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Bu ¢aligma, ¢esitli antioksidanlarn (Vitamin- E, Teucrium multicaule, Trigonella foenum-graecum ve
Lutein ), sigan retinasmda iskemi- on (I-R) sirasinda olugan serbest oksijen radikallerine karg:
muhteme] rolinil gdstermektedir. Hayvanlar rast gele segilerek alts gruba ayrildilar. Bunlar 1. grup
(kontrol), 2. grup (I-R), 3. grup (I-R + vitamin- E), 4. grup ((I-R+ 7. multicaule), 5. grap (lutein) ve 6.
grup (. foenum-graecum ) olarak adlandirildi. Deneyde siganlarm sad gbzleri iskemi-reperfiizyon igin
kullamidi. 3, 4, 5 ve 6. gruplara iskemi baglamadan 3 saat Once ve reperfiizyonun altinci saatinde
sirasiyla vitamin-E, Teucrium multicaule ekstrakti , lutein ve Trigonella foenum graecum L.(Cemen
otu) ekstrakti verildi. 24 saatlik reperfiizyondan sonra hayvanlar kesildi. Daha sonra retinalar,
malondialdehit (MDA) ve glutatyon (GSH) Ol¢limii igin izole: edildi. Bu deney sonucunda, tiim
gruplarmn lipid peroksidasyonunu, iskemi grubuna gore koruduBu saptanirken, lutein (8.83 nmol/100
mg retina yag arhk ) grubunun MDA degeri kontrol (8 nmol/100 mg retina yag afwrhik) grubuna en
yakin defiere sahip oldufu goriildi. Buna gore, luteinin (3.83 nmol/100 mg retina yas agirhk) 7.
multicaule’den (15.13 nmol/100 mg retina yag afirlk), 7. multicaule’nin, T. foenum-graecum’dan
(16.48 nmol/100 mg retina yag agirhik), 7. foenum-graecum’on da vitamin E’den (1724 nmol/100 mg
retina yag agirlik) daha iyi koruma safladi® gorlilmigtiir. GSH miktarlar: degerlendirildiginde kontrol
grubuna (36.4 nmol/100 mg retina yag afarhk) en yakin degerin lutein grubunda (30.4 nmol/100 mg
retina yag agirlik) oldugu gorillmiigtiir. Buna g6re luteinin grubundaki GSH miktar: (30.4 nmol/100
mg retina yas agirhik), T. multicaule’den (21.25 nmol/100 mg retina yag afwhk), 7. multicaule’nin,
vitanin-E’den (18.1 nmol/100 mg retina yag agirlik), vitamin-E’nin 7. foenum-graecum’dan (15.98
nmol/100 mg retina yas afwlk) daha yhksek olarak bulunmustur. Sonug¢ olarak kuflamlan
antioksidanlarm peroksidasyon {iriinii olan MDA olusumunu engelledigi ve bir antioksidan olan GSH
miktarim korudugu tespit edilmigtir.

ANAHTAR KELIMELER : Iskemi-reperfizyon, Retina, MDA, Teucrium multicaule, Trigonella
foenum-graecum
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THE POSSIBLE PROTECTIVE EFFECTS OF VARIOUS ANTIOXIDANTS IN ISCHEMIA-
REPERFUSION INDUCED RAT RETINA
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Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Nihat DILSIZ

2004, Page: 56

This study shows the possible role of various antioxidants (Vitamin- E, Teucrium multicaule,
Trigonella foenum-graecum and Lutein ) on free oxygen radicals which formed during ischemia-
reperfusion (I-R) in rat reting. The animals, randomly selected, were divided into six groups. These
were named as group 1 (control), group 2 (I-R), group 3 (I-R+vit-E), group 4 (I-R+ T. multicaule),
group 5 (I-R+ Lutein), group 6 (I-R+ 7. foenum-graecum). In the experiment, right eyes of rats were
used for ischemia-reperfusion. Group 3, 4, 5 and 6 received vit-E, extract of Teucrium multicaule,
lutein, extract of Trigonella foenum-graecum (Fenugreek) before 3 hours of ischemia and afler 6
hours of reperfusion respectively. The animals were sacrificed after 24 hours of reperfusion. Then,
retina were isolated and processed for the quantification of malondialdehyde (MDA) and glutathione
(GSH) levels. At the end of this experiment, all groups determined significiant protection aganist
formation of MDA when compared to I-R group while MDA level of lutein (8.83 nmol/100 mg retina
wet weight) group was observed as it had the closest level to the control group. According to this,
lutein (8.83 nmol/100 mg mg retina wet weight) provides more protection than 7. multicaule (15.13
nmol/100 mg retina wet weight), 7. foenum-greacum (16.48 nmol/100 mg retina wet weight), and vit-
E (17.24 nmol/100 mg retina wet weight). When quantity of GSH was evaluated, it was observed that
lutein group (30.4 nmol/100 mg retina wet weight) had the closest level to the control group.
According to this result, the quantity of GSH in Iutein group was found higher than 7. multicaule
(21.25 nmoV/100 mg retina wet weight), vit-E (18.1 nmol/100 mg retina wet weight), and 7. foenum-
greacum (15.98 nmol/100 mg retina wet weight). As result antioxidants which used to experimental
prevent formation of peroxidation substrat MDA and protect quantity of a antioxidant GSH.

KEY WORDS : Ischemia-reperfusion, Retina, MDA, Teucrium multicaule, Trigonella foenum-
graecum
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L. GIRIS e alfa Y

1. GIiRiS

Retina, g6z kiiresinin sklera ve koroidden sonraki en i¢ tabakasidir. Yapisinda
duyu reseptorleri olarak adlandirilan koni ve basil hiicreler bulunur. Bu &zel
hiicrelerden dolay: retina gdziin 1g13a en hassas olan bdlgesidir (Guyton ve ark,,
2001). Retinaya gelen 1gik duyu reseptorlerinde gesitli sinyaller olugturur. Bu
sinyaller optik sinir aracihfiyla beyinin gérme merkezine iletilerck, gdrme olay1
gergeklestirilir (Solomon, 1997).

Iskemi, kan akimmnm dokuya gitmesinin engellenmesi veya kan basincindaki
diisme sonucu glikoz ve oksijenin dokuya dagitimindaki ve metabolik artiklarin
dokudan uzaklagtiriimasimdaki zayiflama ile meydana gelen patolojik bir durumdur
(Cotron ve ark., 2000). Glikoz ve oksijen miktarndaki azalma ve metabolik
artiklarm birikmesi dokuda ¢esitli hasarlara neden olur. iskemi kritik bir zaman
dilimini agarsa dokularda ardigik bir takim kimyasal olaylar hiicre disfonksiyonu,
intertisyel ddem hiicresel hasar ve en sonunda hiicre Sliimiine yol agmaktadir
(Granger, 1986). Dokuya tekrar kan akimmin saglanmasina da reperfizyon denir. Bir
¢ok c¢ahigmada reperflizyon hasarinin iskemik hasardan daha giddetli oldugu
gosterilmigtir (Ishibara, 2000). Bu hasardan ise biiylik oranda serbest radikaller
sorumlu tutulmaktadir (Granger, 1986; Banin, 2000). Acrobik canlilar da en Snemli
serbest radikal oksijenden kdken alan serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleridir
(Akkus, 1995). Insan retinasi, gesitli nedenlerden dolay: iskemi-reperfiizyon hasarina
maruz kalir (Yoon, 1989). Bunlar; diabetik retinopati (Takagi, 2004), orak hiicre
anemisi (Sinclair, 2003), glokom (Thanos, 2004), premature retinopatisi (Smith,
2004) ve retinal arter ile ven tikamkh: gibi durumlarda s8z konusudur (Cotron ve
ark., 2000).

Retina, oksijen ve doymamis yag asidi bakimindan olduk¢a zengin oldugu igin
agir miktarda serbest radikal etkisine maruz kalmaktadir (Siu, 1998). Hiicre zarinda
ve hiicrenin diger komponentlerinde bulunan doymamus yag asitleri serbest

1



1. GIRIS Mehmet Ziilfa YILDIZ

radikallerden kolaylikla etkilenerek lipid peroksidasyon tepkimesini baglatir
(Clemens, 1990). Lipid peroksidasyonu, direkt olarak membran yapisina ve dolayh
olarak da reaktif aldehitler Gireterek diger hiicre bilegenlerine zarar verir. Boylece bir
cok hastalifa ve doku hasarina sebep olur (Akkus, 1995). Serbest radikaller sadece
lipidleri degil karbonhidrat, protein ve DNA gibi dier hiicre komponentlerini de
oksitleyerek hiicreye zarar verir (Moller, 1996). Bu zarar tamir edilemeyecek boyuta
ulagtifn zaman hiicre nekroza veya apoptosize gider (Cotron ve ark., 2000).

Hiicre serbest radikallere karsi oldukga geligmig bir savunma sistemine
sahiptir. Bu savunma sistemine antioksidan savunma sistemi denir. Normal bir
hiicrede metabolik iglevler sirasinda serbest radikaller tiretilir. Serbest radikal olugum
hiz1 ile antioksidanlar tarafindan etkisizlestirme hizz dengede oldugu siirece
organizma bu bilegiklerden etkilenmemektedir (Delmaestro, 1980). Buna karsihik
savunma azahir veya bu zararh bilesiklerin olusum hizi sistemin savunma giictini
asarsa bu denge bozulmakta ve serbest radikallere bagh zararh etkiler ortaya
cikmaktadir (Nakazawa, 1996). Retina tabakasi gesitli enzimatik ve non enzimatik
savunma sistemlerine sahiptir. Retinamin pigmentli epitel tabakasinda bulunan ve
dogal olarak sentezlenen melanin (Thuman, 1997), vitamin E (Augustin, 1998),
vitamin C (Nielsen, 1987), katalaz ve SOD (Nayak, 1988) bunlardan bazilandir.

