  bir boliimiinii teskil eden C-peptit veya
birlestirici peptit ayrilir. Boylece aktif insiilin molekiili  olusur (Alp ve

Molvalilar, 1987).

Insiilinin en belirgin etkisi, hiicre icine glikoz girisini hizlandirmak
ve bunun sonucu glikoz  kullamlmasini arttirmaktir. Insiilin  bu  etkisini
gostermeden Once hiicre zarndaki reseptdrlere baglanir. Insiilin reseptorlerinin
varlig1 yag, karaciger, monosit, lenfosit ve eritrositlerde gdsterilmistir. Insiilin
reseptorlerinin  sayisinin artmasi ve/veya affinitesinin ylikselmesi  insiiline
duyarliligi arttirir. Bunun aksi ise instilin etkisine karsi direng yaratir (Alp ve

Molvalilar, 1987).

2.5. Serbest Radikaller

Serbest radikal reaksiyonlari, normal metabolik yollarin isleyislerinin dogal
bir sonucudur. Oksidan molekiiller organizmada baglica glikozun oksidasyonu olmak
lizere tiim anabolik ve katabolik reaksiyonlar siras1 ve sonrasinda siirekli bir olusum
halindedir. Endojen antioksidanlar adi verilen molekiiller tarafindan siirekli
etkisizlestirme siireci igerisindedir. Bu olusum ve etkisizlestirme olaylari

organizmalarda bir denge halindedir.

HOMEOSTASIS

Oksidanlar <———> Dogal Antioksidanlar

Sekil 2.3. Oksidan-antioksidan denge

Serbest radikal molekiilleri, belirli diizeyde kaldiklar1 siirece, organizmanin

yabanct maddelere ve enfeksiydoz ajanlara karsi savunmasinda Onemli
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molekiillerdir. Ancak, serbest radikaller belirli diizeyin tizerinde olusur ve
antioksidanlar yetersiz kalirsa s6z konusu serbest radikaller hiicrenin yap1
elemanlar1 olan protein, lipit, karbonhidrat, niikleikasitler ve yararli enzimlerin
yapilarint bozarak zararli etkilere yol agarlar (Tamer ve ark., 2000). Lipitler
serbest radikal hasarina karst en hassas yapilardir. Serbest radikaller yag
asitlerindeki  doymamis baglarla  kolayca reaksiyona girerek lipitlerin

peroksidasyonuna neden olurlar (Halliwell, 1996).

Serbest radikaller iyonlarin veya uyarilmig molekiillerin ayrilmalari
sonucunda olusan, dis yoriingelerinde eslesmemis bir elektrona sahip ve genellikle
elektriksel agidan yiiksiiz atom ya da molekiillerdir. Bunlarm yaklasik 10°
saniye gibi Omiirleri vardir ve son derece reaktiftirler. Yani diger atom ya da
molekiillerle kolayca reaksiyona girerler. Ciinkii, eslesmemis elektronlarin, bir
baska radikalin aym1 durumdaki elektronu ile eslesme ya da bir elektron
transferi reaksiyonu ile esleserek kararli hale gelme egilimleri vardir. Bu
sebeple serbest radikaller, elektron alici (oksitleyici) ya da elektron verici

(rediikleyici) dzelliklere sahiptirler (Ozalpan, 2001).

Serbest radikal molekiiller; organizmadaki bir ¢ok olagan hiicresel
tepkimenin (enerji iiretimi, lipitlerin ve proteinlerin pagalanmasi ile inflamatuvar
stiregler bunlar arasinda yer alir) yan {iriinii seklinde siirekli olugsmaktadir. Hiicrelerin
cogunlugu, olagan kosullar altinda kendilerini serbest radikallerin hasar verici
etkilerine karst koruyacak hiicre i¢i ve hiicre dist kimyasal mekanizmalarla
donatilmislardir. Radikal molekiiller, antioksidan savunma giicii ile dinamik bir
denge i¢inde bulundugu siirece organizma igin yararhdir. Ornegin; fagositik hiicreler
tarafindan mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesinin ana mekanizmas1 serbest radikal
tiretimidir. Serbest radikaller apoptozisin tetikleyicisi, habercisi ve efektorii olarak
gorev yaparlar. Bu sekilde; asir1 hiicre poliferasyonunu 6nleyerek homeostaziste yer
alirlar. Antioksidan savunmanin ¢okmeside apoptozisi tetiklemektedir. Serbest
radikaller ikinci haberci olup, transkripsiyon faktorlerini aktive ederler. Hiicreler
arasi haberlesmede gorev alirlar. Hiicrenin biiyiimesini saglayan olaylar1 diizenlerler.

Sitozolde ve mitokondride iiretilen serbest oksijen radikali, protein sistein
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kalintilarinin =~ redoksunu  diizenleyerek  proteinlerin  yapt  ve islevinin
diizenlenmesinde rol oynarlar (Hatungil, 2002). Serbest oksijen radikalleri iiretimi
ve antioksidatif savunma mekanizmasi1 arasindaki denge bozuldugunda, serbest
oksijen radikalleri diizeyi artar. Radyasyon, oksijen toksisitesi, postiskemik
reperfiizyon hasari, enfeksiyonlar, enflamasyonlar yani sira yaslanma ile ilgili
hastaliklardan katarakt, ateroskleroz, karsinogenez, diyabet ve noérolojik

hastaliklar serbest oksijen radikalleri tiretimin arttirir.

2.5.1. Siiperoksit serbest radikali (O2)

Bu radikal mitokondri kaynakli olup, elektron transport zinciri esnasinda
meydana gelir (Mates, 2000). Molekiiler oksijenin tek elektron alip indirgenmesi ile
olusur ve oksijen metabolizmasinda en sik karsilasilan radikal tipidir. Siiperoksit
anyonu basta hem, flavin, demir ve siilfiir merkezleri i¢eren proteinler olmak iizere
pek cok enzimatik tepkimelerde, mitokondride elektron tasinimi sirasinda cesitli
biyolojik molekiillerin otooksidasyonunda ve fagositozda oldugu gibi hiicresel
metabolizmanin normal bir {irlinii olarak siirekli tiretilebilen bir oksijen metabolitidir

(Robinson ve Badwey, 1995; Kiling ve Kiling, 2002).

Siiperoksit anyon radikali diyabette asir1 miktarda iiretilmektedir (Islekel ve
ark., 2000). Siiperoksit anyonu, en az zararli olan serbest radikaldir. Asil énemi
aninda ortadan uzaklastirilmadiginda hidrojen peroksite kaynaklik etmesi ve gecis
iyonlarinin  rediiktan1 olmasidir (Unal, 1999; Baykal ve ark., 2002). Ortamdan

uzaklastirilamayan siiperoksit anyonunun ¢esitli tepkimelerle olusturdugu radikaller:

1. Ortamdan bir hidrojen alarak perhidroksit radikali (HO2) olusturabilir.
2. O2 ile H202 ortamda serbestlesmis halde bulunan Fe* ve Cu? katalizorliigiinde
birbirleriyle reaksiyona girerek en giiclii radikal olan HO. radikalini ve

oksijeni olugturabilirler.

0,. +H,0, —»HO.+HO + 0O, (Haber-Weiss Reaksiyonu)
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3. Perhidroksit radikali ile tepkimeye girerek oksijen ve hidrojen peroksit

olusturabilir.
Oy +H,0 —» 0, + Hy0,
4. Hidroksil radikali ile tepkimeye girerek tekli (singlet) oksijen olusturabilir.
Oy +OH —» 0, + OH"
5. Siiperoksit radikalinin ortamdan temizlendigi tepkimeye dismutasyon
tepkimesi denir. Bu tepkime siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan iki

siiperoksit radikali kendi aralarinda etkileserek H202 ve O:2 olusur (Kiling ve

Kiling, 2002).

SOD
0, +0O;” + 2H—» H,0; +0O; Dismutasyon Tepkimesi

2.5.2. Hidrojen peroksit (H,0,)

Peroksit anyonu ortamdaki hidrojen iyonlari ile protonlanarak hidrojen

peroksidi verir ( Tamer ve ark., 2000).

20, +2H —» H,0,

Oksijen ve hidrojen peroksit, ortamda serbestlesmis halde bulunan
Fe* veya Cu®? Kkatalizorliigiinde birbirleri ile reaksiyona girerek en giigli

radikal olan HO. molekiiliinii olustururlar.

0O, + H;O, —» HO. + HO '+ O, ( Haber-Weiss Reaksiyonu)

15



2. ONCEKIi CALISMALAR Zelal SAVASLI

Ayrica gecis metallerinin varliginda (6zellikle Fe?) hizlica hidroksil radikaline

doniisiirler.

H,0, + F& —» HO. + HO ' + Fe' (Fenton Reaksiyonu)

Hidrojen peroksit molekiilii bir non-radikal olup ¢ok az reaktif 6zelliktedir.
Siiperoksit grubundan daha az etkili olan H202, dokularda bulunan katalaz,
peroksidaz ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi enzimlerle su ve oksijen gibi daha
zayif etkili tiriinlere doniistiiriilerek etkisiz kilinir (Floyd, 1995; Kaya ve ark., 1998;
Mates, 2000).

2 H,0, —»2H,0 + 0, (Katalaz)

H,0, +AH, —» 2H,0 + A peroksidaz

2.5.3. Hidroksil radikali (OH)

Hidroksil radikali hem siiperoksit anyonundan (Haber-weiss) hem de
hidrojen peroksitten meydana gelirler. Her iki reaksiyonda da gegis metallerine (Fe,
Cu’ gibi) ihtiya¢ duyarlar (Basaga, 1990). Yarilanma omrii ¢ok kisa oldugu i¢in
hemen olustugu yerde biiylik tahribata yol acarlar (Erden, 1992). Oldukga reaktif
olan hidroksil radikali hiicre bilesenleri ile reaksiyona girer. Ornegin, aminoasit
residiilerini schiff bazi olusturmak iizere okside eder. DNA molekiiliinde piirin ve
pirimidin bazlarinda kimyasal degisiklik ve kirilmalara neden olur. Hiicre
membranina etki ederek lipit peroksidasyonu adi verilen serbest radikal zincir

reaksiyonunu baglatir (Practido, 1999; Tamer ve ark., 2000).

2.5.4. Tekli ( Singlet ) Oksijen ('O;)

Tekli (singlet) oksijen ('O), ortaklanmamus elektron icermedigi icin

radikal olmayan reaktif bir oksijen molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonlari
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sonucu meydana geldigi gibi serbest radikal reaksiyonlarmin baglamasinada
sebep olur (Kiling ve Kiling, 2002). Siiperoksit gruplarinin hizli bir sekilde
olusturdugu singlet oksijen, hiicre zarlarinin fosfolipid, glikolipid, gliserid ve
sterol yapisindaki doymamis yag asitleri ile reaksiyona girerek peroksitler,
alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi ¢esitli lipid

peroksidasyon iiriinlerini olusturur (Facchinetti ve ark., 1998).

Singlet oksijen, uyarilmis elektronlarin daha diisiik enerji seviyelerine
inmesiyle 151k yayar. Singlet oksijenin kimyasal bir bilesikle etkilesimi sonucu
kemiluminesans meydana gelmesi ve bunun Olglilmesi ile reaktif oksijen
tirlerinin direkt tayini yapilabilmektedir. 0, ve H,O, radikallerinin birbirine
rastlamasi O, ve OH olusmasma neden olur (Wolff, 1986; Kiling ve Kiling,
2002).

2.6. Antioksidanlar

Dokularda hasara yol acan ajanlardan bir c¢ogu zararli etkilerini
serbest radikal diye adlandirilan reaktif tiirler araciligi ile gergeklestirirler.
Serbest radikal, dis yoriingesinde bir veya birden fazla  ¢iftlenmemis
elektron igeren atom veya organik ya da inorganik molekiillere verilen addir

(Hatungil, 2002).

Organizmada serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek {izere
antioksidan savunma sistemleri gelismistir. Bu sistemin diizenli islemesi
organizmanin saglikli yasamini siirdiirmesi bakimindan oldukc¢a onemlidir (Poli

ve ark., 1993; Halliwell, 1996).

Normal kosullarda canli organizmalarin, serbest oksijen radikallerini
metabolize edebilen enzimatik (siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), sitokrom oksidaz gibi) ve non enzimatik
(A, C ve E vitamini, glutatyon gibi) antioksidan savunma sistemleri vardir

(Halliwell ve Gutteridge, 1989).
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2.6.1. Enzimatik antioksidanlar

2.6.1.1. Sitokrom oksidaz

Solunum zincirinin en son basamagi olan sitokrom oksidaz bakir igeren bir
enzimdir. Bu reaksiyon, fizyolojik sartlarda siirekli olusur ve siiperoksit radikalinin

suya doniisiimiinii saglayarak oksidatif hasar olusumunu engeller (Akkus, 1995;

Gassen, 1999).

0, +4H —»2H20

2.6.1.2. Siiperoksit dismutaz (SOD)

SOD toksik siiperoksit-radikalleri elimine eden, serbest radikallere karsi

dogal bir defans sistemi olup, siiperoksit anyonunun H202 ye dismutasyonunu

katalizler (Fulbert ve ark., 1992; Durakve ark.,1993).

SOD
20, +2H ——mMmM8» H,0, + O, (Dismutasyon Tepkimesi)

2.6.1.3. Katalaz (CAT)

Katalaz; kanser, diabet, katarakt, retinopati, ateroskleroz, iskemik -
reperfiizyon hasari, artrit, norodejeneratif hastaliklar, beslenme yetersizligi ve
yaslanmay1 icine alan pek c¢ok patolojik sartlarda ortaya ¢ikan oksidatif strese karsi
savunmada antioksidan sistemin Oncelikli bir enzimidir. Katalaz tarafindan hidrojen
peroksit (H202), su ve molekiiler oksijene doniistiiriilerek metabolize edilmektedir

(Serin, 1998).

Katalaz
2H,0, ————» 2H,0 + O,
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Katalaz enzimi peroksizomlarda yerlesmis olup yapisinda dort tane hem
grubu vardir. Peroksidaz aktivitesinde olan bu enzim hidrojen peroksit, metil peroksit
gibi kiiclik molekiillere etki eder. Biiyiik molekiillii lipit hidroperoksitlerine etki
etmez (Akgiil, 1996; Yalg¢in, 1998).

2.6.1.4. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz pirimer enzimatik savunma sistemi olup,
mitokondrilerde ve sitosolde bulunur. Hiicreleri, organik hidroperoksitler ve hidrojen
peroksitler tarafindan olusturulan oksidatif tahribata karsi korur. GSH-Px 2 adet
glutatyon molekiiliinii 1 adet glutatyon disiilfite okside etmektedir (Yal¢in, 1998;
Mates, 2000).

GSH-Px
ROOH + 2GSH —» ROH + GSSG + H;O

GSH-Px
H,O, + 2GSH ———» 2H,0 + GSSG

2.6.2. Enzim olmayan antioksidanlar

2.6.2.1. Askorbik asit (C vitamini)

C vitamini suda c¢oziinen ve viicutta sentezlenemeyen bir bilesiktir.
Organizmada birgok hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgeyici ajan olarak
gorev yapar. Giglii indirgeyici aktivitesinden dolayr ayni zamanda giiglii bir
antioksidandir. Siiperoksit ve hidroksil radikali ile kolayca reaksiyona girerek
onlar1 temizler. C vitamini ayn1 zamanda oksidan etki de gostermektedir. Ciinkii; C
vitamini ferri demiri (Fe ?), ferro demire (Fe?) indirgeyen siiperoksit radikali
disindaki tek hiicresel ajandir. Kollajen sentezinde lizin ve prolinin hidroksilasyonu

icin gereklidir (Akkus, 1995; Floyd, 1995).
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Askorbik asit, A ve E vitamini gibi daha nadir bulunan antioksidanlar1 da
korur (Floyd, 1995). Yapilan caligmalarda C vitamininin diyabette goriilen serbest
radikal hasarina karst hiicreleri korumakta gorev yaptigi anlasilmistir (Naziroglu

ve ark., 1999).
2.6.2.2. E Vitamini ( alfa-tokoferol)

Yagda eriyen vitaminlerden olan Vitamin E, biyolojik sistemlerde 6énemli bir
antioksidandir. Biyolojik membranlarin lipit tabakalar1 arasinda bulunur ve bu
bolgede yapisal rol oynar. Vitamin E tokoferol ve tokotrienol tiirevlerini kapsayan
bir vitamindir. Tokoferoller alfa (a), beta (B), gama (y) ve delta () olmak {iizere 4
¢esit molekiil ve bunlarin steroizomerlerinden olusur. Bunlardan o-tokoferol en aktif

olanidir (Akkus, 1995).

Lipitte ¢oziinebilme Ozelliginden dolay1 hiicre zarlarinin lipit tabakasinda
konsantre olabilen E vitamini membranda diisiik seviyelerde bulunmasina karsi
hiicrede bagslica zincir kirict antioksidan olarak gorev yapmaktadir. Ayrica hidroksil
radikali, peroksil radikali ve siliperoksitlerle direkt reaksiyonlara girerek onlarin

zararh etkilerini ortadan kaldirmaktadir (Seven ve Candan, 1996).

CH

]
CH, e CH,
P l::H2 —C15H31

OH
IZ:H3

Sekil 2.4. E Vitamini (alfa-tokoferol)

DM’lu insan ve hayvanlarda vitamin E’nin lipit peroksidasyonunu azalttigi
ve boylece pankreasin beta hiicrelerinin tahribatin1 6nledigi ileri siiriilmektedir

(Poolisso ve ark., 1993).
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2.6.2.3. Glutatyon (GSH)

Glutatyon, basta karacigerde olmak iizere pek ¢ok dokuda yiiksek diizeylerde
bulunan ve glutamat, sistein, ve glisinden olusan, diisiik molekiil agirlikli 6nemli bir
tripeptittir. Glutatyon serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri

oksidatif hasara kars1 korur (Frei, 1994; Yalgin, 1998).

Antioksidan olarak hiicre savunmasinda rol oynamasi disinda DNA ve protein
sentezleri, enzim aktivitelerinin diizenlenmesi, hiicre i¢i ve dis1 transportlar gibi

hiicresel fonksiyonlarda da 6énemli rolii vardir (Meister, 1983).

Glutatyonun peroksitlerle ve distilfitlerle reaksiyonu sonucu okside glutatyon
(GSSG) olusur. GSSG konsantrasyonundaki artis oksidatif stresin bir gostergesidir.
GSSG tiyol igeren proteinlerin konformasyon ve aktivitesi lizerinde etkili olan
maddedir. Canlilarin yasayabilmesi i¢in yiiksek miktarda glutatyona ve diisiik
miktarda okside glutatyona ihtiya¢ vardir. Reaksiyonlar sonucu olusan GSSG,
NADPH’nin de kullanildig1 bir reaksiyonla tekrar GSH’a gevrilir (Seven ve Candan,
1996).

2.6.2.4. Nigella sativa L. (Corekotu)

Corekotu, Ranunculaceae (diglingigegigiller) familyasinin Nigella sativa L.
tiriine giren bitkilerin kapsiil icerisinde olusan tohumudur. Giinlimiizde Giiney
Avrupa, Rusya, Kuzey Afrika, Sudan, Etiyopya, Tiirkiye, Suriye, Iran, Afganistan
ve Hindistan’da ¢orekotu bliylik ol¢iide iiretilmekte ve tiketilmektedir (Tiirker ve
Bayrak, 1997). Corekotu c¢ogu Ortadogu ve Uzakdogu iilkelerinde dogal tibbi
ilag olarak 2000 yili askin bir siiredir tedavi amaciyla kullanilmaktadir. Son
zamanlarda yapilan klinik ve deneysel ¢alismalar ¢orekotu ekstraktlarinin insektisid,
bronkodilatér, immunomodiilatif, antibakteriyel, hipotensif, koleretik, antitiimoral,
antifungal, antelmentik, antiastmatik gibi bir¢cok terapotik etkilerinin oldugunu
gostermistir (Hanafy ve Hatem, 1991; Salomi ve ark., 1992; Agel ve Shaheen, 1996).

N. sativa L. tohumlarmmin esas etken maddeleri, ugucu yag asitlerinin temel
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komponenti olan Thymoquinone ve Dithymoquinone i¢ermektedir (Dhar ve ark.,

1968).

2.6.2.5. Cyperus rotundus L. (Topalak)

Cyperus rotundus L. Amerika Bilesik Devletleri’nin giineydogusu ile Florida
bolgesi boyunca diizensiz olarak genis¢e yayilis gosterir. Diinyanin tropikal ve sicak
iliman boélgeleri boyunca, hemen hemen her ¢esit toprakta 6zellikle nemli topraklarda

yayilimint stirdiiriir (Hall ve ark., 2004).

2.6.2.6. Rhus coriaria L. (Sumak)

2-3 metre boylarinda, kisin yapraklarimi doken, cali tipinde agacgiklardir.
Yurdumuzda Ege, Akdeniz ve Dogu Anadolu bolgelerinde yetisir.Yapraklari tanen
ve sar1 renkli boya maddeleri tasirlar. Kabiz edici, kan kesici, antiseptik etkili olup,
ayrica yiinli kumaslarin boyanmasinda kullanilirlar. Bogaz ve dis etleri
hastaliklarinda da gargara halinde kullanilir. Sumak meyveleri de tanen, ugucu yag

ve organik asitler ihtiva eder.