Antioksidanlarin serbest radikallere karsi koruyucu etkisi uzun sfiredir
bilinmektedir (Yu, 1994). Serbest radikaller ve antioksidanlarin hastaliklardaki roli
son yillarda biiyik ilgi uyandirmistir. Bazi bitkilerin halk tarafindan tedavi amagh
kullamldip1 bilinmektedir. Teucrium multicaule ve Trigonella foenum-graecum tibbi
amacgh kullamlan bitkilerdendir. Bu nedenle bu bitkilerin hangi hastaliklarda ne
kadar etkili olduklan gesitli arasgtiricilar tarafindan aragtirilmaktadir (Abdel-Barry,
1997, Ali, 1995). Bu c¢aligmada iskemi-reperfiizyona maruz kalmg sigan
retinasindaki MDA ve GSH miktarina vitamin E (Alfa tokoferol), Teucrium
multicaule, Trigonella foenum-graecum ve luteinin etkisi karsilagtirmali olarak
aragtirlmigtir. BOylece gdz kusurlartmin molekiiler diizeyde arastirilmasi ve bu
konuda tibbi tedavi yontemlerine katkida bulunmak amaglanmaktadir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Goz

Goz, karmagik ve oldukga gelismiy, 1513a duyarli (Fotosensitif), 151k siddetine
ve nesnelerden yansiyan renklerin analizini yapan, kafatasinin orbita gukurunda yer
alan bir duyu orgamdir (Solomon, 1997; Junqueire ve ark., 1998). Distan ice dogru
sklera ve korneadan olusan bir dig tabaka (Tunica fibroza bulbi), koroid silyer cisim
ve iristen olugan orta tabaka (Tunica vasculosa bulbi), ve retinayi igine alan bir ig
sinir dokusu tabakasindan (Tunica interna bulbi) olusur (Vural, 1999; Junqueire ve
ark., 1998).
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Sekil 2.1. Goziin genel yapisi (Grove ve Novel, 1950)
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2.1.1. D1s tabaka (Tunica fibroza bulbi)

Dig tabaka, sklera ve komnea olmak tizere iki bélimden olusur. Sklera géziin
5/6 ini kaplayan opak ve saglam bir bag dokusu tabakasindan ibarettir. Skleranin
kalinlig1 arkada 1 mm olup 6n tarafa dogru gidildikge incelir ve ekvatorda 0,4 mm’ye
duger. Skleramin disn yuzii dizdir sadece g6z kaslarinin birlegtigi bolgede hafif
engebelidir (Arinci, 1997). Goz kapaklarini ortigl gézin 6n boliimi konjunktiva ile
ortitliidiir. Konjunktiva yapisinda bulununan goblet hiicreleri, goziin devamli nemli
kalmasin1 saglar (Junqueire ve ark., 1998). Sklera yerini 6n tarafta, seffaf ve hafif
6ne ¢ikik kornea ya birakir. Kommeaya digtan herhangi bir cisim temas ettiginde

aninda refleks olusarak g6z kapaklan kapanir.
2.1.2. Orta tabaka (Tunica vasculosa bulbi)
Orta tabaka, koroid, silyer cisim ve iris tabakasindan olugur (Arinci, 1997).
2.1.2.1. Koroid

Koroid, kan damarlann bakiminda oldukga zengin bir tabakadir. Bu yiizden
damar tabaka da denir. Bu tabakada ¢ok sayida melanosit bulunur ve yapiya
karakteristik siyah rengini verir (Junqueire ve ark., 1998). Ayrica melanosit
hiicrelerinin olugturduu melanin pigmenti goze gelen 15181 absorblayarak goz iginde
151510 yansimasini engeller. Bu da net bir goris igin zorunludur (Guyton ve Hall,
2001). Melanin pigmentinin antioksidan ozelliginin oldugu da bilinmektedir
(Thuman ve Hinton, 1997).

2.1.2.2, Silyer cisim

Silyer cisim, skleranin anterior boliimiiniin i¢ ylzeyinde yer alan kalinlagmig
bir halka olarak gériiliir ve koroidin lens hizasinda 6ne dogru yaptig1 genislemedir.
Silyer cisim yiizeyinde diga dogru ¢ikintilar bulunur. Bunlara silyer uzantilar denir.

Silyer uzantilarin yiizeyi epitel hiicreler ile kaphdir. Bu epitel hiicreler akoz hiiméru
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salgilar. Dakikada yaklagik olarak 2-3 pl salgilanan akoz himér, iyon igerigi
plazmaya benzeyen ancak % 1’den daha az protein igeren alkali ve berrak bir sividir.
Salgilandiktan sonra 6nce arka kamerayr daha sonra 6n kameray: doldurur. On ve
arka kamera boslugu dolduktan sonra kornea ve irisin bazal bolimii arasinda
trabekiileri gegerek shlemm kanalina akar. Shlemm kanal goziin etrafin1 gember
seklinde dolasan ince duvarli bir vendir (Guyton ve Hall, 2001). Ancak iginde
tamamen ak6z himor bulundurdugu igin bunlara akoz venler de denir. Shlemm
kanal1 ince venler ile baglantilidir. Ak6éz hiimor shlemm kanali vasitasiyla dolagim
sistemine dahil olur. (Solomon, 1997; Junqueire ve ark., 1998; Guyton ve Hall, 2001)

2.1.2.3. Iris

Kigiler arasinda farkli renklerde olmasi nedeniyle bu yapiya gokkusag:
anlamina gelen iris ad1 verilmigtir. 12 mm ¢apinda ortas: delik bir bolme seklinde,
komnea ile lens arasinda bulunur (Arinci, 1997). Irisin ortasindaki delige pupilla (goz
bebegi) denir ve goze bakildiginda siyah goériiniir. Iristeki dairesel kaslar daralarak ya
da genigleyerek pupillay1 biyiitir ya da kigiiltir. Goze ¢ok kuvvetli 151k geldigi
zaman 151k siddetini diigiirmek igin irisin dairesel kaslar1 kasilir ve pupilla kiigiilur, az
miktarda 151k geldigi zaman iris, gozin 15181 daha iyi almas: i¢in dairesel kaslan

gevseterek pupillay: bilyiittir (Solomon, 1997).
2.1.2.4. Lens

Goze gelen igin kinmminda gorev alan lens, 6n kamera boslugunun
arkasinda bulunur (Solomon, 1997). Genglerde lens, viskoz, protein igeren saydam
liflerle dolu giiglii esnek bir kapsiilden olugsmustur. Lens, kapsiili tizerinde herhangi
bir gerilim uygulanmadan gevsek birakildiginda, mercek kapsuliiniin esnekligine
bagh olarak kiiresel bir gekil alir. Ancak 70 kadar siispansuvar bag, mercegi dig
ceperine dogru gerecek sekilde tutturmustur. Bu baglar sayesinde lens yassi bir
sekilde kalir. Lens yakin ve uzak nesneleri daha net algilayabilmek igin bu baglar

sayesinde seklini degistirebilmektedir (Guyton ve Hall, 2001).

2.1.2.5. Vitroz cisim
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Vitréz cisim (korpus vitreum), lensin arkasinda bulunan kollajen lifler ve esas
bileseni hyaluronoik asit olan glikozaminoglikanlardan olusan saydam bir jeldir
(Junqueire ve ark., 1998). Goziin seklini korumasinda ve 1§13 kiriniminda goérev alir
(Guyton ve Hall, 2001). Yapisinda kan damari bulundurmaz bu nedenle retina ve

silyer cisimden beslenir (Aninci, 1997).

2.1.3. Retina (Tunica interna bulbi)

Retina, renkli gérmeden sorumlu olan konileri ve esas olarak karanlikta
goérmeden sorumlu olan basilleri igeren, goziin 1g1§a duyarh olan boliimidiir (Guyton
ve Hall, 2001). Retina, pigmentli retina ve saydam bir zar olan sensoriyal retinadan
olugmugtur. Retina, optik sinirden ora serataya kadar uzamr. Igte vitre ve dista koroid
ile komsudur. Pigmentli retina tek kathi hiicre tabakasindan meydana gelmis ve
yapisinda melanin bulunur (Thuman ve Hinton, 1997). Sensoriyal 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 hiicreleri meydana gelmistir (Guyton ve Hall, 2001;
Bengisu, 1990).
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Sekil 2.2. Retinanin histolojik yapisi. Sekilde retinada bulunan hiicreler gosterilmigtir (Crook, 1998)
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Retinanin i¢ tabakalan igin besleyici kan destegi, goz kiiresine optik sinir ile
birlikte giren ve sonra tiim i¢ retina ylizeyine dallanan retinal arterden saglanir.
Bununla beraber retinanin dig tabakalarinin ¢ogu, retina ve sklera arasinda damarsal
bir yapi olan koroidden beslenir (Harris ve ark, 1997). Ayrica retinanin dig
tabakalar, 6zellikle basil ve konilerin dig segmentlerinin beslenmeleri ve oksijen

gereksinimleri esasen koroid tabaksindan diftizyonuna baglidir.

Retinanin reseptor tabakasi pigment epitel tabakasinin bitigigindedir (Thuman
ve Hinton, 1997). Isik, gangliyon hiicrelerini geger ve 1s18in elekrokimyasal olaya
doniigtiigi fotoreseptér tabakasina ulagir (Blank, 1999).

2.2. Retina ve Iskemi Reperfiizyon

Iskemi, kan akimimmin dokuya gitmesinin engellenmesi veya kan basincindaki
diigme sonucu glikoz ve oksijenin dokuya dagitimindaki ve metabolik artiklarin
dokudan uzaklagtirilmasindaki zayiflama ile meydana gelen patolojik bir durumdur
(Cotran ve ark, 1989). Dokuya tekrar kan akimimn saglanmasina da reperflizyon
denir. Iskeminin ilk etkisi mitokondrilerdeki oksidatif fosforilasyon tzerinedir.
Oksijen basincinin azalmasi sonucu oksidatif fosforilasyon ile ATP tretimi azalur ve
hiicre i¢i ATP miktan belirgin olarak diiser. ATP miktarindaki azalmanin hiicre
icindeki bir gok sisteme etkisi vardir. Ornegin sitoplazmik serbest kalsiyum normalde
ATP bagiml: kalsiyum tagiyicilan ile hiicre iginde oldukea diisiik yogunlukta tutulur.
Iskemiden kaynaklanan ATP miktarindaki azalma sonucu, ATP bagimli kalsiyum
tagtyicilart gorevini yapamaz ve hiicre dig1 kalsiyum plazma membranindan gegerek
hiicre iginde kalsiyum yogunlugunun artmasina neden olur. Bunu hiicre igi
stoklardan kalsiyumun serbest birakilmasi izler. Artan sitoplazmik kalsiyum sira ile
fosfolipazlari, proteazlari, ATPazlar ve endoniikleazlan aktiflestirir. Bu enzimler de
lipit, protein, ATP ve niikleik asitleri pargalayarak hiicrenin 6liimiinii hizlandirir.
Ayrica plazma membranindaki ATP enerjili “sodyum pompasi”mn aktivitesi azalir.
Bunu, sodyumun hiicre iginde birikimi ve potasyumun hiicre digina akis1 izler.
Sodyumun hiicre i¢indeki artigt suyun osmotik basincinin artmasina ve hiicrenin su

alip sigmesine neden olur. ATP miktarindaki azalma ile AMP miktar1 hizla artar.
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Artan AMP miktan fosfofruktokinaz enzimini uyararak glikojenden ATP iiretimini

artinr. Sonug olarak, glikojen miktan hizla tiikenir. Glikoliz, fosfat esterlerinin

hidroloizi, laktik asit ve inorganik fosfatlarin birikimine neden olarak hiicre i¢i pH’

nin diigmesine neden olur (Cotran ve ark., 1989).
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Sekil 2.3. Iskemik zedelenmede olaylarin varsayilan dizisi. ER, endoplazmik retikulum; CK, Kreatin
kinaz; LDH, laktik dehidrogenaz; RNP, riboniikleoprotein (Cotran ve ark., 1989)

Diigitk pH daha ileri ki agamalarda serbest kalan lizozom enzimlerinin aktiflesmesine

neden olur.

Iskeminin neden oldugu sonraki olay, ribozomlarin granillii endoplazmik

retikulumdan ayrilmas1 ve polizomlardan monozomlarin olusumu ile protein

sentezindeki azalmadir. Hipoksi diizelmez ise mitokondriyal fonksiyonlarin daha da

kotiilesmesi ve membran permabilitesinin artmasi daha fazla morfolojik bozulmaya

neden olur. Mitokondri, endoplazmik retikulum ve hiicre sismis gorilir (Harris ve

ark., 1997).
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Hiicre zedelenmesinde, reverzibl zedelenme ile irreverzibl zedelenmenin ayrim
noktasim1 tayin etmek olduk¢a zordur. Irreverzibl zedelenmede, mitokondriyal
fonksiyon bozuklulugunun reperfiizyondan sonra bile geri dondirilmesindeki
yetersizlik ve membran permabilitesindeki ileri derecede bozukluluk temel olaylar
olarak kabul edilmektedir. Ayrica irreverzibl hiicre zedelenmesinin patogenezinde
hiicre membran hasarin1 ana faktor olarak destekleyen 6nemli kanitlar vardir (Guyton

ve Hall, 2001).

Iskemik dokuda en biiyiik hasar reperfiizyondan sonra meydana gelir (Ishihara,
2000). Ciinkii reperfiizyon, hiicreye asin miktarda Ca™ girisine neden olur ve
kalsiyuma bagh litik enzimlerin aktivasyonuyla hiicre komponentleri zarar goriir.
Ornegin; fosfolipaz aktiflegerek hiicre membran fosfolipitlerinden aragidonik asidi
serbestlestirir. Yine iskemi sirasinda ATP’ nin yikimi sonucu hipoksantin ve ksantin
gibi piirin metabolitleri birikirken ksantin dehidrojenaz enzimi ksantin oksidaza
cevrilir. Reperfiizyon esnasinda sisteme ani O, girigi, birikmis purinlerin ¢ok siiratli
bir gekilde oksidlemesine ve sonug olarak iirat ve siiperoksit anyonu olusumuna
neden olur. Olusan siiperoksit anyonu, endotelde demir tarafindan katalize edilen
reaksiyonlar ile toksisitesi yiiksek hidroksil radikali iiretimine neden olur (Barry ve
ark., 1997). Iskemi, kompleman sistemi ve kemotaktik faktorlerin olusumunu aktive
eder. Reperfiizyon sonrasi bu bolgede toplanan nétrofiller, NADPH oksidaz enzimi
sayesinde stiperoksit tiretirler (Akkus, 1995).

Goriildigia gibi iskemik-reperfizyon hasarindan biyitkk oranda serbest
radikaller sorumlu tutulmaktadir. Retina, oksijen ve doymamuis yag asidi bakimindan
olduk¢a zengin oldugu i¢in asir1 miktarda serbest radikal etkisine maruz kalmaktadir.

Bu durum retinay1 iskemik hasara daha hassas kilar (Siu, 1998).
2.3. Serbest Radikaller
Serbest radikaller, dig orbitalinde bir veya birden fazla ortaklanmamis

elektron tagtyan, elektirik yiikli ya da yiiksiiz atom veya molekiillerdir (Delmaestro,
1980). Organik veya inorganik molekiiller halinde bulunabilirler (Practido, 1999).
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Ortaklanmamig elektronlar1 nedeniyle son derece reaktif olan bu molekiiller daha
kararli bir yapiya donismek igin diger molekiiller ile reaksiyona girerler (Clark,
1986; Reilly ve ark., 1991).

Cizelge 2.1. Serbest radikallere 6rnekler (Uysal, 1998)

RADIKAL ' ADLANDIRMA
HsC Metil radikali

R-O0 Alkil peroksi radikali
OH Hidroksil radikali
05 Siiperoksit anyonu
NO Nitrik oksit anyonu
cr Klor radikali

NO’, Azot dioksit

H,0, Hidrojen peroksit

Bu bilegikler organizmada, normal aktiviteler sonucu olustugu gibi, hiperoksi,
inflamasyon, iskemi, radyasyon, klinik uygulamalarda kullamlan adriamicin ve
daunorobin gibi neoplastik ajanlar ile tretim hizlar artmaktadir (Freeman ve Crapo,
1982). Cu™?Fe*, Mn' ve Mo™ gibi gegig metallerin de ortaklanmamus elektronlar:
oldugu halde serbest radikal olarak kabul edilmezler. Ama, radikal olusumuna neden
olan reaksiyonlari katalizledikleri i¢in serbest radikal olusumunda &nemli rol
oynarlar (Akkug, 1995).

Iki radikal reaksiyona girerlerse her iki radikal de elimine olur. Bir radikal,
radikal olmayan bir molekiil ile kargilagirsa bagka bir serbest radikal olusur. Iste bu
ozellik serbest radikallerin bir ¢ok zincir reaksiyonuna girmelerine sebep olmaktadir
(Bozkurt, 1997; Sies, 1993).

2.3.1. Serbest oksijen radikalleri ve reaktif oksijen tiirleri

Yagam igin gerekli olan oksijenin, dig yoriingesinde eslesmemis iki elektron

tasimasi ve bu molekiiliin aerobik organizmalarda pek ¢ok reaksiyonda onemli rol

10
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oynamasi ¢ok sayida serbest radikal olugsmasina neden olmaktadir (Practido, 1999).
Serbest oksijen radikalleri O, HO,, OH radikalleridir. Serbest oksijen radikalleri,
hiicrenin 6nemli komponentleri olan lipit, karbohidrat, protein ve DNA’yi
oksitleyerek biyolojik sistemlerde agir hiicre zedelenmelerine neden olurlar (Uysal,
1998; Erden, 1992; Celebi, 2002), Normal sartlar altinda olugsumlari, hiicrenin sahip
oldugu koruyucu sistemlerden dolay1 zarara neden olmaz (Bonne, 1998). Hucrenin
sahip oldugu bu koruyucu sisteme antioksidan savunma sistemi denir ve bu
antioksidan savunma sistemi hiicre iginde oksidanlar ile bir denge igerisindedir.
Ancak bu oksidan ile antioksidan arasindaki denge oksidan yone dogru

bozuldugunda serbest radikallere bagl zararlar ortaya ¢ikmaktadir (Uysal, 1998).

Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden olusan serbest

radikallerdir. Serbest oksijen metabolizmasindaki anahtar maddeler sunlardir.

1. Oksijenin kendisi (Oy)

2. Siiperoksit anyonu (O7)

3. Hidrojen peroksit (H205)

4. Gegis metallerinin iyonlar1 (Cu*®Fe™, Mn*?vb. )
5. Hidroksil radikali (OH)

Oksijende son iki elektronun eglesmemis olmast oksijenin diradikal olarak
degerlendirilmesine neden olur. Bu ozelliginden dolay:r oksijen diger serbest
radikallerle kolayca etkilegir (Akkus, 1995). Oksijen suya indirgenirken yliksek
derecede reaktif olan diger iriinler de olugabilir (Nakazawa, 1995). Normal sartlar
altinda oksijenin %98 solunum zincirinin son basamagi olan sitokrom O; tarafindan
kullamlir. Nadiren (%1-2) Sitokrom Oj3 tarafindan tiiketilemez. Bunlar bir elektron
alip siiperoksit anyonuna veya iki elektron alarak hidrojen peroksite indirgenir (Kose
ve Dogan, 1992; Kiling, 1995; Reitter ve ark., 1998).

2.3.1.1. Siiperoksit anyonu (0%)
Stiperoksit anyonu, molekiiler oksijenin bir elektron almasiyla meydana gelir
(Akkus, 1995; Floyd, 1995). Normal kosullarda olugan temel oksijen radikali

11
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siiperoksit anyonudur. Siiperoksit anyonu bagta hem, flavin, demir ve sulfiir
merkezleri igeren proteinler olmak iizere pek ¢ok enzimatik tepkimelerde,
mitokondrilerde elektron taginimu sirasinda, g¢esitli molekiillerin otooksidasyonunda
meydana gelir. Siiperoksit anyonu hidrojen peroksit ile birlikte fagositik l6kositlerin

urettigi ana mikrop élduriiciidiir (Robinson, 1995).

Siiperoksit anyonu, en az zararh olan serbest radikaldir. Ama, amnda
ortamdan uzaklastirilmazsa kendinden g¢ok reaktif toksik maddelerin olugumuna
neden olur. Hidrojen peroksit kaynag: ve gegis metal iyonlarinin reduktant: olmasi
siiperoksit anyonunu onemli kilar. Superoksitin bir ¢ok enzimi inaktive ettigi

bilinmektedir (Baykal 2002). Ortamdan uzaklagtirilamayan stiperoksit anyonu;

1. Ortamdan bir hidrojen alarak perhidroksil radikali olusturabilir.
2. Perhidroksil radikali ile tepkimeye girerek oksijen ve hidrojenperoksit
olusturabilir.

O+ HO, EEE— 0O, + H,0,
3. H;0,ile tepkimeye girerek OH radikali ve oksijen olusturabilir
O+ H,0, — 3 O, + OH + OH (Haber-Weiss tepkimesi).

Stiperoksit anyonunun ortamdan uzaklastirildigi tepkimeye dismutasyon
tepkifnesi denir. Bu tepkime siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan iki
stiperoksit radikalinden hidrojen peroksit ve oksijen molekulii olusmasiyla sonuglanir

(Kiling, 2002).
0,+0; —F2——» H,0,+0,

2.3.1.2. Hidrojen peroksit (H,0;)

Hidrojen peroksit, stiperoksit radikalinin spontan veya SOD ile katalizlenen
dismutasyon reaksiyonuyla veya molekiiler oksijenin iki elektron alarak
indirgenmesiyle meydana gelir (Akkus, 1995; Floyd, 1995; Aydin, 1997).

12
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20,+2H" —> H,0,+0;

Hidrojen peroksit, ortaklanmams elektron icermez. Bu yiizden gergekte serbest
radikal degildir. Demir, bakir gibi ge¢is metallerinin varlifinda siiperoksit radikali ile
reaksiyona girer ve bilinen en toksik oksidan ajan olan hidroksil (OH’) radikalini
olusturur (Akkus, 1995; Aydin, 1997; Erenel, 1992).

H,0,+0, ——»  OH + OH + O, (Haber weiss tepkimesi)

Bu reaksiyon haber-weiss reaksiyonu olarak bilinir. Haber-weiss katalizor
varliginda veya yoklugunda cereyan edebilir. Ancak katalizorsiiz reaksiyon oldukg¢a
yavas ilerler. Demir ile katalizlenen ikinci gekli ise gok hzhdir. Bu reaksiyon, dnce
ferrri demiri (Fe™) siiperoksit radikali tarafindan ferro demire (Fe*?) indirger sonra
bu ferro demir kullanilarak hidrojen peroksitten OH ve OH iretilir (Cheesman,
1993)

O, +Fe" — 3y O,+Fe™

Fe'?+H,0, ——» Fe"+OH+OH

O+ HO, ————» OH+OH+0,

Hidrojen peroksit, hiicre ve niikleus zarindan kolaylikla gegebilir (Floyd, 1995).
Hidrojen peroksit ve siiperoksit radikalinin hasar olusturma potansiyalleri oldukca
azdir ve katalizér metallerin yoklugunda ortamdan derhal uzaklastinhirlar
(Cheesman, 1993). Bazi aragtirmalar, hidrojen peroksit ve stiperoksit anyonunun

toksik etkisinin, hidroksil radikaline doniigmelerinden dolay: oldugunu ileri stirerler.

Hidrojen peroksit katalaz ve birkag peroksidaz (Ormegin glutatyon peroksidaz)
tarafindan pargalanabilir (Floyd, 1995).