2.6.2.7. Trigonella foenum-graecum L. (Cemenotu)

Fabaceae familyasinda bulunan Trigonella foenum-graecum L. yurdumuzda
ve Akdeniz havzasinda yetisen tek yillik ve otsu bir bitkidir. Yurdumuzda,
Hindistan’da, Giiney Afrika’da ve Akdeniz iilkelerinde kiiltiirleri yapilmaktadir
(Alhabori ve Raman, 1998). Yapraklan trifoliat, cicekler tek basina, yapraklarin
koltugunda ve sar1 renklidir. Meyvesi yay gibi kivrik, uzun ve ug tarafta sivrilmistir.
Tohumlar: prizma seklinde olup miisilaj ve yag tasir. Baharat karisiminda kullanilir
ve istah acicidir. Bitkinin kuvvetli ve kalici bir kokusu vardir. Koku trigonelin
alkoloidinden ileri gelir (Koyuncu ve ark., 1989). Kanda lipid peroksidasyonunu

engelledigi deneylerle gosterilmistir (Ravikumar ve Anuradha, 1999).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Hayvanlarin Hazirlanmasi

Bu c¢alisma, Harran Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Biyoteknoloji Laboratuarinda gergeklestirilmistir. Denekler, Elazig Hayvan Kontrol
Merkezi Midiirliigi’nden temin edilen 200-250 gram agirhiginda erkek cins 49 adet
Wistar-albino cinsi erkek siganlardan olusmustur. Penceresinde havalandirma
tertibat1 bulunan, sabit sicakliktaki odada, 6zel olarak hazirlanmis kafeslerde bakima

alman sicanlarin, deneysel uygulama yapilincaya kadar bu bakimlarina devam
edildi.

3.2. Deney Hayvanlarinin Beslenmesi

Deney hayvanlarinin  beslenmesinde kullanilan yem Ankara Yem
Fabrikasinda 6zel olarak yaptirildi. Ankara Yem Fabrikasindan temin edilen yemin

bilesiminde bulunan yemin katki1 maddeleri, Cizelge 3.1° de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Deney hayvanlarina verilen yemin bilesimi

Yem Maddeleri Yiizdesi
Bugday 10
Maisir 21
Arpa 14
Kepek 8
Soya Kiispesi 25
Balik Unu 8
Kemik Unu 4
Melas 4
Tuz 4
Vitamin Karmast 1
Mineral Karmasi 1
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3.3. Deneysel Uygulamalar

Deneysel caligmalara baslamadan once, cikabilecek aksakliklarin asgariye
indirgenmesi amaci ile On caligmalar yapildi.Mevcut laboratuar sartlarimizda
deneysel diyabet olusumunun kag¢inci giinlerde meydana geldigini gozlemleyerek;
Kontrol, Streptozotosin (STZ), STZ+Trigonella foenum-graecum L., STZ+Nigella
sativa L., STZ+Cyperus rotundus L., STZ+E Vitamini, STZ+Rhus coriaria L. olmak

tizere 7 grup olusturulup deneysel uygulama baslatildu.

Grup: Kontrol grubu (n=9)

Grup: STZ grubu (n= 8)

Grup: STZ+Trigonella foenum-graecum L. (n=6)
Grup: STZ+Nigella sativa L. grubu (n=7)

Grup: STZ+Cyperus rotundus L. (n=6)

Grup: STZ+E Vitamini (n=7)

Grup: STZ+Rhus coriaria L. (n=6)

AN AN o o A A

Calismada viicut agirliklar1 ortalama 200 gram olan 49 adet Wistar-albino
tiirli erkek sicanlar kullanildi. Her grupta bulunan siganlar ayni laboratuar ortaminda
tutuldu. Siganlar oda sicakliginda 12 saat aydinlik 12 saat karanlikta kalacak sekilde
kafeslere konuldu. Tiim gruplara ayni standart sigan yemi verilerek yiyecek alimlari
sagland1 ve hayvanlarin giinliik takipleri yapildi. Calismanin baglangicinda ve her

hafta diizenli olarak hayvanlarin agirliklar1 kaydedildi.

1. Grup; Kontrol Grubu: 9 adet sigandan olusan bu grubun 7. hafta sonunda
gozleri eniikle edildi. Retina ve lensler aliarak GSH ve MDA analizleri i¢in -70°C’
de bekletildi. Gruptaki siganlarin ilk hafta ve 7. hafta sonunda kesimden 6nce olmak

tizere toplam 2 kez aglik kan sekerlerine bakildi.
2. Grup; STZ Grubu: 8 adet sicandan olusan bu grubun agirliklar

ol¢iildiikten sonra, STZ miktar1 her 200 gramlik hayvan i¢in 12 miligram STZ olarak
belirlendi. Her bir mililitre i¢in; 12 mg STZ fosfat sitrat tamponu kullanilarak
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¢Oziildii. Sonucta; 200 gramlik bir hayvan i¢in 1.2 ml STZ (1 ml fosfat sitrat
tamponunda ¢6ziilmiis 12 mg STZ ) intraperitonal olarak uygulandi. Bir hafta sonra
aclik durumunda kuyruk veninden alinan kan glikometre cihazinda 6l¢iildi. Aclik
kan glukozu 250 mg/dl’ yi gecen siganlar diyabetik olarak kabul edildiler.
Deneklerin aglik kan glukoz diizeylerine haftada bir kez olmak tizere 12 saatlik aglik
sonrasinda sabah 10:00-11:00 arasinda bakildi.

3. Grup; STZ+Trigonella foenum-graecum L. Grubu: 6 adet sigandan
olusan bu gruba; STZ’ den o6nce her hayvana 0.25ml (12.5 mg/kg) Trigonella
foenum-graecum L. ekstrakti orogastrik yontem ile verildi. Bu uygulamadan bir giin
sonra gruptaki siganlar ikinci gruptaki siganlar gibi diyabetik hale getirildi. Her
pazartesi sicanlarin agirlik ve aglik kan glukoz diizeyleri dlgiildii. Her hafta sali
ginleri  0.25 ml dozunda Trigonella foenum-graecum L. ekstraktt siganlara

orogastrik yontem ile verildi.

4. Grup; STZ+Nigella sativa L. Grubu: 7 adet sicandan olusan bu gruba,
STZ’ den once her hayvana 0.25 ml (12.5 mg/kg) Nigella sativa L. ekstrakti
orogastrik yontemle verildi. Bu uygulamadan bir giin sonra gruptaki siganlar
ikinci gruptaki sicanlar gibi diyabetik hale getirildi. Her pazartesi sicanlarin
agirlik ve aclik kan glukoz diizeyleri 6lgiildii. Her hafta sali giinleri 0.25 ml dozunda

Nigella sativa L. ekstrakti sicanlara orogastrik yontemle verildi.

5. Grup; STZ+Cyperus rotundus L. Grubu: 6 adet sicandan olusan bu
gruba, STZ’ den once her hayvana 0.25 ml (12.5 mg/kg) Cyperus rotundus L.
ekstrakti orogastrik yontemle verildi. Bu uygulamadan bir giin sonra gruptaki
siganlar ikinci gruptaki sicanlar gibi diyabetik hale getirildi. Her pazartesi sicanlarin
agirlik ve aclik kan glukoz diizeyleri 6l¢iildii. Her hafta sali giinleri 0.25 ml dozunda

Cyperus rotundus L. orogastrik yontemle sicanlara verildi.
6. Grup; STZ+ E Vitamini Grubu: 7 adet sigandan olusan bu gruba STZ’

den o6nce her hayvana 0.25 ml (12.5 mg/kg) E Vitamini ekstrakti orogastrik

yontemle verildi. Bu uygulamadan bir giin sonra gruptaki siganlar ikinci gruptaki
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siganlar gibi diyabetik hale getirildi. Her pazartesi sicanlarin agirlik ve aglik
kan glukoz diizeyleri 6l¢iildii. Her hafta sali giinleri 0.25 ml dozunda E Vitamini

ekstrakti orogastrik yontemle sicanlara verildi.

7. Grup; STZ+ Rhus coriaria L. Grubu: 6 adet sigandan olusan bu
gruba, STZ’ den once her hayvana 0.25 ml (12.5 mg/kg) Rhus coriaria L.
ekstrakti orogastrik yontemle verildi. Bu uygulamadan bir giin sonra gruptaki
sicanlar ikinci gruptaki sicanlar gibi diyabetik hale getirildi. Her pazartesi
siganlarin agirlik ve aclik kan glukoz diizeyleri oOlgiildii. Her hafta sali giinleri

0.25 ml dozunda Rhus coriaria L. ekstrakti orogastrik yontemle verildi.

3.4. Bitki Ekstraktsiyon Yontemleri

Bitkiler Sanliurfa’da bulunan aktarlardan satin alinmistir. Bitkiler teshis
edilip temizlendikten sonra 500 gr tartilmistir. 7rigonella foenum-graecum L. ve
Nigella sativa L. bitkilerinin tohumu, Rhus coriaria L. bitkisinin meyvesi
kullanilirken Cyperus rotundus L. bitkisinin rizomlar1 kullanilmigtir. Tartilan
bitkiler robotta iyice cekilerek toz haline getirildikten sonra Trigonella foenum-
graecum L., Nigella sativa L. ve Cyperus rotundus L. 1 ml metanolde, Rhus
coriaria L. 1ml saf suda 24 saat bekletilmistir. 24 saat sonunda siizme islemi
gergeklestirilmistir. Elde edilen sivi kisimdaki metanol ve su, rotary evaporeyter

cihazi yardimiyla uzaklastirilarak bitki ekstraktlar1 elde edilmistir.

3.5. Retina ve Lens Orneklerinin Hazirlanmasi

7. hafta sonunda siganlar desikatorde CO, gaz1 verilerek Oldiiriilmiis ve
gozler eniikle edilmistir. Her gruptaki eniikle edilen gozler incelenmeye alinmustir.
Biyokimyasal analizler i¢in almman gozler eniiklasyon sonrasi siiratle buz kabi
tizerine almip bistiiri yardimiyla pars plana bdlgesinden ikiye ayrildi.Bir pens
yardimiyla lens dokusu alindi. Lens Ornekleri hassas terazi ile tartildiktan sonra

ependorf tiiplere aktarilmis ve analiz edilinceye kadar -80°C’ de bekletilmistir.
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Bir pens ile sinir dokusundan tutularak ikinci pensle de sklera siyrilarak
vitreus dokusu uzaklagtirilmis, ikinci bir siyirma islemi ile de retina dokusu
koroidden ayrilmistir. Retina Ornekleri hassas terazi ile tartildiktan sonra

ependorf tliplere aktarilmis ve analiz edilinceye kadar -80°C’ de bekletilmistir.

Biyokimyasal incelemeler: 1. Doku 6rnekleri 1/9 oraninda %6’lik perklorik

asit icerisinde cam homojenizatér yardimiyla homojenize edilmistir.

2. Homojenize edilen lens ve retina ornekleri tekrar kendi tiiplerine aktarilarak

vortekslenip, 6000 rpm’ de 10 dakika siireyle santrifiij edildi.

3. Siipernatantlar yeni tliplere aktarilarak GSH ve MDA analizleri yapilincaya kadar
-80°C’ de bekletilmistir.

3.6. MDA ve GSH Analizleri

Thiobarbiitiirik asit reaktif maddeleri (TBARS) genellikle doymamis yag
asit peroksidasyonunun son iirlinli olarak bilinen MDA ile tespit edilmektedir.
Buna ilave olarak DNA, protein ve karbohidratlarin oksidatif hasarlar1 sirasinda

da MDA olusmaktadir (Jo ve Ahn, 1998).

3.6.1. Retina ve lens orneklerinde MDA analizi

3.6.1.1. Stok Standardin Hazirlanmasi

Birinci calisma soliisyonu: 4.05 M konsantrasyonlu orijinal stok
tetractoksipropan (TET, Sigma) solusyonundan 24.7 ul alimarak 10 ml suda
vortekslenerek seyreltildi. Boylece 10 mM konsantrasyonlu birinci c¢alisma

solusyonu hazirlanmis oldu.

3. MATERYAL ve YONTEM Zelal SAVASLI
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Ikinci ¢calisma solusyonu: Birinci ¢alisma solusyonundan (10 mM) alinan 10

ul” ye 990 pl saf su ilave edilerek 100 uM konsantrasyonlu TET hazirlanmistir.

Uciincii ¢cahsma solusyonu: Ikinci ¢alisma solusyonundan 100 pl alinip
tizerine 900 ul saf su ilave edilip vortekslenerek 10 uM konsantrasyonlu TET

hazirlandi.

Cizelge 3.2. Stok standardin hazirlanmasi

Standartlar TET Saf Su Konsantrasyon
(uD) (D) (nmol)
Wi 247 997.53 10.000
W2 10 990 100
1.0
W3 10 990 (1.0 nmol i¢inl ml)

Cizelge 3.3. MDA standart egrisinin hazirlanmast

Standart No Saf Su (ul) W3 (ul) Konsantrasyon (nmol)
0 100 0 0
1 90 10 1
2 80 20 2
3 60 40 4
4 20 80 8
5 — 100 10

2. Ornek ve standartlarin her birinden 100’er pl alinarak iizerlerine sirasiyla

asagidaki solusyonlar ilave edilmistir.

=  Ornek ve standartlarin her birinden.................................... 100 pl
B 0010 SDS L 162 ul
B ASEHIK @SIE vttt e 200 ul
* TBA (12 mg TBA 1.5 ml metanolde ¢ozildd)........................ 200 pl
B nH2O . 338 ul
3. MATERYAL ve YONTEM Zelal SAVASLI
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3. Kanisimlar iyice vortekslendi. Ornekleri igeren ependorf tiipler 95 °C’ ye
ayarlanmis sicak su banyosunda 45 dakika bekletildikten sonra musluk suyu altinda
sogutuldu.

4. Orneklerin oldugu tiipler 3000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir.

5. Ust fazdan 800 pl almip spektroflorometre yardimiyla (Jasco FP- 6300)
eksitasyon 520 nm ve emisyon 555 nm’ de absorbans degerleri okundu.

6. Konsantrasyonlar1 bilinen standartlardan okunan absorbans degerlerinden bir
standart egri olusturuldu. Excel programi yardimiyla yapilan standart egri sonucunda
bir formiil elde edildi. Okunan 6rnek absorbanslari, Standart egri formiiliinde 6rnek
olarak ifade edilen X yerine konularak gergek degerleri nmol cinsinden tespit

edilmistir.

3.6.2. Retina ve lens orneklerinde glutatyon (GSH) analizi (Obrosova, 2000)

Stok solusyonu: 3.073 mg indirgenmis GSH (Sigma) 10 ml saf suda ¢oziildii.

Boylece 1 mM’ lik stok solusyonu hazirlanmis oldu.

Calisma solusyonu: Stok solusyondan 100 pul alindi. Buna 900 pl saf su ilave
edilip iyice vortekslenerek 100 uM konsantrasyonlu ¢alisma solusyonu hazirlanmis

oldu.

Cizelge 3.4. Calisma solusyonu

Standartlar | 1 mM Stok GSH( ul) | nH20 (ul) Konsantrasyon ( pM)

Wi 100 900 100 M (100 nmol)

Cizelge 3.5. GSH Standart egrisinin hazirlanmasi

Standart nH20 Wi Konsantrasyon Diger
No (LM) (ul) (nmol) soliisyonlar

0 100 0 0 —

1 99 1 0.1 900
2 98 2 0.2 900
3 96 4 0.4 900
4 92 8 0.8 900
5 84 16 1.6 900
6 68 32 3.2 900
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1. Ornek ve standartlarm her birinden 100 pl alind1. Bunlara 890 ul GSH Buffer
soliisyonu (1M Tris-HCI, 20 mM EDTA, pH: 8.1) ve 10ul oftaldialdehit (10 mg
Ophthaldialdehit/ 1 ml metanol) ilave edilerek vortekslenmistir.

2. Ornekler oda sicakliginda 1siktan korunabilecek bir yerde reaksiyon olusmasi
icin 6-7 dakika bekletildi. Daha sonra absorbans degerleri spektroflorometre
yardimiyla eksitasyon 345 nm ve emisyon 425 nm’de okunarak, standartlardan elde
edilen egrideki formiile uygulanarak nmol cinsinden hesaplandi ve elde edilen

sonuclar 100 mg doku yas agirligina gore degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Retina ve lens Orneklerinde bulunan GSH  konsantrasyonlar:
spektroflorometre yardimiyla 6lciildii. Olgiimler yapilmadan 6nce konsantrasyonlari
bilinen standartlar spektroflorometre ile Olgiilerek standart egri ve formiilii elde
edildi. GSH miktarin1 saptamak i¢cin GSH ve ophthaldialdehitin olusturdugu renkli
kompleksin spektroflorometre ile absorbansinin o6lciilmesi prensibi kullanildi.
Orneklerden okunan absorbans degerleri formiildeki yerine konarak GSH miktarlari
belirlendi ve daha sonra ortalama degerler hesaplandi. Gruplardan elde edilen

ortalama degerler asagidaki tablolarda verilmistir.

4.1. Retina GSH Olciim Sonuclari

Cizelge 4.1. Kontrol grubunda GSH degerleri

Grup Konsantrasyon (nmol GSH/ 100 mg Ortalama Deger +
Kontrol retina yas agirligi) SD

1 0.8

2 1.3

3 0.8

4 0.9 1.04 £0.22

5 1.26

6 1.1

7 0.81

8 1.17

9 1.26

Cizelge 4.2. Diyabet grubunda GSH degerleri

Grup Konsantrasyon (nmol GSH/ 100 mg Ortalama Deger +
Diyabet | retina yas agirlig) SD
1 0.8
2 0.5
3 0.5
4 0.6 0.55+0.21
5 0.3
6 0.3
7 0.9
8 0.5
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Cizelge 4.3. STZ+ Trigonella foenum-graecum L. grubunda GSH degerleri

Grup STZ+ Konsantrasyon (nmol GSH/ 100 Ortalama Deger =+
T. foenum-graecum L. | mg retina yas agirligi) SD

1 0.3

2 0.7

3 0.9 0.65 +£0.21

4 0.6

5 0.8

6 0.6

Cizelge 4.4. STZ+ Nigella sativa L. grubunda GSH degerleri

Grup STZ+ Konsantrasyon (nmol GSH/ 100 Ortalama Deger =+
N. sativa L. mg retina yas agirligl) SD

1 0.5

2 0.5

3 0.6 0.46+0.10

4 0.4

5 0.3

6 0.4

7 0.5

Cizelge 4.5. STZ+ Cyperus rotundus L. grubunda GSH degerleri

Grup STZ+ Konsantrasyon (nmol GSH/ 100 Ortalama Deger +
C. rotundus L. mg retina yas agirligl) SD

1 0.3

2 0.2

3 0.4 0.3 +0.09

4 0.4

5 0.3

6 0.2
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Cizelge 4.6. STZ+ E vitamini grubunda GSH degerleri

Grup STZ+ Konsantrasyon (nmol GSH/ 100 mg Ortalama Deger +
E vitamini retina yas agirligi) SD

1 0.3

2 0.4

3 0.5 0.41+£0.09

4 0.5

5 0.4

6 0.5

7 0.3

Cizelge 4.7. STZ+Rhus coriaria L. grubunda GSH degerleri

Grup STZ+ Konsantrasyon (nmol GSH/ 100 mg | Ortalama Deger +
R. coriaria L. retina yas agirligi) SD

1 0.6

2 0.4

3 0.2 0.38£0.16

4 0.2

5 0.5

6 0.4

Cizelge 4.8. Tiim gruplardaki GSH ortalama degerleri

Gruplar Ortalama Konsantrasyon Degerleri (nmol
GSH/ 100mg retina yas agirligi)
Kontrol 1.04
Diyabet 0.55
Diyabet + T. foenum-graecum L. 0.65
Diyabet + N. sativa L. 0.46
Diyabet + C. rotundus L. 0.30
Diyabet + E vitamini 0.41
Diyabet + R. coriaria L. 0.38
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GSH miktarlar1 degerlendirildiginde kontrol grubuna (1.04 nmol/100 mg
retina yas agirlik) en yakin degerin 7. foeneum-greacum L. grubunda (0.65 nmol/100
mg retina yas agirlik) oldugu goriilmistiir. C. rotundus L. (0.30 nmol/100 mg retina
yas agirlik), R. coriaria L. (0.38 nmol/100 mg retina yas agirlik), Vitamin E (0.41
nmol/100 mg retina yas agirlik) ve N. sativa L. (0.46 nmol/100 mg retina yas agirlik)
gruplarinin GSH degerleri ise diyabet grubuna (0.55 nmol/100 mg retina yas agirlik)

yakin bulunmustur.

4.2. Lens GSH Ol¢iim Sonuclar

Cizelge 4.9. Kontrol grubunda GSH degerleri

Grup Konsantrasyon (nmol GSH/ 100 mg Ortalama Deger +
Kontrol lens yas agirhigi) SD

1 31

2 29

3 24.5

4 26 28.5+5.24

5 343

6 27.7

7 25.7

8 20.6

9 37.8

Cizelge 4.10. Diyabet grubunda GSH degerleri

Grup Konsantrasyon (nmol GSH/ 100 mg Ortalama Deger +
Diyabet lens yas agirligi) SD
1 7.9
2 2.1
3 2.9
4 6.3 5.6+221
5 5.5
6 6.8
7 8.3
8 5.5
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Cizelge 4.11. STZ+ Trigonella foenum —graecum L. grubunda GSH degerleri

Grup STZ+ Konsantrasyon (nmol GSH/ 100 Ortalama Deger =+
T. foenum-graecum L. | mg lens yas agirlig1) SD

1 8.7

2 13

3 8.1 11.6 £2.84

4 14

5 11

6 15

Cizelge 4.12. STZ+ Nigella sativa L. grubunda GSH degerleri

Grup STZ+ Konsantrasyon (nmol GSH/ 100 Ortalama Deger +
N. sativa L. mg lens yas agirligi) SD

1 15.6

2 17.9

3 223 17.6 £ 6.72

4 13.2

5 30.2

6 10.6

7 13.4

Cizelge 4.13. STZ+ Cyperus rotundus L. grubunda GSH degerleri

Grup STZ+ Konsantrasyon (nmol GSH/ 100 Ortalama Deger =+
C. rotundus L. mg lens yas agirlig) SD

1 38

2 17.2

3 32.6 26.08 £ 8.10
4 19.7

5 27.6

6 214
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Cizelge 4.14. STZ+ E vitamini grubunda GSH degerleri