2H,0p  — 3 2H,0+0, (Katalaz)

H,0, + AH, —  » 2H,0 + A peroksidaz

13
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2.3.1.3. Hidroksil radikali (OH)

Hidroksil radikali hem stiperoksit anyonundan (Haber weiss) hem de hidrojen
peroksitten meydana gelir. Her iki reaksiyon da gecis metallerine ihtiya¢ duyar
(Floyd, 1995). Suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi
sonucunda hidroksil radikali olugur (Akkus, 1995). Son derece reaktif olan bir
radikaldir. Yarilanma 6mrii ¢ok kisa oldugu igin hemen olustugu yerde biiyiik
tahribata yol agar (Erden, 1992). Cesitli molekiillerden bir proton koparak yeni
radikal olusumuna neden olur. Hidroksil radikali DNA sarmalinda kirilmalara, enzim
inaktivasyonuna ve lipid peroksidasyonunun baglamasina neden olabilir (Practido,
1999)

2.3.1.4. Tekli (Singlet) oksijen (‘0;)

Singlet oksijen, ortaklanmamis elektronu olmadi: igin radikal olmayan reaktif
oksijen molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonu sonucu meydana geldigi gibi serbest
radikal reaksiyonlarinin baglamasina da neden olur. Oksijenin elektron-larindan
birinin enerji alarak kendi spinin ters yoniinde olan bagka bir orbitalle yer
degistirmesiyle olusur (Akkus, 1995). Singlet oksijen, gozde pigmentlerin 15181

absorpsiyonuyla aktive edilmesi sonucu olugabilir (Cheesman ve Slater, 1993).

Singlet oksijen, uyarilmig elektronlarin daha dusik enerji seviyelerine
inmesiyle 151k yayar. Singlet oksijenin kimyasal bir bilesikle etklesimi sonucu
kemiluminesans meydana gelmesi ve bunun olgtlmesiyle reaktif oksijen tiirlerinin
direkt tayini yapilabilmektedir (Akkus, 1995). Tekli oksijen ve hidroksil
radikallerinin tretimi biiyikk oranda O ve H;O7’in birikmesine baglidir. Bu iki
bilesigin aminda ortamdan uzaklagtirilmadii durumda, iki molekiiliin birbirine

rastlamast 'O, ve OH’ iiretimi i¢in yeterlidir (Kiling, 2002).

14
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2.3.2. Serbest radikal kaynaklari

2.3.2.1. Biyolojik kaynaklar

Fagositler, antineoplastik ajanlar (Bleomisin, doxorubicin, adriamicin)
radyasyon, alkol, uyusturucu, hiperoksi, pestisitler, sigara dumam, solventler,

anestezikler, aromatik hidrokarbonlar ve stres olararak siralanabilir (Akkug, 1995).

2.3.2.2. Hiicre ici kaynaklar

Tioller, hidrokarbonlar, ketakolamiler, flavinler ve antibiyotiklerin
otooksidasyonu, enzimler ve proteinler (Ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz,
hemoglobin), mitokondriyal elektron transportu, lipoksijenaz, prostoglandin,
NADPH oksidaz, iskemi, travma, oksidazlar ve flavoproteinler bilinen serbest
radikal olusturan kaynaklardir (Akkus, 1995).

2.3.3. Serbest radikallerin olusturdugu hasarlar

Serbest radikaller agin miktarda tretildiginde veya antioksidan savunma
sistemi yetersiz kaldiginda biyomolekiillere zarar verirler (Aybey, 1996). Reaktif
oksijen radikalleri membran lipidlerinin  peroksidasyonuyla, —membran
permabilitesinin  artmasina enzimlerin ve proteinlerin silfidril  gruplarinin
oksitlenmesine ve g¢apraz baglanmalarmma, DNA yapisimin bozulmasina ve
mukopolisakkaritlerin depolimerizasyonuna neden olarak doku hasari olusturur.
Serbest radikaller hiicre ve dokuda bir ¢ok zarara yol agmaktadir. Bu zararlar soyle
siralanabilir (Uysal, 1998).

DNA’nin tahrip olmasi
Niikleotit yapil1 koenzimlerin yikimi
Tiolere bagimli enzimlerin yap: ve fonksiyonlarinin bozulmasi

Protein ve lipidlere kovalent baglantilarin yapilmasi

w» oA W=

Enzim aktivitelerinde ve lipid metabolizmasindaki degigiklikler
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. Mukopolisakkaritlerin ytkimt

6
7. Lipid peroksidasyonu, zar yapis1 ve fonksiyonun degigmesi
8. Zar proteinlerinin tahribi, tagima sisteminin bozulmasi

9. Seroid ve lipofuksin pigmentinin birikimi

10. Kolajen elastin gibi uzun 6murli proteinlerdeki oksido-rediiksiyon

olaylarinin bozularak kapillerde aterofibrotik degisikliklerin olugmasi
2.3.3.1. Membran lipidlerine etkileri

Hiicre membran, bol miktarda doymams yag asidi igerdiginden serbest radikal
hasarina olduk¢a duyarlidir (Cheesman ve Slater 1993). Ortamda bulunan serbest
radikaller yag asitlerinden bir proton koparak “Lipid peroksidasyon” olarak bilinen
reaksiyonun baglamasina neden olurlar. Lipid peroksidasyonu sonucu agiga ¢ikan
peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri gibi maddeler hiicrenin bir gok
komponentiyle reaksiyona girerek hiicresel ve metabolik fonksiyonlar iizerine toksik
etki gosterirler (Kose ve Dogan, 1992). Biyolojik membranlarda serbest radikaller ile
indiiklenen lipid peroksidasyonu baglama, yayilma ve sonlanma reaksiyonlan sekilde
degerlendirilebilir (Mearson, 1982).

Baslama

Lipid peroksidasyonu, serbest radikallerin poliansature yag asitlerinin yan
zincirindeki metilenik karbonlardan hidrojen atomu g¢ikarmasiyla baglar.
Peroksidasyonun baglamasi igin ayrica demir ve bakir gibi gegis metal iyonlarinin
varhf da gereklidir. Hidrojen atomunun g¢ikarilmasi karbon atomu iizerinde
eslesmemis bir elektron biraktifindan, karbon merkezli bir radikal (L. ) olusumuna
neden olur. Bu radikalin bir ¢ok akibeti vardir. Ancak aerobik hiicrelerde en sik
goriilen olay, bu radikalin molekiiler diizenlemeler ile konjuge dien olugturduktan

sonra oksijen ile reaksiyona girerek peroksi radikalinin olugturmasidir.
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Yayillma

Olugan peroksi radikali, diger bir peroksi radikali ile birlegebilir veya membran
proteinleri ile etkilesebilir. Fakat en onemlisi peroksi radikalinin membrandaki
komsu yan zincirlerden hidrojen atomlari ¢ikarabilmeleri ve peroksidatif zincir
reksiyonunu yaymalanidir. Boylece, yan zincirlerden hidrojen atomunun ¢ikarilmasi
ile her defasinda lipid hidro-peroksitleri (LOOH) ve yeni bir peroksi radikali
olugmaktadir. Peroksidasyon bir kere bagladiktan sonra, otokatalitik olarak
yayilabilmekte ve yiizlerce yag asidi zincirleri, lipid hidroperoksitlerine
cevrilebilmektedir (Akkus, 1995; Kése ve Dogan, 1992).

Doymamus yag asidi A-:Aﬁ.—:f

4

-

Hidrojen gikigt
9

AeAN—/

Molekiil igi diizenleme

m_—l Konjuge dien
»

| V" \==A—] Peroksi radikal olusumu

H.

SO wm e

V—\_.A..../ Hidroperoksid: aldehitler ve

polimerizasyon uriinleri

T o= Omm Q-

Sekil 2.4. Lipid peroksidasyon semasi (Ozekin ve Deger, 2001)
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Sonlanma

Demir ve bakir iyonlar1 ya da bu iyonlarin fosfat esterleriyle olusturdugu basit
kelatlar1 (Fe'?>-ADP), hem, hemoglobin, ve miyoglobinide igeren bazi demir
proteinleri lipid hidro-peroksitlerini bozarak peroksidasyonu sonlandinirlar. Lipid
peroksidasyonu  sonucu, alkanlar, alkenler, aldehitler, hidroksialkenler,

malondialdehit (MDA) ve ugucu hidrokarbonlar gibi bir takim Griinler olugur.

Lipid peroksidasyonu sonucu agiga gtkan kisa zincirli yag asitleri ve triptofan,
tirozin, fenilalanin, histidin, metionin ve sistein gibi amino asitleri igeren yapisal
proteinlerin oksidasyonu, membran permabilitesinin artmasina ve membrandaki
akigkanlifin azalmasina neden olmaktadir (K6se ve Dogan, 1992). Lipid
peroksidasyonu, kalsiyum homeostasisinde bozulmaya neden olarak kalsiyuma bagh
bozukluklarin ortaya gikmasina neden olur (Cotran ve ark., 1989). Ug veya daha
fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu MDA olusur. MDA,
membran komponentlerinde ¢apraz baglanma ve polimerizasyona yol agarak iyon
transportu, enzim aktivitesi ve hiicre ylizey determinantlarinin bazi o6zelliklerini
degistirmektedir. Bu Ozelliklerinden dolayr MDA, mutajenik genotoksik ve
karsinojenik bir bilesiktir (Hockstain,1981; Karaduman, 1998).

2.3.3.2, Proteinlere etkileri

Hiicrenin protein yapilari, serbest radikallerin, ozellikle duyarli amino asitler
ile direkt etkilesimi sonucunda hasara ugramaktadir. Protein fonksiyonu igin kritik
pozisyonda olan amino asitler (Orn: enzimin aktif bolgesindeki amino asitler),
dzellikle radikal hasarina duyarhdirlar (Akkus, 1995). Metionin, sistein gibi terminai
siilfidril (-SH) grubu bulunduran amino asitler ile triptofan, tirozin, fenilalanin,
histidin gibi aromatik amino asitler, oksidasyona en fazla maruz kalmaktadirlar.
Oksidasyon sonucu proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarinda olusan degisiklikler
fonksiyonlarint etkilemektedir. Enzim veya reseptor fonksiyonuna sahip membran
proteinleri, ozellikle serbest radikallerin modifikasyonlarina duyarli olduklar: igin
protein oksidasyonu ile 6nemli hiicresel ve membran fonksiyonlar: bozulmaktadir.

Bunun yam sira iskemi-reperfiizyon siirecinde hiicre i¢i enzimlerden olan antioksidan
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enzimlerin oksidasyonlar1i da bu enzimlerin aktivitelerindeki azalmanin

nedenlerinden birini olugturabilmektedir (Islekel, ve ark., 2000).
2.3.3.3. Karbonhidratlara etkileri

Monosakkaritlerin oksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzaloaldehitler meydana gelir. Okzaloaldehitler, DNA, RNA, ve proteinlere
baglanabilme ve aralarinda ¢apraz baglar olugturabilme o6zelliginden dolay:
antimitotik etki gosterirler (Akkusg, 1995). Karbonhidratlarin proteinlere baglanmasi,
proteinleri serbest radikal hasarina daha duyarh kilmaktadir. Boylece hormonal ve
ndrotransmitter yanitlarda rol oynayan hiicre reseptor islevleri degismektedir (Aybey,
1996; Winrow, 1993). Bir mukopolisakkarit olan hyaliironoik asit géziin vitreusunda
bol miktarda bulunur. Hyaliironoik asidin oksidasyonu katarakt olusumuna katkida
bulunur (Akkug, 1995).