Grup STZ+ Konsantrasyon (nmol GSH/ 100 Ortalama Deger +
E vitamini mg lens yas agirligi) SD

1 19.2

2 7.6

3 23 15.5+7.25

4 26

5 8.7

6 11

7 13

Cizelge 4.15. STZ+ Rhus coriaria L. grubunda GSH degerleri

Grup STZ+ Konsantrasyon (nmol GSH/ 100 | Ortalama Deger +
R. coriaria L. mg lens yas agirligi) SD

1 2

2 5.7

3 33 3.78£1.53
4 5.3

5 23

6 4.1

Cizelge 4.16. Tiim gruptaki GSH ortalama degerleri

Gruplar Ortalama Konsantrasyon Degerleri (nmol
GSH/ 100mg lens yas agirlig1)

Kontrol 28.5

Diyabet 5.6

Diyabet + T. foenum-graecum L. 11.6

Diyabet + V. sativa L. 17.6

Diyabet + C. rotundus L. 26.08

Diyabet + E vitamini 15.5

Diyabet + R. coriaria L. 3.78
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Lens orneklerine ait GSH miktarlar1 degerlendirildiginde kontrol grubuna
(28.5 nmol/100 mg lens yas agirlik) en yakin degerin C. rotundus L. grubunda
(26.08 nmol/100 mg lens yas agirlik) oldugu goriilmiistiir. Buna gore, C. rotundus L.
grubunun (26.08 nmol/100 mg lens yas agirlik), N. sativa L.’den (17.6 nmol/100 mg
lens yas agirlik), N. sativa L.’nin Vitamin E’den (15.5 nmol/100 mg lens yas
agirhik), Vitamin E’nin 7. foenum- graecum L.’den (11.6 nmol/100 mg lens yas

agirlik) daha iyi koruma sagladigi goriilmiistiir.

4.3. Retina MDA Olciim Sonuclar

Retina ve lens Orneklerinde bulunan MDA  konsantrasyonlari
spektroflorimetre yardimiyla 6lgiildii. MDA miktarinin saptanmasi i¢in, MDA ile
Thiobarbiitirik asit reaksiyonu sonucu olusan renkli kompleksin spektroflorimetre ile
absorbansmnin  Slgiilmesi  prensibi  kullanildi.  Olgiimler yapilmadan 6nce
konsantrasyonlar1 bilinen standartlar spektroflorimetre ile 6lgiilerek standart egri ve
formiilii elde edildi. Orneklerden okunan absorbans degerleri formiildeki yerlerine
konarak MDA miktarlar1 belirlendi ve daha sonra ortalama degerler hesaplandi.

Gruplardan elde edilen ortalamalar agsagidaki tablolarda verilmistir.

Cizelge 4.17. Kontrol grubunda MDA degerleri

Grup Konsantrasyon (nmol MDA/ 100 mg | Ortalama Deger +
Kontrol retina yas agirligi) SD

1 0.6

2 2.1

3 2.6

4 3.2 1.18 +1.13

5 0.3

6 0.8

7 0.2

8 0.4

9 0.5
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Cizelge 4.18. Diyabet grubunda MDA degerleri

Grup Konsantrasyon (nmol MDA/ 100 Ortalama Deger =+
Diyabet mg retina yas agirhig) SD
1 6
2 4.7
3 5.6
4 7.8 5.04+£1.45
5 3.8
6 3.7
7 3.5
8 5.2

Cizelge 4.19. STZ+ Trigonella foenum-graecum L. grubunda MDA degerleri

Grup STZ+ Konsantrasyon (nmol MDA/ Ortalama Deger +
T. foenum-graecum L. | 100 mg retina yas agirlig1) SD

1 0.6

2 0.4

3 0.5 1.48 £1.09

4 2.1

5 2.6

6 2.7

Cizelge 4.20. STZ+ Nigella sativa L. grubunda MDA degerleri

Grup STZ+ Konsantrasyon (nmol MDA/ Ortalama Deger =+
N. sativa L. 100 mg retina yas agirligi) SD

1 0.6

2 0.7

3 0.7 1.03 £0.59

4 23

5 1.2

6 0.9

7 0.8
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Cizelge 4.21. STZ+ Cyperus rotundus L. grubunda MDA degerleri

Grup STZ+ Konsantrasyon (nmol MDA/ 100 mg | Ortalama Deger +
C. rotundus L. retina yas agirligl) SD

1 1.6

2 1.4

3 0.9 1.17 £ 1.31

4 1.3

5 1

6 0.8

Cizelge 4.22. STZ+ E vitamini grubunda MDA degerleri

Grup STZ+ Konsantrasyon (nmol MDA/ 100 mg | Ortalama Deger +
E vitamini retina yas agirligi) SD

1 2.7

43

8.1 6.34+2.19

8.3
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7.5
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Cizelge 4.23. STZ+ Rhus coriaria L. grubunda MDA degerleri

Grup STZ+ Konsantrasyon (nmol MDA/ 100 mg | Ortalama Deger +
R. coriaria L. retina yas agirligi) SD

1 5.6

2 2.7

3 14 6.68 +3.89

4 4.7

5 5.8

6 7.3

Cizelge 4.24. Tiim gruplardaki MDA ortalama degerleri

Gruplar Ortalama Konsantrasyon Degerleri (nmol
MDA/ 100mg retina yas agirlig)
Kontrol 1.18
Diyabet 5.04
Diyabet + T. foenum-graecum L. 1.48
Diyabet + N. sativa L. 1.03
Diyabet + C. rotundus L. 1.17
Diyabet + E vitamini 6.34
Diyabet + R. coriaria L. 6.68
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Sekil 4.5. MDA standartlarindan elde edilen degerler ve kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.6. Sigan retina drneklerinde MDA miktari
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Calismamizda retina dokusunun MDA miktarlar1 degerlendirildiginde;
diyabet olusturulan grubun MDA degerinin (5.04 nmol/100 mg retina yas agirlik),
kontrol grubu MDA degerinden (1.18 nmol/100 mg retina yas agirlik) anlamli bir
sekilde yiiksek oldugu goriilmektedir. C. rotundus L. grubunun MDA degerinin (1.17
nmol/100 mg retina yas agirlik) kontrol grubuna (1.18 nmol/100 mg retina yas
agirlik) en yakin degere sahip oldugu goriliir. C. rotundus L. (1.17 nmol/100 mg
retina yas agirlik), N. sativa L. den (1.03 nmol/100 mg retina yas agirlik), N. sativa
L. T. foenum-graecum L.’den (1.48 nmol/100 mg retina yas agirlik) daha iyi koruma
sagladig1 gorlilmiistiir. Vitamin E (6.34 nmol/100 mg retina yas agirlik) ve R.
coriaria L. (6.68 nmol/100 mg retina yas agirlik) gruplarmin MDA degeri ise
diyabet (5.04 nmol/100 mg retina yas agirlik) grubuna yakin bulunmustur.

4.4. Lens MDA Olciim sonuclar

Cizelge 4.25. Kontrol grubunda MDA degerleri

Grup Konsantrasyon (nmol MDA/ 100 Ortalama Deger =+
Kontrol mg lens yas agirligi) SD

1 0.05

2 0.13

3 0.09

4 0.1 0.08 £0.03

5 0.07

6 0.04

7 0.1

8 0.09

9 0.05

Cizelge 4.26. Diyabet grubunda MDA degerleri

Grup Konsantrasyon (nmol MDA/ 100 Ortalama Deger +
Diyabet mg lens yas agirligi) SD

1 0.12

2 0.17

3 0.13

4 0.07 0.13+0.04

5 0.18

6 0.11

7 0.08

8 0.13

9 0.14
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Cizelge 4.27. STZ+ Trigonella foenum-graecum L. grubunda MDA degerleri

Grup STZ+ Konsantrasyon (nmol MDA/ Ortalama Deger =+
T. foenum-graecum L. | 100 mg lens yas agirligi) SD

1 0.08

2 0.07

3 0.06 0.09 +0.07

4 0.09

5 0.07

6 0.03

7 0.24

Cizelge 4.28. STZ+ Nigella sativa L. grubunda MDA degerleri

Grup STZ+
N. sativa L.

Konsantrasyon (nmol MDA/ 100
mg lens yas agirligi)

Ortalama Deger +
SD

0.09

0.25

0.2

0.09

0.24

0.05

NN N[ W|IN—

0.08

0.14£0.08

Cizelge 4.29. STZ+ Cyperus rotundus L. grabunda MDA degerleri

Grup STZ+ Konsantrasyon (nmol MDA/ 100 Ortalama Deger =+
C. rotundus L. mg lens yas agirlig1) SD

1 0.09

2 0.04

3 0.09 0.08 £0.02
4 0.1

5 0.08

6 0.08
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Zelal SAVASLI

Cizelge 4.30. STZ+ E vitamini grubunda MDA degerleri

Grup STZ+ Konsantrasyon (nmol MDA/ 100 mg Ortalama Deger =+
E vitamini lens yas agirligi) SD

1 0.16

2 0.05

3 0.04 0.07 £0.04

4 0.07

5 0.04

6 0.07

7 0.07

Cizelge 4.31. STZ+ Rhus coriaria L. grubunda MDA degerleri

Grup STZ+ Konsantrasyon (nmol MDA/ 100 mg | Ortalama Deger +
R. coriaria L. lens yas agirligi) SD

1 0.02

2 0.05

3 0.04 0.05+0.02

4 0.06

5 0.04

6 0.06

Cizelge 4.32. Ttim gruplardaki MDA ortalama degerleri

Gruplar Ortalama Konsantrasyon Degerleri
(nmol MDA/ 100mg lens yas agirlig1)
Kontrol 0.08
Diyabet 0.13
Diyabet + T. foenum-graecum L. 0.09
Diyabet + N. sativa L. 0.14
Diyabet + C. rotundus L. 0.08
Diyabet + E vitamini 0.07
Diyabet + R. coriaria L. 0.05
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Lens MDA
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Calismamizdaki lens MDA diizeyleri degerlendirildiginde; diyabet
olusturulan grubun MDA diizeyi (0.13 nmol/100 mg lens yas agirlik) kontrol
grubundan (0.08 nmol/100 mg lens yas agirlik) daha yiiksek bulunmus ve aradaki
fark anlamli bulunmustur. C. rotundus L. (0.08 nmol/100 mg lens yas agirlik)
grubuna ait MDA diizeyinin kontrol grubu (0.08 nmol/100 mg lens yas agirlik) ile
ayni oldugu goriilmiistiir. R. coriaria L. (0.05 nmol/100 mg lens yas agirlik) ile
kontrol grubu (0.08 nmol/100 mg lens yas agirlik) arasinda anlamli fark

gozlenmisken, diger gruplar arasinda anlamli fark gozlenmemistir.