2.3.3.4. Niikleik asitlere etkileri

Reaktif oksijen radikallerinin, hiicrede saldirdigi bir diger onemli makro
molekiil niikleik asidlerdir. Kalitsal bilgiyi tasiyan deoksiriboniikleik asidin (DNA)
temel tag1 olan niikleotidin yapisi iginde yer alan piirin ve pirimidin bazlar oksijen
radikallerinin etkilerini gosterdigi bolgelerdir. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve
bazlar ile reaksiyona girerek degisikliklere yol agar (Akkus, 1995). Ozellikle guanin
bazinin bu radikaller aracilif: ile hidroksilasyonu sonucunda DNA molekiiliinin

yapis: degismekte ve mutasyonlar ortaya ¢ikmaktadir (Ozekin ve Deger, 2001).
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§

p450 oksidazT 2 -

Maakandd
i 9—— Solunum zinciri enzimleri

. Sitaplazmik enzimler

Sekil 2.5. Biyolojik sistemlerde reaktif oksijen tiirevlerinin olugumu goriilmektedir. Oksijen; ER,
mitokondri, plazma membram, peroksizomlar ve sitoplazmada bulunanan enzimlerle
siiperoksite doniisiir. O, SOD ile hidrojen peroksite ve daha sonra Cu™/Fe™ katalizor
oldugu fenton reaksiyonuyla OH’a doniigiir. Serbest radikallerin lipidleri proteinleri ve
DNA’y1 oksitlemesiyle gesitli hiicre zedelenme bigimleri goriilmektedir. Baglica
antioksidan enzimler SOD, katalaz ve glutatyon peroksidazdir. (Cotran ve ark, 1989)

2.4, Antioksidanlar

Aerobik canlilarda serbest oksijen radikalleri, normal metabolik olaylar
esnasinda olusmaktadir. Serbest radikaller, asin miktarlarda tretildikleri zaman
serbest radikallere bagli hasarlar ortaya ¢ikmaktadir. Serbest radikallerin zararl
etkilerini engellemek iizere organizmada antioksidan savunma sistemleri veya kisaca

antioksidanlar olarak adlandirilan gesitli savunma mekanizmalari gelismigtir.

..... . OKsidaz
o
For Fm Fe~=
o SO ety —— S 10—
Ramar 28H
™~
Clzatyer Gularyun
Kaalaz perokaiiaz redfiias
\GSSG/
HQ HA)
\ y
.....O'-‘! . ‘
O—— Protein hasan
A . . .
B | ipid peroksidasyonu

DNA hasan

Hucre zedelenmesi

Antioksidanlar, dort farkli mekanizma ile serbest radikal hasarini engellerler.

1. Reaktif oksijen tiirlerinin enzimsel reaksiyonlar aracilifiyla veya

dogrudan temizlenmesi
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2. Reaktif oksijen tirlerinin olugjumunun baskilama yoluyla
engellenmesi

3. Metal iyonlarinin baglanmasi ve boylece radikal olusum
reaksiyonlarinin engellenmesi

4. Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri
Antioksidanlar gesitli kriterlere gore siniflandirilabilirler

1. Yapilarina gore
a) Enzimler
b) Enzim olmayan proteinler, kiigiik molekiller
2. Kaynaklarina gore
a) Organizmaya ait olanlar (Endojen)
b) Disandan alinanlar (Eksojen)
3. Cozinurliklerine gore
a) Suda ¢oziinenler
b) Yagda ¢oziinenler
4. Bulunduklan yere gore
a) Hiicre iginde bulunanlar

b) Plazma ve diger ekstra sivilarda bulunanlar
2.4.1. Enzimler
2.4.1.1. Sitokrom oksidaz

Mitokondrilerde solunum zincirinin en son basamaginda yer alan ve bakir
iceren bir enzimdir. Sitiperoksit radikalinin suya déniigimiini saglayarak oksidatif

hasar olusumunu engeller (Gassen, 1999)
40,+4H — 2H,0

Ancak siiperoksit radikalinin olusumu ¢oBu kez enzimin kapasitesini asar ve
diger enzimlerin devreye girmesiyle siiperoksit radikalinin zararli etkileri engellenir
(Akkus, 1995).
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2.4.1.2, Siiperoksit dismutaz (SOD)

Serbest radikallere karsi organizmada ilk savunma siiperoksit dismutaz
enzimiyle gergeklesir. Stiperoksit dismutaz, stiperoksit radikalini, hidrojen peroksit
ve molekiiler oksijene gevirir. Bu tepkimeye dismutasyon tepkimesi denir (Floyd,
1995)

20,+2H =22 ____5 H,0,+0, (Dismutasyon tepkimesi )

Daha sonra hidrojen peroksit katalaz ve peroksidaz enzimlerinin etkisiyle suya
déniistiiriilir (Akkus, 1995; Aybey, 1996).

2.4.1.3. Katalaz

Katalaz, peroksizomlarda bulunan oldukga yiiksek reaktivite gosteren bir
enzimdir. Hidrojen peroksiti oksijen ve suya donustiirar (Akkus, 1995, Floyd, 1995;
Yalgin, 1998).

2 HzOz —_—) 2 H20 + 02

Katalaz yapsinda dort adet hem gurubu bulunan bir hemoproteindir. Katalazin
peroksidaz aktivitesi de vardir. Hidrojen peroksit, metil hidroperoksit gibi kiiglik
molekiillere etki eder. Lipid hidroperoksitlerine etki etmez (Akkus, 1995; Yalgin,
1998).

2.4.1.4. Glutatyon peroksidaz (GSH Px)

Glutatyon peroksidaz, sitoplazmada bulunan, tetramer yapisinda, aktivasyonu
icin selenyum atomu igeren bir enzimdir. Normal kogullarda H;07’in
indirgenmesinden sorumlu olan enzim glutatyon peroksidazdir. H;O; ve organik
hidroperoksitlerin (ROOH) indirgenmesini katalizler (Akkus, 1995).

ROOH + 2 GSH GSH Px ROH + GSSG + H,0
H,0, + 2 GSH S, 2H,0+GSSG
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Hidroperoksitlerin reditkkte olmasi ile meydana gelen okside glutatyon,

glutatyon reduktazin katalizledigi reaksiyon ile tekrar rediikte glutatyon olusur.

2.4.2. Enzim olmayan antioksidanlar

2.4.2.1. Askorbik asit (C vitamini)

Askorbik asit, viicutta sentezlenemeyen esansiyel bir bilegiktir. Suda
¢oziinebilen ve genellikle turunggil meyvelerinden elde edilen bir vitamindir.
Askorbik asit bir gok hidroksilasyon reaksiyonda indirgeyici ajan olarak gorev yapar
(Floyd, 1995). Kollajen sentezinde lizin ve prolinin hidroksilasyonu igin gereklidir.
Askorbik asit aym1 zamanda giiglii bir antioksidandir. Stiperoksit radikali, hidroksil
radikali ve singlet oksijen ile kolayca reaksiyona girerek onlar etkisizlegtirir. Sulu
fazda bulunmasina kargin lipid peroksitleri baglatici radikalleri temizleyerek lipidleri
ve zarlan oksidatif hasara karsi korur (Akkug, 1995; Yalgin, 1998). Askorbik asit, A

vitamini ve E vitamini gibi daha nadir bulunan antioksidanlarida korur (Floyd, 1995).

Askorbik asit, antioksidan 6zelligi yaninda ¢ok disiik konsantrasyonlarda (0,2
mM) bulundugu zaman, oksidan 6zelligi de gosterir. Siiperoksit radikali diginda ferri
demiri (Fe'®); ferro demire (Fe'?) indirgeyen tek radikaldir. Ferro demirin
indirgenmesi, fenton reaksiyonunda ferro demir kullamlarak OH radikali

olusumundan dolay: ¢ok 6nemlidir.
2.4.2.2. Glutatyon (GSH)

Glutatyon; glutamik asit, sistein ve glisin amino asitlerinden olusan ve hiicre igi
konsantrasyonu fazla olan bir tripeptittir (Akkus, 1995; Greenmayre, 1986).
Karacigerde genetik bilgiye ihtiya¢ duymadan sentezlenir (Akkus, 1995).

Glutatyonun pek ¢ok metabolik gorevi vardir. Serbest radikaller ve
peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidan hasara kars1 korur. Ayrnica protein
yapisindaki silfiidril (-SH) gruplarimi indirgenmis halde tutarak pek ¢ok protein ve

enzimin inaktivasyonunu engeller, yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve amino
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asitlerin membrandan transportunu saglar, hemoglobinin, methemoglobine

donigimini engeller (Yu, 1994).

Glutatyonun peroksitler ve disilfitler ile reaksiyonu sonucu okside glutatyon
(GSSG) olusur. GSSG konsantrasyonundaki artig oksidatif stresin gostergesidir
(Seven ve candan, 1996). Canlilarin yagsayabilmesi igin yiiksek miktarda glutatyona
ve disik miktarda okside glutatyona ihtiya¢ vardir. Reaksiyonlar sonucu olusan
GSSG, NADP’inde kullamildigt bir reaksiyonla tekrar GSH’a ¢evirilir. Boylece
GSH/GSSG oram yiiksek tutulur (Yu, 1994).

GSSG + NADPH + H' GSH Rx » 2GSH +NADP

2.4.2.3. E vitamini

E vitamini tokoferol ve tokotrienol tlirevlerini kapsayan bir vitamindir. Dogal
olarak alfa, beta, gama, delta ve efa gibi gesitli gekilleri bulunmaktadir. Antioksidan
ozelligi en yiiksek olan tokoferol, alfa tokoferoldur. Yapisindaki fenolik hidroksil
grubuna sahip olan aromatik halka, aktif kismi olugturur ve molekiiliin antioksidan
ozelligi bu gruptan kaynaklanir (Akkus, 1995; Yalgin, 1998).

E vitamini, zincir kiric1 bir antioksidan olarak gorev yapar (Floyd, 1995). Lipid
peroksi radikalini (LOOQ. ) pargalayarak lipid peroksidasyon zincir reaksiyonunu

sonlandirr.

LOO. + a tokoferol-OH ———» LOOH + a tokoferol-O.

Sonug olarak olusan tokoferol radikali, yeni lipid peroksidasyonunu baglatacak
kadar reaktif degildir. Tokoferol radikali, glukoronik asit ile konjugasyona ugrayarak
safra yolu ile atilir. Tokoferoliin antioksidan etkisi, yiuksek oksijen

konsantrasyonlarinda da etkilidir.

Cok giiglii bir antioksidan olan E vitamini, membran yapisindaki doymamus

yag asitlerini (PUFA) serbest radikallerin etkisinden koruyarak ilk savunma hattim
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olugturur. Bir alfa tokoferol molekiila 100 molekil PUFA’nin peroksidasyonunu
engelleyebilir. E vitamini, okside olduktan sonra ve pargalanmadan 6nce askorbik

asit ve glutatyon tarafindan yeniden indirgenebilir (Akkus, 1995; Floyd, 1995).

E vitamini, deneysel olarak retinada olugturulan iskemi-reperfiizyonunda, lipid
peroksidasyon olugumunu azaltigi ve GSH miktaninin azalmasim engelledigi
deneyler ile gosterilmigtir (Aydemir, 2002; Celebi, 2000; Ekin,2002). Deneysel
olarak olugturulan beyin iskemisinde E vitaminin konsantrasyonunun azaldig,
reperfizyon da ise peroksidatif hasar1 onlemede yardimci oldugu gosterilmigtir
(Akkus, 1995).