4.5. Uygulanan Istatistiksel Metot ve Analizler

Deneysel calisma icin olusturulan kontrol, diyabet, 7. foenum-greacum L., N.
sativa L., C. rotundus L., Vitamin E ve R. coriaria L. gruplarinda bulunan
orneklerden elde edilen GSH ve MDA degerleri SPSS programinda Mann-Whitney
U testi, gruplar arasindaki farkliliklar ise bagimsiz t testi kullanilarak
degerlendirilmistir. Elde edilen “p” degerleri “0.05, 0.01 ve 0.001” diizeylerine gore
degerlendirilerek anlamliliklart saptanmistir. p<0.05 ise “karsilastirilan gruplar
arasinda anlamli bir fark vardir”, p>0.05 ise “karsilastirilan gruplar arasinda anlamhi
bir fark yoktur”, p<0.01 ise “karsilastirilan gruplar arasinda ¢ok onemli farkliliklar
vardir”, p<0.001 ise “karsilastirilan gruplar arasinda ileri diizeyde énemli farkliliklar

vardir” seklinde ifade edilmektedir.

4.5.1. Retinada glutatyonun istatistiksel analizi

e Konrol ile diyabet gruplar1 arasinda ileri diizeyde énemli farkliliklar goriilmustiir
(p<0.001).

e Kontrol ile 7. foenum-greacum L. gruplart arasinda ¢ok onemli farkliliklar
goriilmistiir (p<0.01).

e Kontrol ile N. sativa L. gruplar1 arasinda ileri diizeyde 6nemli farkliliklar
gorilmiistiir (p<0.001).

e Kontrol ile C. rotundus L. gruplarn arasinda ileri diizeyde onemli farkliliklar

gorilmiistiir (p<0.001).
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e Kontrol ile Vitamin E gruplart arasinda ileri diizeyde oOnemli farkliliklar
gorilmiistiir (p<0.001).
e Kontrol ile R. coriaria L. gruplar arasinda ileri diizeyde onemli farkliliklar

gorilmiistiir (p<0.001).

4.5.2. Lenste glutatyonun istatistiksel analizi

e Kontrol ile diyabet gruplar1 arasinda ileri diizeyde 6nemli farkliliklar goriilmiistiir
(p<0.001).

e Kontrol ile 7. foenum-greacum L. gruplart arasinda ileri diizeyde onemli
farkliliklar goriilmiistiir (p<0.001).

e Kontrol ile N. sativa L. gruplari arasinda ¢ok oOnemli farkliliklar goriilmiistiir
(p<0.01).

e Kontrol ile C. rotundus L. gruplari arasinda anlamli fark goriilmemistir (p>0.05).

e Kontrol ile Vitamin E gruplar1 arasinda c¢ok Onemli farkliliklar gortilmistiir
(p<0.01).

e Kontrol ile R. coriaria L. gruplar arasinda ileri diizeyde onemli farkliliklar

gorilmiistiir (p<0.001).

4.5.3. Retinada malondialdehitin istatistiksel analizi

e Konrol ile diyabet gruplar1 arasinda ileri diizeyde 6énemli farkliliklar gorilmustiir
(p<0.001).

e Kontrol ile 7. foenum-greacum L. gruplar1 arasinda anlamli fark goriilmemistir
(p>0.05).

e Kontrol ile V. sativa L. gruplar1 arasinda anlamli fark goriilmemistir (p>0.05).

e Kontrol ile C. rotundus L. gruplari arasinda anlamli fark goriilmemistir (p>0.05).

e Kontrol ile Vitamin E gruplarnn arasinda ileri diizeyde oOnemli farkliliklar
goriilmistiir (p<0.001).

e Kontrol ile R. coriaria L. gruplar1 arasinda ¢ok onemli farkliliklar goriilmiistiir

(p<0.01).
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4.5.4. Lenste malondialdehitin istatistiksel analizi

e Konrol ile diyabet gruplari arasinda anlamli fark goriilmistiir (p<<0.05).

e Kontrol ile 7. foenum-greacum L. gruplar1 arasinda anlamli fark goriilmemistir
(p>0.05).

e Kontrol ile N. sativa L. gruplari arasinda anlamli fark goriilmemistir (p>0.05).

e Kontrol ile C. rotundus L. gruplart arasinda anlamli bir fark goriilmemistir
(p>0.05)

e Kontrol ile Vitamin E gruplar1 arasinda anlamli fark gériilmemistir (p>0.05).

e Kontrol ile R. coriaria L. gruplart arasinda anlamli fark goriilmiistiir (p<0.05).

4.6. Tartisma

Diyabetes mellitus’lu olgularda dokuda ne gibi degisiklikler olustugu,
dokularda olusan hasarin mekanizmalar1 ve bu hasarda oksijen serbest radikallerinin
ve serbest radikal giderici ajanlarin etkinligi konusunda son yillarda birgok
arastirmalar yapilmistir (Tosun ve Demir, 1999). DM, tiim diinyada 100 milyondan
fazla kisiyi etkileyen insililin hormonunun yoklugu, yetersizligi veya etkisizligi
nedeniyle, hiperglisemi ile birlikte 6zel komplikasyonlara yol agan kronik bir

metabolizma hastalig1 olup, etyolojisi heniiz saptanamamustir.

Diabetes mellitus’ta en 6nemli problem glukozun metabolize edilememesi
sonucu kanda birikmesi, enerji iiretiminde lipidlerin kullanilmasi ile zararli serbest
radikallerin artmasidir. Bu, hastalikta, glukozun otooksidasyonu hizlanmakta ve
okside olan glukoz, glukoz asitlerine doniisiirken bir taraftan da serbest radikalleri
olusturmaktadir (Giugliano ve ark, 1995; Cho ve ark, 2002). Diabette serbest
radikallerin iiretiminin artmasma yol agan diger onemli bir etki de, antioksidan
miktarinin azalmasi sonucu oksidan/antioksidan dengesinin bozulmasidir. Poliol
yolunda glukozun sorbitole metabolize edilmesi sonucu NADPH miktarinin
azalmasi, okside glutatyonun rediikte forma doniisiim hizim1  yavaslatarak
antioksidan kapasiteyi negatif yonde etkilemektedir (Sechi ve ark., 1997,

Sézmen ve ark., 2001).
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Diabette serbest yag asitleri ve serbest radikal tiirevli ¢esitli oksidanlarin
arttig1, bu artisin pek ¢ok sistemik bozukluklara neden oldugu bilinmektedir. Serbest
radikaller, negatif yiiklii elektron sayisinin nukleustaki pozitif yiiklii proton sayisi ile
esit olmadig1 molekiillerdir. Organizmada meydana gelen serbest radikalleri, siirekli
olarak zararsiz hale getirmeye calisan siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz gibi c¢esitli antioksidan enzimler bulunmaktadir (Biiyiikakyiiz ve ark,
2000). Normal fizyolojik kosullar altinda, serbest radikal iiretimi ve antioksidan
savunma sistemleri arasinda bir denge bulunmaktadir. Artmis oksidatif stress, radikal
liretiminin artmast ya da antioksidan savunma sistemlerinin azalmasi sonucu
meydana gelebilir ve diabetik hastalarda bu her iki olay i¢inde delil mevcuttur.
Diabet hastalarinda ve STZ ile deneysel diabet olusturulmus siganlarda yapilan bir

cok calismada artmigs MDA diizeyleri rapor edilmistir (Tamer ve ark., 1997).

Diyabetin  neden oldugu komplikasyonlarin incelenmesi ve tedavi
yaklagimlarinin belirlenmesinde deneysel diyabet modelleri onemli bir yer
tutmaktadir. Giinlimiizde deney hayvanlarina gesitli kimyasal ajanlar uygulanarak
deneysel diyabet olusturulmaktadir. Laboratuvar hayvanlarinda kimyasal diyabet (tip
I), yaygin olarak streptozotosin (STZ) ya da alloxan enjeksiyonuyla
olusturulmaktadir ( Onay, 1997; Alkan, 1998). Biz calismamizda sicanlarda diyabeti
STZ enjeksiyonuyla olusturduk.

Diyabetik hastalarda meydana gelen oksidanlar 6zellikle asir1 doymamis yag
asitlerinin otooksidasyonuna neden olmaktadir. Birgok arastirmaci diyabetlilerde
lipid peroksidasyonu {irlinlerinin arttigin1  ifade etmislerdir. MDA lipid
peroksidasyonunun 6nemli bir gostergesidir (Kirhgessner ve ark., 1995; Hayashi ve

ark., 1982; Gurr ve Harwood, 1991).

Diyabetin gozde en Onemli hasari retina ve lens tlizerinde olugmaktadir.
Gozde gorintiiniin olugsmasi sirasinda lensin gorevi; cisimlerden gelen paralel
1sinlar1  kirarak lensin arkasindaki retina {izerine odaklanmasini saglamaktir.

Lensin zamana bagli olarak saydamligini ve esnekligini kaybetmesi ile lenste
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meydana gelebilecek herhangi bir opasite katarakt olarak adlandirilir. Sklera
ve koroidden sonra, retina, g0z kiiresinin en icteki ikinci katmanidir.
Yapilan  caligmalar gdstermistir ki, ortamda glukozun artis1 (diyabet) basta
katarakt ve retinopati olmak {lizere bircok hastaliga sebep olmaktadir (Harding,

1991).

Bir veya daha ¢ok sayida eslesmemis elektron iceren serbest radikaller;
membran lipidlerinin peroksidasyonuna, permeabilitesinin artmasina, enzimlerin ve
proteinlerin siilfidril gruplarinin oksitlenmesine ve ¢apraz baglanmasina, proteolitik
enzimlerin aktivasyonuna, DNA yapisinda mutasyonlara, mukopolisakkaridlerin
depolimerizasyonuna ve sonugta hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Celebi ve ark.,
2002; Baykal ve Kocabalkan, 2000). Lens ve retinada serbest radikallerin
birikimi sonucu lipid peroksidasyonunun bir iiriinii olan malondialdehit (MDA)
birikmeye baglar. Lipid peroksidasyonunun {iriini MDA, proteinler ile birlesir
ve onlarda yiiksek molekiillii protein olusumu (agregasyon), distilfid kopriilerinin
olusumu, deamidasyon ve nonenzimatik glikozilasyon gibi postsentetik degisimlere
neden olmaktadir. Glikozilasyon, protein oksidasyonunu aktive ederek katarakt ve

retinopati olusumuna sebep oldugu bilinmektedir (Boscia ve ark., 2000).

Diyabet, karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinin karmasik bir
bozuklugu olup, viicudun tiim damar yataklarini etkiler. Diyabetin en Onemli
etkilerinden biri de retinada olusmaktadir. Diyabetin patogenezi, 6zellikle de
okiiler dolasima olan etkileri, tam olarak aydinlatilamamistir. Diyabetli
hastalarin okiiler damar yataklarinda ve kan akigkanliginda olusan degisikliklerin
retina kan akiminda bozukluga neden olabilecegi one stiriilmektedir (Mendivil

ve ark., 1995; Giiven ve ark., 1996).

Retina, diyabetik hastalarin en 6nemli hedef organi olarak bilinir. Ciinkii,
retina bol oksijene ve doymamis lipitlere sahiptir. Bu nedenle retina, lipit
peroksidasyonu ve oksijen radikallerinin {iretimi i¢in secilmis yer olarak bilinir. Son
zamanlarda diyabet ve miyop gibi gozle ilgili oksidatif degisikliklerde kaynak olarak
retina gosterilmektedir (Grattagliano ve ark., 1998).
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Oner (2004)’in yaptign bir ¢alismada, diyabete maruz kalmis sican retina
orneklerinde meydana gelen degisiklikleri, hasarin olus mekanizmasini, retinopatide
antioksidan maddelerin etkinligini arastirmis. Bu amagla kontrol sigan retinalarinin,
diyabetik si¢an retinalarinin ve antioksidan uygulanmis diyabetik sigan retinalarinin
MDA ve GSH miktarlarim1 dlgmiistiir. Diyabet grubundaki MDA miktar1 kontrol
grubundaki MDA miktarindan ytiksek, diyabet grubundaki GSH miktar1 ise kontrol
grubundan daha diisilk bulmustur. Antioksidan uygulanan gruplarda ise diyabet
grubuna kiyasla MDA miktarinda diisiis, GSH miktarinda ise artis kaydetmistir
(Oner, 2004). Biz de ¢alismamizda diyabet grubunun retina MDA miktarimi kontrol
grubundan yiiksek, GSH miktarim1 ise diisiik bulduk. Antioksidan uygulanan
gruplarin retina MDA miktarinda diisiis, GSH miktarinda ise yiikselis kaydettik.

Uzel ve arkadaslart (1987), retinopatisi olan diyabetlilerde retinopatisi
olmayan diyabetlilere gore retina lipit peroksit diizeylerinin daha yiiksek oldugunu
rapor etmistir. Bu artisin serbest radikallerin asir1 tiretimi ve hiicre i¢i antioksidan

sisteminin bozulmasindan ileri geldigini 6ne silirmiislerdir.

Korliik, diyabetik komplikasyonlar sonucu siklikla karsilasilan bir tablodur.
Okiiler komplikasyonlarin basinda lensdeki biyokimyasal degismeler sonucu olusan
katarakt gelmektedir. Oguz ve arkadaslarinin sicanlar iizerinde yapmis oldugu bir
calismada 5 haftalik kontrolsiiz akut diyabette lensinde etkilendigini, glutatyonun
azaldigini, lens proteinlerinin nonenzimatik glikozilasyonunun ve yiiksek molekiil

agirlikli protein komplekslerinin arttigini gostermiglerdir (Oguz ve ark., 1995).

Emre tarafindan yapilan bir ¢aligmada, kataraktli insan lensindeki MDA
miktarinin normal lensdekinden daha yiiksek, GSH miktarinin ise daha diisiik oldugu

gosterilmistir (Emre, 2002).

Bizim c¢aligmamizda da diyabet grubundaki lens MDA degerinin kontrol
grubundan yliksek, GSH degerinin ise diisiikk oldugu goriilmiistiir. Antioksidan
uygulanan gruplarda ise MDA diizeyinde diisiis, GSH diizeyinde yiikselis

goriilmiistiir.
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Oner (2003)’in bildirdigine gore; diyabette oksidatif aktivitenin (serbest
radikal iiretiminin) artig1 antioksidan savunmanin yetersizligi, protein glikozilasyonu,
ozellikle kontrolsiiz diyabette lensdeki glukoz metabolizmasini olumsuz yonde
etkilemektedir. Bu durum diyabetik katarakta neden olmaktadir. Diyabetik kataraktli
lenslerde lipid peroksidasyonunun katarakt olusumunda 6nemli rol oynadigi MDA
miktarindaki artigla gosterilmektedir. Bunun sonucunda lens proteinlerinde ¢apraz
bagli ileri glikasyon iiriinleri olusmaktadir. Glikozilasyonun, protein oksidasyonunu

aktive ederek katarakt olusumuna sebep oldugu bilinmektedir.

Diyabet, populasyon i¢inde teshis edilmis, bir o kadar da teshis edilememis
olarak bulunan ve insanlar arasinda en yaygin olarak goriilen hastaliklardan birisidir.
Serbest radikal kaynakli bir hastalik oldugu bildirilen diyabette cesitli oksidan stres
kaynakli drlinlerin arttigt da saptanmistir. Bu nedenle, oksidan stres kaynakli
patolojilerin tedavisinde disaridan verilen antioksidanlarin etkileri giinliimiiziin
arastirma konularin1 olusturmaktadir. Bircok bitkinin toplumda tedavi amagh
kullanildig1 bilinmektedir. 7. foenum-graecum L., N. sativa L., C. rotundus L. ve R.

coriaria L. tibbi amagli kullanilan bitkilerdendir.

Mert ve arkadaslar1 (2000), yaptiklar1 ¢alismada N. sativa’nin iz elmentlerini
artirici etkisini gostermislerdir. Sahin ve arkadaslar1 (2003), alkolik karaciger hasari
olan hastalarin MDA diizeylerinin N. sativa L. uygulamasi ile kontrole yaklagtigini
gostermislerdir. 7. foenum-graecum’un tip 1 (Sharma ve ark., 1990) ve tip II
diyabette kan glukoz seviyesini diislirdiigii, kandaki trigliserid ve kolestrol seviyesini
diistirdigi (Madar ve ark., 1988; Sharma ve ark., 1996), yapisinda bulunan 4-
hidroxyisoleucine etkisiyle insiilin salgilanmasini arttirdigr (Marles ve Farnsworth,
1995; Fetrow ve Avila, 1999), kandaki lipit peroksidasyon olusumunu engelledigi ve
antioksidanlarin miktarin1 arttirdigi (Ravikumar ve Anuradha, 1999) deneysel

caligsmalarla gosterilmistir.
Ekin, kobay retinalar1 ile yaptigt c¢alismada, E vitamininin lipid

peroksidasyonu iizerine etkisi oldugunu ve lipit peroksidasyon {iiriinii olan MDA

degerini anlamli bir sekilde diisiirdiigiinii géstermistir (Ekin, 2002). Yildiz, sigan
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retinalar1 ile yaptigi ¢alismada vitamin E’nin ve 7. foenum-graecum’un MDA
degerini diisiirdiiglinii gostermistir (Yildiz, 2004). Aydemir ve Celebi yaptigi
calismada E vitaminin lipit peroksidasyonunu belirgin olarak azalttigini ve GSH

diizeyinde koruma sagladigini bulmuslardir ( Aydemir ve Celebi, 2002).
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu calismada, lipid peroksidasyon iirlinii olan ve lipid peroksidasyonunun iyi
bir gostergesi olarak kabul edilen MDA analizi yapilip lipid peroksidasyonu indirekt
olarak gosterilmistir. Calismamizda retina ve lens dokusunun MDA ve GSH
diizeyleri degerlendirildiginde; diyabetik grubun MDA degerinin anlamli bir sekilde
arttigl, GSH degerinin ise diistiigii goriilmektedir.

Diyabetik grubun retina MDA degeri (5.04 nmol/100 mg retina yas agirlik)
kontrol grubundan (1.18 nmol/100 mg retina yas agirlik) oldukga yiiksek
bulundugundan gruplar arasinda ileri diizeyde 6nemli farkliliklar oldugu goriilmiistiir
(p<0.001). C. rotundus (1.17 nmol/100 mg retina yas agirhik), N. sativa (1.03
nmol/100 mg retina yas agirlik) ve 7. foenum-graecum (1.48 nmol/100 mg retina yas
agirlik) gruplarinin MDA degerleri kontrol grubu (1.18 nmol/100 mg retina yas
agirhlk ) MDA degerine yakin oldugundan gruplar arasinda anlamli fark
goriilmemistir (p>0.05). Vitamin E grubunun (6.34 nmol/100 mg retina yas agirlik)
MDA degeri diyabet grubuna (5.04 nmol/100 mg retina yas agirlik) yakin
bulundugundan gruplar arasinda ileri diizeyde Onemli farkliliklar goriilmistiir
(p<0.001). R. coriaria (6.68 nmol/100 mg retina yas agirlik) grubunun MDA degeri
diyabet grubuna (5.04 nmol/100 mg retina yas agirlik) yakin bulundugundan gruplar

arasinda ¢ok onemli farkliliklar goriilmiistiir (p<0.01).

Diyabetik grubun lens MDA degeri (0.13 nmol/100 mg lens yas agirlik)
kontrol grubundan (0.08 nmol/100 mg lens yas agirlik) yiiksek bulundugundan
gruplar arasinda anlaml fark goriilmiistiir (p<0.05). C. rotundus (0.08 nmol/100 mg
lens yas agirlik), 7. foenum-graecum (0.09 nmol/100 mg lens yas agirlik ), Vitamin E
(0.07 nmol/100 mg lens yas agirlik) ve R. coriaria (0.05 nmol/100 mg lens yas
agirlik) gruplarinin MDA degerleri kontrol grubuna (0.08 nmol/100 mg lens yas
agirlik ) yakin oldugundan gruplar arasinda anlamh fark goriilmemistir (p>0.05). N.

sativa grubunun MDA degeri (0.14 nmol/100 mg lens yas agirlik ) ise diyabet grubu

55



5. SONUCLAR ve ONERILER Zelal SAVASLI

(0.13 nmol/100 mg lens yas agirlik ) MDA degerine yakin bulundugundan gruplar

arasinda anlamli fark goriilmistiir (p<0.05).

GSH miktarlar1 degerlendirildiginde; diyabetik grubun retina GSH degeri
(0.55 nmol/100 mg retina yas agirlik ) kontrol grubundan (1.04 nmol/100 mg retina
yas agirlik) diisiik bulundugundan gruplar arasinda ileri diizeyde dnemli farkliliklar
goriilmiistir (p<0.001). 7. foenum-graecum grubunun GSH degeri (0.65 nmol/100
mg retina yas agirlik) kontrol grubu GSH degerine (1.04 nmol/100 mg retina yas
agirlik) yakin oldugundan gruplar arasinda ¢ok onemli farkliliklar gortilmustiir
(p<0.01). N. sativa (0.46 nmol/100 mg retina yas agirlik), Vitamin E (0.41 nmol/100
mg retina yas agirlik), R. coriaria (0.38 nmol/100 mg retina yas agirlik) ve C.
rotundus (0.30 nmol/100 mg retina yas agirlik) gruplarinin GSH degerlerinin diyabet
grubu GSH degerine (0.55 nmol/100 mg retina yas agirlik) yakin oldugundan gruplar

arasinda ileri diizeyde dnemli farkliliklar goriilmiistiir (p<<0.001).

Diyabet (5.6 nmol/100 mg lens yas agirlik), 7. foenum-graecum (11.6
nmol/100 mg lens yas agirlik) ve R. coriaria (3.78 nmol/100 mg lens yas agirlik)
gruplariin lens GSH degerleri kontrol grubu GSH degerinden (28.5 nmol/100 mg
lens yas agirlik) oldukea diisiik bulundugundan gruplar arasinda ileri diizeyde 6nemli
farkliliklar oldugu goriilmiistiir (p<0.001). Vitamin E (15.5 nmol/100 mg lens yas
agirlik) ve N. sativa (17.6 nmol/100 mg lens yas agirlik) gruplarimin GSH degerleri
kontrol grubu GSH degerine (28.5 nmol/100 mg lens yas agirlik) yakin oldugundan
gruplar arasinda ¢ok 6nemli farkliliklar goriilmiistiir (p<0.01). C. rotundus (26.08
nmol/100 mg lens yas agirlik) grubunun GSH degeri kontrol grubuna (28.5 nmol/100
mg lens yas agirlik) olduk¢a yakin bulundugundan gruplar arasinda anlamli fark

goriilmemistir (p>0.05).