2.5, Ekstraktlar1 Kullamilan Bitkiler

2.5.1. Trigonella foenum graecum

Fabaceae familyasinda bulunan 7rigonella foenum-graecum L. yurdumuzda ve
Akdeniz havzasinda yetigen tek yillik ve otsu bir bitkidir. Yurdumuzda, Hindistan’da
giiney Afrika’da ve Akdeniz tlkelerinde kiiltiirleri yapilmaktadir (Alhabori and
Raman, 1998). Yapraklan trifoliat, gicekler tek bagina, yapraklarin koltugunda ve
sar1 renklidir. Meyvesi yay gibi kivrik, uzun ve ug¢ tarafta sivrilmigtir. Tohumlan
prizmaya benzer musilaj ve ya§ tasir. Baharat kangiminda kullamldigr gibi
pastirmanin iizerini érten ¢gemen de bu tohumlarin tozu ile hazirlamr, igtah agicidir.
Bitkinin kuvvetli ve kalic1 bir kokusu vardir. Koku trigonellin alkoloidinden ileri
gelir (Tanker, Koyuncu ve ark, 1998). Trigonella bitkisinin diabette kan sekerini ve
kolesterol diisiiriicii etkisinin oldugu (Bordia, Verma ve Srivastava, 1997) ve kanda
lipid peroksidasyonunu engelledigi (Ravikumar ve Anuradha, 1999) deneylerle

gosterilmigtir.
1.5.2. Teucrium multicaule

Lamiacea familyasinda bulunan Teucrium multicaule Montbret & Aucher ex

Benth boyu 10-40 cm ¢igekler beyazims1 ve bir dal tizerine dizilmig, kok odunsu
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oldukg¢a saglam bir yapida bulunur. Tirkiye’de yayilig gosteren bu bitki halk

arasinda tedavi amagli kullamlmaktadir.
2.6. Lutein

Lutein ¢ok yaygin bir karotenoittir. Sebze ve meyvelerde bulunur ve insanlara
bu besinler yoluyla ulagir. Temel bir ksantofil olan lutein insan plazmasinda -
karoten kadar bol bulunur (Thurnham, 1994). Yapisal olarak B-karotene ¢ok benzer
fakat ek olarak molekiiliin tiim B-iyon halkalarinda hidroksil grubu bulunur. Bu
hidroksil grubu molekiiliin hidrofilik 6zeligini daha da artinr. B-karoten ile
karsilagtinildigt invitro galigmalarda, B-karotenden daha fazla antioksidan 6zelligi
oldugu gosterilmigtir (Chopra, 1993). Lutein, zeaxanthin ile birlikte makula bolgesi
pigmentini olugturur. Ayrica retinada da bulunur. Biyolojik aktivitesi ozellikle yasa
bagli makula dejerierasyonunda ortaya gtkar (Olmedilla, 2003). Lutein alim ile
makula dejenerasyonunu azalir. Normal insan serumunda lutein seviyesi 0.6-1.1
mmol/L arasinda degisir ve gorme fonksiyonlarina yararli etkileri vardir. Luteinin
dokular arasindaki dagilimi diger karotenoidler gibidir (Burri ve ark, 2004). Lutein
Gozde serbest radikal hasarina neden olabilen goriiniir mavi 15181 absorplayarak
gozde serbest radikal hasarim onleyen, oksitlenmig bir karotenoittir (Bone ve ark,
1997).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Deney Hayvanlan

Bu c¢alisma Harran Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bolimii
Biyoteknoloji laboratuarnda  gergeklestirilmistir. Denekler, TUBITAK Gen
Miihendisligi ve Biyoteknoloji Aragtirma Enstitiisti Transgen ve Deney Hayvanlan
iinitesinden temin edilen 150 gram aguwhginda pigmentli digi cins, Long evans tiri
51 adet saglikh sigandan olugmugtur. Denekler igin etik kurul onayr alinmustir.
Denekler 6 gruba ayrilarak her gruba standart hazirlik, anestezi ve cerrahi teknik
uygulanmustir. Her grup 8-9 denekten olugmusgtur.

3.2. Gruplar

1. Grup (Kontrol gurubu) : Bu grup 9 denekten oluymugtur. Bu gruba
herhangi bir iglem yapilmamis olup, sadece normal degerlerin saptanmasi

amaglanmugtir.

2. Grup (i-R) : Bu grup 9 denekten olusmustur. Bu gruba iskemi-reperfiizyon
yapildi ve plasebo olarak serum fizyolojik verilmistir. 90 dakikalik iskemiden sonra
yirmi dort saatlik reperflizyon gergeklestirilmigtir.

3. Grup (I-R + Vitamin E) : Bu grup 9 denekten olugmustur. Bu gruba, 90
dakikalik iskemiden sonra 24 saatlik reperfiizyon gergeklestirilmistir. Vitamin E
(alfa-tokoferol), iskemi baglamadan ii¢ saat once ve reperflizyonun altinci saatinde

800 IU/kg dozunda subkutan olarak uygulanmustir.

4. Grup (I-R+T. multicaule) : Bu grup 8 denekten olusmustur. Bu grupta
iskemi-reperfiizyon iglemi gerceklestirilmistir. Alkol (Etanol) ¢oziiniirliigiinde
hazirlanan Teucrium multicaule ekstrakti (5 mg/ml), iskemi baglamadan ii¢ saat 6nce
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ve reperflizyonun altinct saatinde 50 mg/kg dozunda intraperitonal olarak
uygulanmstir.

5. Grup (I-R + Lutein) : Bu grup 8 denekten olugmugstur. Bu grupta, 90
dakikalik iskemiden sonra 24 saatlik reperfiizyon gergeklestirilmigtir. Lutein (5
mg/ml), iskemi baglamadan ii¢ saat 6nce ve reperfiizyonun altinci saatinde 72 mg/kg

dozunda intraperitonal olarak uygulanm.

6. Grup (I-R + T. foenum-greacum) : Bu grup 8 denekten olugmugtur. Bu
grupta, 90 dakikalik iskemiden sonra 24 saatlik reperflizyon gergeklestirilmigtir.
Alkol ¢oziiniirligiinde hazirlanan Trigonella foenum-graecum ekstrakti (5 mg/ml),
iskemi baslamadan ii¢ saat 6nce ve reperfiizyonun altinci saatinde 50 mg/kg dozunda

intraperitonal olarak uygulanmgtir.
3.3. Bitki Ekstraksiyon Yontemi

Bitkiler Sanlurfa’da bulunana aktarlar dan satin ahnmgtir. Bitkiler teshis edilip
temizlendikten sonra 500 gr tartilmugtir. Teucrium multicaule bitkisinin tamami
kullamilirken Trigonella foenum-greacum bitkisinin tohumlan kullamlmustir. Tartilan
bitkiler porselen havanda iyice doviilerek toz hale getirildikten sonra 100 ml etanol
de 24 saat bekletilmigtir. 24 saat sonunda sizme islemi gergeklestirilmigtir. Elde
edilen stv1 kisim rotary evaporeyter cihazi yardimiyla etanol uzaklagtirilarak bitki
ekstraktlan elde edilmigtir. ‘

3.4. Anestezi Teknigi

Intramuskular olarak, 50 mg/kg ketamin hidroklorir (Ketalar, Eczacibagi
Tiirkiye) ve 5 mg/kg ksilazin hidroklorid (Rompon, Bayer, Tiirkiye) kombinasyonu
ile anestezi ve analjezi saglanmustir. Islem 6ncesi deneklerin kornealarina % 0,5° lik
proparakain hidroklorid damlatilmis olup, higbir denekte solunum ve kan basinci

destegi saglanmamugtir.
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3.5. Iskemi-Reperfiizyon Olusturulmas:

Biitiin deneklerin gozii biyokimyasal incelemeler igin kullamilmugtir. Denekler
yliziistii pozisyonda laboratuar masasina yatirlarak anestezi ve analjezi uygulandi.
Kontrol grubuna herhangi bir iglem yapilmamugtir. Plasebo, alfa tokoferol, lutein, 7.
foenum-greacum ve T. multicaule grubundaki deneklerde retinal iskemi olusturmak
amactyla, serum fizyolojik sisesine, ucunda insilin ignesi bulunan serum seti
takilmistir ve bu insiilin ignesi ile temporal limbustan 6n kameraya girilmistir. Goz
ici basmec1 150 mm Hg olacak gekilde serum gigesi 150 cm ylikseklife gikartilarak
tespit edildis ve bu yikseklikte 90 dakika sireyle tutulmustur. Iskeminin
baglamasiyla birlikte plasebo grubuna 1 ml serum fizyolojik subkutan olarak
verilmistir. 90 dakikalik iskemiden sonra serum sigesi gz seviyesine indirilerek, goz
i¢i basing normal seviyeye diisiiriilmiiy ve takiben igne on kameradan cekilmistir.
Denekler 24 saat siireyle reperfiizyon ortaminda bekletilmistir. Reperflizyonun
baslamasindan 6 saat sonra 3. gruba alfa tokoferol, 4. gruba Teucrium multicaule

ekstrakt, 5. gruba lutein, 6. gruba Trigonella foenum-graecum uygulanmigtir.
3.6. Retina Orneklerinin Hazirlanmasi

90 dakikalik iskemi ve takiben 24 saatlik reperflizyon ortaminda bekletilen
denekler daha sonra intrakardiyak olarak 50 mg/kg thiopental sodyum (Pentothal
Sodium, Abbot) ile Sldurikip gozleri entikle edilmigtir. Her gruptaki eniikle edilen
gozler incelenmeye alinmugtir.

Biyokimyasal incelemeler i¢in aliman gozler entiklasyon sonrasi siiratle buz
kab1 iizerine konup, bisturi yardimiyla pars plana bolgesinden ikiye ayrildi. Vitreus
dokusu uzaklastinldiktan sonra binokiiler mikroskop yardimiyla retina dokusu
koroidden ayrilmis. Ornekler hassas terazi ile tartildiktan sonra ependorf tiiplere

aktanlmig ve analiz edilinceye kadar - 80° C’ de bekletilmigtir.
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Biyokimyasal incelemeler

1. Doku ornekleri 1/9 oraninda Tris-EDTA- BHT (butil hidroksi toliien) (20
mM Tris pH: 7.4, 1 mM EDTA 5 mM BHT ) igerisinde ultrasonikator yardimiyla
buz ortaminda homojenize edilmistir.

2. Elde edilen homojenata esit oranda %18’lik TCA (Trikloroasetik asit) ilave
edildi. Vorteks ile kangtirlmugtir. Ardindan 20 dakika siireyle +4°C’de bekletilmistir.
Daha sonra mikrosantrifiyj yardimiyla 4000 rpm’de 15 dakika siireyle santrifiij
edilmigtir.

3. Siipernatantlar yeni bir tiipe aktarilarak GSH ve MDA analizleri yapilincaya
kadar -80° C’de bekletilmigtir.

3.7. MDA

Thiobarbiitirik asit reaktif maddeleri (TBARS) genellikle doymamig yag asit
peroksidasyonunun son triinii olan MDA ile tespit edilmektedir. Buna ilave olarak
DNA, protein ve karbonhidratlarin oksidatif hasarlari sirasinda da MDA
olugmaktadir (Jo, 1998).