Sonug olarak kullanilan antioksidanlarin genel anlamda peroksidasyon tirlinii
olan MDA olusumunu engelledigi ve bir antioksidan olan GSH miktarin1 korudugu
tespit edilmistir. Vitamin E (alfa tokoferol) maddesinin diyabetin lens iizerinde
olusturdugu hasar1 6nlemede kullanilabilecegi tespit edilip, 7. foenum-graecum, N.
sativa, C. rotundus ve R. coriaria bitkilerindeki etken maddelerin tespit edilip

saflagtirilarak etkilerinin arastirilmasinin gerektigini diisiinmekteyiz.
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OZET

Bu calisma i¢in hayvanlar (Wistar-albino) Elazig Veteriner Kontrol Merkezi
Miidiirliigii’'nden temin edildi. Denekler yedi gruba ayrildi. 1. grup (kontrol), 2. grup (STZ),
3. grup (STZ + T. foenum-graecum L.), 4. grap (STZ + N. sativa L.), 5. grup (STZ + C.
rotundus L.), 6. grup (STZ + E vitamini) ve 7. grup (R. coriaria L.) olarak adlandirldi.
Herhangi bir iglem uygulanmadan once gruplarin aglik kan sekerleri ogiildii. Kontrol
grubuna herhangi bir islem yapilmadi. 2. gruba 1.2 ml (60 mgkg) STZ peritonal
enjeksiyonla uygulandi. STZ’den 6nce 3. gruba 7. foenum-graecum , 4. gruba N. sativa, S.
gruba C. rotundus, 6. gruba E vitamini ve 7. gruba R. coriaria ekstrakti 0.25 ml orogastrik
yontemle verildi. Ekstrakt uygulamasindan bir giin sonra 3., 4., 5., 6. ve 7. gruplara 1.2 ml
STZ enjeksiyonu yapildi. Haftada bir kez olmak iizere biitiin gruplarm aclik kan sekeri 7
hafta boyunca diizenli olarak ol¢iildii ve haftada bir kez 3. gruba T. foenum-graecum, 4.
gruba N. sativa, 5. gruba C. rotundus, 6. gruba E vitamini ve 7. gruba R. coriaria ekstrakti
0.25 ml (12.5 mg/kg) olmak tizere 7 hafta boyunca diizenli olarak verildi. 7. hafta sonunda
hayvanlar oldiiriilerek gozleri eniikle edildi. Daha sonra retina ve lensler izole edilerek
biyokimyasal anlizler i¢in kullanildi. Biyokimyasal incelemede MDA ve GSH miktarlart
olctildi.

Diyabetik grubun retina MDA degeri (5.04 nmol/100 mg retina yas agirlik) kontrol
grubundan (1.18 nmol/100 mg retina yas agirlik) oldukga yiiksek bulunmustur. C. rotundus
(1.17 nmol/100 mg retina yas agirlik), N. sativa (1.03 nmol/100 mg retina yas agirlik) ve 7.
foenum-graecum (1.48 nmol/100 mg retina yas agirlik) gruplarinin MDA degerinin kontrol
grubu (1.18 nmol/100 mg retina yas agirlik) MDA degerine yakin oldugu goriilmiistiir.
Vitamin E (6.34 nmol/100 mg retina yas agirlik) ve R. coriaria (6.68 nmol/100 mg retina yas
agirlik) gruplarmm MDA degeri ise diyabet grubuna (5.04 nmol/100 mg retina yas agirlik)
yakin bulunmustur. Diyabetik grubun lens MDA degeri (0.13 nmol/100 mg lens yas agirlik)
kontrol grubundan (0.08 nmol/100 mg lens yas agirlik) yiiksek bulunmustur. C. rotundus
(0.08 nmol/100 mg lens yas agirlik), 7. foenum-graecum (0.09 nmol/100 mg lens yas
agirlik), Vitamin E (0.07 nmol/100 mg lens yas agirlik) ve R. coriaria (0.05 nmol/100 mg
lens yas agirhk) gruplarmin MDA degerlerinin kontrol grubuna (0.08 nmol/100 mg lens yas
agirhk) yakin oldugu goriilmiistiir. N. sativa grubunun MDA degeri (0.14 nmol/100 mg lens
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yas agirlik) ise diyabet grubu (0.13 nmol/100 mg lens yas agirlik) MDA degerine yakin

bulunmustur.

Diyabetik grubun retina GSH degeri (0.55 nmol/100 mg retina yas agirlik) kontrol
grubundan (1.04 nmol/100 mg retina yas agirhk) diisiik bulunmustur. 7. foenum-graecum
grubunun GSH degeri (0.65 nmol/100 mg retina yas agirlik) kontrol grubu GSH degerine
(1.04 nmol/100 mg retina yas agirlik) az da olsa yakin bulunmustur. N.sativa (0.46 nmol/100
mg retina yas agirhik), Vitamin E (0.41 nmol/100 mg retina yas agirlik), R. coriaria (0.38
nmol/100 mg retina yas agirlik) ve C. rotundus (0.30 nmol/100 mg retina yas agirlik)
gruplarmm GSH degerlerinin  diyabet grubu GSH degerine(0.55 nmol/100 mg retina yas
agulik) yakm oldugu goriilmiistiir. Diyabetik grubun lens GSH degeri (5.6 nmol/100 mg
lens yas agirlik ) kontrol grubundan (28.5 nmol/100 mg lens yas agirlik) olduke¢a diisiik
bulunmustur. Buna karsilik, C. rotundus (26.08 nmol/100 mg lens yas agiflik), N. sativa
(17.6 nmol/100 mg lens yas agirlik), Vitamin E (15.5 nmol/100 mg lens yas agirlik) ve 7.
foenum-graecum (11.6 nmol/100 mg lens yas agulik) gruplarindaki GSH degerlerinin
kontrol grubuna (28.5 nmol/100 mg lens yas agirlik) yakin oldugu goriilmiistiir. Sonug
olarak diyabetin peroksidasyon iirlinii olan MDA olusumunu arttirdigi ve bir antioksidan
olan GSH miktarim diisiirdiigi bulunmustur. Kullanilan antioksidanlarin ise peroksidasyon
tiriinii olan MDA olusumunu engelledigi ve antioksidan olan GSH miktarim korudugu
tesbit edilmistir.
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SUMMARY

The animals, for this staudy, were obtained from The Veterinary Control
Center (Elaz1g). Rats were divided into seven groups. These were named as group 1
(control), group 2 (STZ), group 3 (STZ + T. foenum-graecum), group 4 (STZ + N.
sativa), group 5 (STZ + C. rotundus), group 6 (STZ + Vitamin E) and group 7 (STZ
+ R. coriaria). Before any process was applied, the blood sugar of the hunger of the
groups were measured. The control group was not gone under any process. 1.2 ml of
STZ (60 mg/kg) administered peritoneally to the group 2 (STZ) with injection.
Before STZ, 0.25 ml (12.5 mg/kg) was given into the groups of 3, 4, 5, 6 and 7
extract of 7. foenum-graecum, extract of N. sativa, extract of C. rotundus, Vitamin
E and extract of R. coriaria with orogastric method. After one day of administration,
1.2 ml STZ (160 mg/kg) was injected to the groups 3, 4, 5, 6 and 7. Just about once a
week, the blood sugar of the hunger of the groups were measured regularly
throughout seven weeks and groups 3, 4, 5, 6 and 7 administered with 0,25 ml extract
of the T. foenum-graecum, extract of the N. sativa, extract of the C. rotundus,
Vitamin E (alfa-tokoferol) and extract of the R. coriaria once a week for the period
of seven weeks. At the end of 7th week, animals were killed and their eyes were
enuclated. Then retina and the lens were isolated from eyes and used to for the

determination of MDA and GSH level.

Retina MDA level of diabetic group (5.04 nmol/ 100 mg retina wet weight)
was found quite higher than the level of the control group (1.18 nmol/ 100 mg retina
wet weight). MDA level of the groups C. rotundus (1.17 nmol/ 100 mg retina wet
weight), N. sativa (1.03 nmol/ 100 mg retina wet weight) and 7. foenum-graecum
(1.48 nmol/ 100 mg retina wet weight) was observed close to the MDA level of the
control group (1.18 nmol/ 100 mg retina wet weight). MDA level of the group of
Vitamin E (6.34 nmol/ 100 mg retina wet weight) and R. coriaria (6.68 nmol/ 100
mg retina wet weight) was found close to the diabetic group (5.04 nmol/ 100 mg
retina wet weight). Lens MDA level of diabetic group (0.13 nmol/ 100 mg lens wet
weight) was found higher than the control group (0.08 nmol/ 100 mg lens wet
weight). MDA level of the groups C. rotundus (0.08 nmol/ 100 mg lens wet weight),
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T. foenum-graecum (0.09 nmol/ 100 mg lens wet weight), Vitamin E (0.07 nmol/ 100
mg lens wet weight) and R. coriaria (0.05 nmol/ 100 mg lens wet weight) was
observed close to the control group (0.08 nmol/ 100 mg lens wet weight). MDA level
of the group N. sativa (0.14 nmol/ 100 mg lens wet weight) was found close to the
MDA level of diabetic group (0.13 nmol/ 100 mg lens wet weight).

Retina GSH level of diabetic group (0.55 nmol/ 100 mg retina wet weight)
was found lower than the control group (1.04 nmol/ 100 mg retina wet weight). The
GSH level of the group T. foenum-graecum (0.65 nmol/ 100 mg retina wet weight)
was found close to control group (1.04 nmol/ 100 mg retina wet weight) of GSH
level with a small difference. The GSH level of the groups N. sativa (0.46 nmol/ 100
mg retina wet weight), Vitamin E (0.41 nmol/ 100 mg retina wet weight), R. coriaria
(0.38 nmol/ 100 mg retina wet weight) and C. rotundus (0.30 nmol/ 100 mg retina
wet weight) was observed close GSH level of diabetic group (0.55 nmol/ 100 mg
retina wet weight). GSH level in lens of diabetic group (5.6 nmol/ 100 mg lens wet
weight) was found rather less than control group (28.5 nmol/ 100 mg lens wet
weight). In contract, GSH level of the groups C. rotundus (26.08 nmol/ 100 mg lens
wet weight), N. sativa (17.6 nmol/ 100 mg lens wet weight), Vitamin E (15.5 nmol/
100 mg lens wet weight) and T7.foenum-graecum (11.6 nmol/ 100 mg lens wet
weight) was observed close to control group (28.5 nmol/ 100 mg lens wet weight).
As result, It was found that diabet increased the formation of peroxidation substrat
MDA and decreased the level of GSH which is an antioxidant. It was noticed that
antioxidant, which is used, prevented the formation of peroxidation substrat MDA

and protected quantity of a antioxidant GSH.
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