3.7.1. Retina 6rneklerinde MDA analizi
1. Stok standardin hazirlanmasi

Birinci ¢ahyma solusyonu: 4.05 M konsantrasyonlu orijinal stok
tetraetoksipropan (TET, Sigma ) solisyonundan 24.7 pl almarak 10 ml suda

seyreltildi. Boylece 10 mM birinci galigma soliisyonu hazirlanmug oldu.

Ikinci calisma solusyonu : Birinci galisma soliisyonundan 10 pl alinp iizerine

990 ui saf su ilave edilerek 100 uM konsantrasyonlu TET hazirlanmg oldu.

Uciincii ¢aliyma solusyonu : fkinci galigma soliisyonundan 100 ul alnip

uizerine 900 pl saf su ilave edilerek 10 pM konsantrasyonlu TET hazirlandi.
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2.

Cizelge 3.1. MDA standart egrisinin hazirlanmast

3. Caligma Soltisyonu Saf su Konsantrasyon (nmol)
0 100 pl 0
10 pl 90 pl 1 nmol
20 ul 80 pl 2 nmol
40 pl 60 pl 4 nmol
80 ul 20 pl 8 nmol
100 pl 0 10 nmol

Omek ve standartlarin her birinden 100 ul alinarak tizerlerine sirastyla
agagidaki soliisyonlar ilave edilmistir.

o 8.1 SDIS..ooooooeeeee oo eee e s et r e eserenr e 20 pl

O.5MHC ...ttt et sttt 150 ul

%15’lik TCA iginde taze hazirlanmig 20 mM TBA..................c........ 150 ul

%95’lik etanol icinde ¢Ozinmily olan %7.22 BHT (Bitil hidroksi

EOMIEI). ..ottt Sul

3.

Kangimlar iyice vortekslendi. Omnekleri igeren ependorf tiipleri 90°C

ayarlanmmg sicak su banyosunda 15 dakika bekletildikten sonra musluk suyu altinda

sogutulmustur.
4. Orneklere 575 pl bitanol/piridin (9 ml/0.6 ml) ilave edildi. Iyice

karistinidiktan sonra 6000 rpm’de 15 dakika santriftij edilmistir.
5. Ust faz almp spektroflorometre (Jasco FP—6300) yardimiyla eksitasyon

520 nm ve emisyon 550 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 Ornek absorbanslari, standart egri

formillinde 6rnek olarak ifade edilen X yerine konularak gercek degerleri nmol

cinsinden tespit edilmistir.
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3.7.2. Retina orneklerinde glutatyon analizi (Obrosova, 1998)

1. Stok soliisyonu: 3.073 mg indirgenmiy GSH (Sigma) 10 pl saf suda
¢ozildi. Boylelikle 1 mM’lik stok soliisyon hazirlanmig oldu.
2. Calisma soliisyonu: Stok soliisyonundan 100 pl alindi. Buna 900 pl saf su

ilave edilerek 100 mM konsantrasyonlu ¢aligma soliisyonu hazirlanmig oldu.

Cizelge 3.2. GSH standart egrinin hazirlanmasi

Calisma soliisyonu Saf su Dider solusyonlar Konsantrasyon
100 uM
T 99 pl 900 wl 0.1 nmol
2l 98 ul 900 i 0.2 nmol
4l 96 pl 900 0.4 nmol
8 ul 92 ul 900 ul 0.8 nmol
16 ul 84 ul 900 pl 1.6 nmol
32 68 ul 900 ul 3.2nmol

3. Ornek ve standartlarin her birinden 100 pl alindi. Bunlara 890 pl GSH
soliisyonu (20mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH: 8.1) ve 10 pl oftaldialdehit (10 mg
Ophthaldialdehit/1 m! metanol) ilave edilmigtir.

4. Ornekler oda sicakliginda igiktan korunabilecek bir yerde reaksiyon olugmast
igin 6-7 dakika bekletildi. Daha sonra absorbans degerleri spektroflorometre
yardimiyla eksitasyon 345 nm emisyon 425 nm’de okunarak standartlardan elde
edilen egrideki formiile uygulanarak nmol cinsinden hesaplandi ve elde edilen

sonuglar 100 mg doku yag agirligina gore degerlendirilmigtir.

32



4, ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Mehmet Ziilfii YILDIZ

4, ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Omneklerde bulunan MDA ve GSH konsantrasyonlart spektroflorimetre
yardimiyla olgiildii. Olgiimler yapilmadan énce konsantrasyonlart bilinen standartlar
spektroflorimetre ile Olgillerek standart egri ve formiil elde edildi. GSH miktarin
saptamak i¢cin GSH ve ophthaldialdehitin olugturdugu renkli kompleksin kompleksin
spektroflorimetre ile absorbansinin dlgiilmesi prensibi kullamldi. Orneklerde okunan
absorbans degerleri formiildeki yerine konarak GSH miktarlar: belirlendi ve daha
sonra ortalama degerler hesaplandi. Gruplardan elde edilen ortalama degerler

agagidaki tablolarda verilmigtir,

GSH miktarlann degerlendirildiginde kontfol grubuna (36.4 nmol/100 mg
retina yag agirlik) en yakin degerin lutein grubunda (30.4 nmol/100 mg retina yas
agirlik) oldugu gorilmiigtiir. Buna gore luteinin grubundaki GSH miktar1 (30.4
nmol/100 mg retina yas agirhik), 7. multicaule *den (21.25 nmol/100 mg retina yas
agirlik), T. multicaule’nin, alfa tokoferol’dan (18.1 nmol/100 mg retina yas agirlik),
alfa tokoferol’'un 7. foenum-greacum’dan (15.98 nmol/100 mg retina yas agirlik)
daha yiiksek olarak bulunmustur.

4.1. Retinada GSH Olgiim Sonuglan

Cizelge 4.1.1. Kontrol grubunda GSH degerleri

Grup Konsantrasyon (nmol GSH/100 mg retina Ortalama deger+SD
Kontrol yag agirhid)

30.8

36.2

32.4

45.5 36.0419,64

353

31.2

384

38.52

OIOI~N|DIOCU M| WIN| =

36.04
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Cizelge 4.1.2. Iskemi-Reperfiizyon grubunda GSH degerleri

Grup Konsantrasyon {(nmol GSH/100 mg retina Ortalama deger+SD

I-R yas agirhgs)

1 13.6

2 12.7

3 15.4

4 10.8 12.8443,12
5 11.7

6 11.8

7 14.3

8 12.4

9 12.8

Cizelge 4.1.3. {-R+Vitamin-E (a-tokoferol) grubunda GSH degerleri

Grup IR + Konsantrasyon{nmol GSH/100 mg retina Ortalama deger+SD
Alfa yas agirliéh)
tokoferol

16.3

21.6

13.6

17.4 18.146,17

21.6

18.2

20.4

15.7

OO~ IOIN =

18.2

Cizelge 4.1.4. 1-R+T. multicaule grabunda GSH degerleri

Grup I-R+ | Konsantrasyon {nmol GSH/100 mg retina Ortalama deger
T. yas agirhgi)
multicaule
1 19.2
2 18.3
3 21.8
4 25.9 21.25+5,7
5 20.3
6 23.2
7 224
8 19.1

Cizelge 4.1.5. I-R+Lutein grubunda GSH degerleri

Grup i-R+ | Konsantrasyon (nmol GSH/100 mg retina Ortalama deger+SD
Lutein yas agirhd

30.8

39.1

27.7

24.0 30.4+11,3

35.3

29.2

32.4

R~ D{ON | —=

24.7

34




4, ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Mehmet Ziilfii YILDIZ

Cizelge 4.1.6. [-R+T. foenum-greacum grubunda GSH degerleri

Grup I-R + | Konsantrasyon (nmol GSH/100 mg retina Ortalama deger+SD
T. foenum- yas agirhg
greacum
1 10.8
2 21.6
3 15.4
4 13.6 15.98+7,5
5 18.5
6 16.3
7 18.1
8 13.5
Cizelge 4.1.7. Tiim gruplardaki GSH ortalama degerleri
GRUPLAR Ortalama Konsantrasyon degeri (nmol GSH/100 mg
retina yag agirhgi=SD
Kontrol 36.0419,62
[skemi-Reperfiizyon 12.84+3,12
[-R+alfa tokoferol 18.1046,17
-R+ T. multicaule 21.2515.7
[-R+ Lutein ‘ 30.40+11,3
1-R+ T. foenum-greacum 15.98+7,5

Cizelge 4.1.8. GSH standartlarindan elde edilen degerler ve kalibrasyon egrisi
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4.2. Retinada MDA Olgiim Sonuglan

Orneklerde bulunan MDA ve GSH konsantrasyonlar1 spektroflorimetre
yardimiyla olgildi. MDA miktannm saptanmas: igin, MDA ile Thiobarbutirik asit
reaksiyonu sonucu olugan renkli kompleksin spektroflorimetre ile absorbansinin
olgiilmesi prensibi kullamildi. Olgiimler yapiimadan dnce konsantrasyonlar bilinen
standartlar spektroflorimetre ile o6lgilerek standart egri ve formil elde edildi.
Orneklerde okunan absorbans degerleri formiildeki yerine konarak MDA miktarlari
belirlendi ve daha sonra ortalama deZerler hesaplandi. Gruplardan elde edilen

ortalama degerler agagidaki tablolarda verilmigtir.

Caligmamizda retina dokusunun MDA diizeyleri degerlendirildiginde; iskemi
olugturulan grupta MDA degerinin anlamlt bir gekilde arttigt goriilmektedir. Tiim
gruplarin lipid peroksidasyonunda iskemi grubuna goére koruma saptanirken, lutein
(8.83 nmol/100 mg retina yag agirlik) grubunun MDA degeri kontrol (8 nmol/100
mg retina yag agirlik) grubuna en yakin degere sahip oldugu goriiliir. Sonug olarak
luteinin (8.83 nmol/100 mg retina yas agirhk) 7. multicaule *den (15.13 nmol/100
mg retina yag agirhk), 7. multicaule’nin, T. foenum-greacum’dan (16.48 nmol/100
mg retina yag agirlik), 7. foenum-greacum’unda alfa tokoferol’dan (17.24 nmol/100
mg retina yas agirlik) daha iyi koruma sagladigi gorilmiigtiir,

Cizelge 4.2.1. Kontrol grubunda MDA degerleri

Grup Konsantrasyon (nmol MDA/100 mg retina Ortalama deger+SD
Kontrol yag agirhigi)

7.92

7.8

7.5

8.86

7.92 815,72

6.9

7.1

9.1

OO~ DWW [INj—

8.9
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Cizelge 4.2.2. Iskemi-Reperfiizyon grubunda MDA degerleri

Grup

Konsantrasyon (nmol MDA/100 mg retina
yag agirhin)

Ortalama deger+SD

24.86

. 17.8

28.68

20.54

24.57

20.6

24.2

19.6

wmwmmhww—x;

28.76

23.2919,7

Cizelge 4.2.3. I-R+Vitamin-E (a-tokoferol) grubunda MDA degerleri

Grup [-R +
Alfa
tokoferol

Konsantrasyon (nmol MDA/100 mg retina
yag agirhin)

Ortalama deger+SD

10.3

16.43

21.81

18.38

19.17

17.5

19.4

201

OO~ O] WINY | =

11.96

17.2418,7

Cizelge 4.2.4. I-R+T. multicaule grubunda MDA degerleri

Grup I-R +
T.
multicaule

Konsantrasyon (nmol MDA/100 mg retina
yas agwrhdn)

Ortalama deger+SD

16.43

15.06

12.61

16.43

14.3

16.2

12.4

DI D[N =

17.62

15.13+4,35

Cizelge 4.2.5. I-R+Lutein grubunda MDA degerleri

Grup I-R +
Lutein

Konsantrasyon (nmoi MDA/100 mg retina
yag agirhin)

Ortalama deger+SD

9

11.03

7.5

7.78

8.2

7.5

10.6

Q| ~NOINAIWIN|—

9.02

8.83+3,06
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Cizelge 4.2.6. I-R+T. foenum-greacum grubunda MDA degerleri

Grup l-R + | Konsantrasyon (nmol MDA/100 mg retina Ortalama deger+SD
T. foenum- yas afrhign)
greacum
1 21.91
2 14.27
3 11.53
4 19.17 16.48+7,92
5 15.5
6 13.4
7 17.3
8 18.74
Cizelge 4.2.7. Tiim gruplardaki MDA ortalama degerleri
GRUPLAR Ortalama Konsantrasyon degeri (nmol MDA/100 mg
retina yag agirhguSD
Kontrol 815,72
Iskemi-Reperfiizyon : 23.29+9,7
|-R+alfa tokoferol 17.24+8,7
I-R+ T. multicaule 15.1314,35
|-R+ Lutein 8.8313,06
I-R+ T. foenum-greacum 16.48+7,92

Cizelge 4.2.7. MDA standartlarindan elde edilen degerler ve kalibrasyon egrisi

absorbans

Retina MDA

0 0,2 0,4 0,6 0.8 1
konsantrasyon {(nmol)
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4.3. Uygulanan Istatistiksel Metot ve Analizler

Deneysel galiyma igin olusturulan kontrol, iskemi-reperfiuzyon, vitamin-E,
Teucrium, lutein ve Trigonella gruplarinda bulunan orneklerden elde edilen GSH ve
MDA degerleri SPSS programinda Mann — Whitney U testi, gruplar arasindaki
farkhiliklar ise Kruskal — Wallis testi kullanlarak degerlendirilmigtir. Elde edilen “p”
degerleri “0,05, 0,01 ve 0,001” sabitlerine gore degerlendirilerek anlamlilik dizeyleri
saptanmugtir. p<0,05 ise “karsilagtirilan gruplar arasinda anlamli bir fark vardir”,
p>0,05 ise “karsilagtirilan gruplar arasinda anlamli bir fark yoktur”, p<0,01 ise
“karsgilagtinilan gruplar arasinda ¢ok onemli farkhiliklar vardir”, p<0,001 ise
“kargilagtirilan gruplar arasinda ileri diizeyde 6nemli farkliliklar vardi” seklinde
ifade edilmektedir.

4.3.1. Glutatyonun istatistiksel analizi

e Gruplar arasinda anlamls farklihklar goriilmiistiir (p<0,05).

e Kontrol ile I-R gruplari arasinda ok onemli farkliliklar goriilmuistir
(p<0,01).

e Kontrol ile vitamin-E gruplan arasinda ¢ok Onemli farklilik gérilmiigtiir
(p<0,01)

o Kontrol ile Teucrium gruplanni arasinda anlamli farklihk gérilmiigtiir
(p<0,05).

e Kontrol ile lutein gruplan arasinda anlamli farklihk gorilmemigtir (p>0,05).

¢ Kontrol ile 7rigonella gruplari arasinda ¢ok onemli farklilik gorGlmistir
(p<0,01)

.

4.3.2, Malondialdehitin istatiksel analizi

o Gruplar arasinda anlamli farkliliklar gonilmistiir (p<0,05).
o Kontrol ile I-R gruplan arasinda gok onemli farkhiliklar gorilmistir

(p<0,01).
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¢ Kontrol ile vitamin-E gruplar ar;asmda ¢ok onemli farklilik gorilmistir
(p<0,01)

e Kontrol ile 7eucrium gruplann arasinda anlamli farklihk gorilmiigtir
(p<0,05).

e Kontrol ile lutein gruplari arasinda anlamli farklilik gérillmemistir (p>0,05).

o Kontrol ile Trigonella gruplar1 arasinda ¢ok 6nemli farklilik gorilmigtiir

(p<0,01)

4.4, Tartisma

Iskemi ve reperfiizyon sonucu dokuda meydana gelen hasar, bu hasarda serbest
oksijen radikallerinin roli ve antioksidanlarn  bu hasan gidermede etkileri
konusunda son yillarda bir gok arastirmalar yapilmistir. Insan retinasi, diabetik
retinopati, orak hiicre anemisi, glokom, prematiire retinopati ve retinal arter ve ven
tikamklig1 gibi durumlarda iskemi-reperfiizyon hasarina maruz kalmaktadir (Yoon,
1989). Iskemi siiresi arttikga doku hasarmin biyikligi de artar. Dokulara gore
farklilik gostermekle beraber iskeminin belirli bir siresine kadar doku, geri
doniigebilen doku hasari fazina, iskemi siiresi arttikga doku geri doniisiimsiiz doku
hasari fazina girer. Bu doku reperfiizyon edilse dahi doku hasari geri donmez
(Cotran, ve ark 1989). Retina igin bu siire 30-90 dk olarak kabul edilir (Aydemir,
2002; Yoneda, 2001). Dokuya tekrar oksijen desteginin saglanmasiyla sisteme
aniden agirt miktarda giren oksijen, serbest oksijen radikallerinin olusumuna neden
olur. Boylece doku hasari daha da artar (Bozkurt, 1997, Matsubara, 2000).
Reperflizyonla birlikte dokuya gelen l6kositlerin serbest radikal olusumuna neden
olarak oksidatif hasar1 arttirdig1 bilinmektedir. Lokosit toplanmasinin inhibe edildigi
bir caligmada hasarin azaltildig1 gosterilmistir (Matsubara ve ark. 2000).

Iskemi-reperfiizyon hasarindan sorumlu olan mekanizmalar; aspartat ve
glutamat gibi uyarici amino asitlerin agiga ¢ikmasi, enerjiye bagl tagima
sistemlerindeki bozulmalar, 6zellikle hiicre i¢i kalsiyum miktarinin artmasi, bunun
sonucu olarak kalsiyum tarafindan yiiritilen baz siireglerin baglamasi ve serbest

radikallerin olugmasidir (Cotran, ve ark.1989; Aydemir, 2002).
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Aydemir (2002)’in bildirdigine gore, serbest radikaller; membran lipitlerini
peroksidasyona ugratarak, hiicrede proteinlerin, karbohidratlarin, niikleik asitlerin
yapisin degistirerek, kalsiyum dengesini bozarak, aspartat ve glutamat gibi uyarici
amino asitleri uyararak doku hasarma yol agmaktadir. Iskemi reperfiizyon hasarin
azaltmak ve onlemek igin bir ¢ok farmakolojik ajanla degigik ¢aligmalar yapilmigtir
(Ishihara, 2000; Ekin 2002; Bozkurt 1997; Aydemir 2002; Yoneda, 2001). Muller ve
arkadaglarinin yaptig1 bir ¢aligmada, toksik etki yaparak noronlarin 6limiine neden
olan glutamatin, H,0, tarafindan geri emiliminin azaltildigr deneyler ile
gosterilmigtir (Muller, 1998). Yoneda ve arkadaglarmin yaptii bir ¢aligmada
interlokin 1 B’nin, sigan retinasinda olugturulan iskemi reperfiizyon hasarinda 6nemli
rol oynadigi, Interlokin 1 B antigonistleri ile iskemi hasarimin engellendigi
saptanmustir (Yoneda, 2001). Iskemi-reperfiizyon galigmalarinda, iskemi olusturmak
amaciyla genellikle goz i¢i basincin (GIB) artirilmasi veya retinal arterin baglanarak
kan akiminin durdurulmas: metotlar: kullanilmigtir. Kullanilan en giincel metot GIB
artinlarak sistolik basincin tlizerine ¢ikariimasi metodudur. Bu metot kolay
uygulanabilir ve reperfizyon evresinin kolaylikla baglatilabilir olmasi tercih
sebebidir. Bizde ¢aliymamizda retinal iskemiyi GIB arttirarak gergeklestirdik. GIB
sistolik basincin tizerine gikarilmasi ile hem koroidal hem de arteriyal kan akiminin

durdugu soylenmektedir.

Retinanin iskemiye olan toleransi bazi dokulara gore ¢ok fazladir. Bu farkin
nedeni retina ve vitreusun buyiik glikoz rezervine sahip olmasinin yanin da, uzun
siireli anaerobik glikoliz yapabilme yetenegine sahip olmasidir. Retina serbest
radikallerin olusturabilecegi hasara karst oldukga geligmis bir savunma sistemine
sahiptir. Retinada bol miktarda bulunana vitamin E, SOD, glutatyon perksidaz,
vitamin C ve glutatyon (GSH) retinay:1 oksidatif strese karsi korur. Bozkurt ve
arkadaglarinin tavsan retinasinda 60 dakika iskemi ve 24 saat reperfiizyon sonucunda
belirli patolojik degisiklikler gozlemlemiglerdir. Bu g¢aliymada katalaz ve SOD’in
birlikte intravendz olarak uygulandifi gurupta fotreseptdr dis segmentinin oldukga
iyi bir gekilde korundugu tespit edilmistir (Bozkurt, 1997). Iskemik kobay

retinalarinda vitamin E tirevlerinin etkisinin aragtirildigi bir ¢aligmada, vitamin E
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tirevlerinden a-tokoferoliin daha belirgin olarak lipid peroksidasyonunu engelledigi,
GSH miktart degerlendirildiginde a-tokoferolin ve TPGS gruplarinin anlamli
koruma sagladifi saptanmugtir (Celebi, 2001). Aydemir, vitamin E tiirevlerinin
MDA ve GSH degerleri yaninda histolojik incelemelerde bulunmusg ve vitamin E
tirevlerinin retina dokusunun i¢ tabakalarinda 6dem formasyonu dejenerasyonunu
azaltigini gostermigtir (Aydemir, 2002). Celebi ve arkadaglarini yaptigi bir
¢alismada melatonin, vitamin E ve ostreotidin, iskemi reperfiizyon olugturulmus
kobay retinasinda koruyucu etkisi arastirilmig ve melatonini vitamin E’den, vitamin
E’nin de ostreotidden daha etkili oldugu bulunmugtur (Celebi, 2001). Yoneda ve
arkadaglarinin yaptig1 bir diger caligmada antiepileptik bir ilag olarak kullamlan
topiramatin retinal iskemi modelinde ve retinal hiicre kultiriinde koruyucu etkisi
aragtirilmigtir. Ratlarda yapilan caligmada GIB 130 mm Hg’ya ¢ikarilmig ve 45 dk
iskemiden sonra 24 saatlik reperflizyon uygulanmigtir. Iskemi oncesi ve sonrast
topiramat uygulanmustir. Histolojik incelemelerde i¢ pleksiform tabakasinin kalinlig:
ve elektroretinogram a ve b dalgalari kullamipugtir.  Yapilan incelemelerde
topiramatin iskeminin neden oldugu ganglion hiicre tabakasi ve i¢ pleksiform
tabakasindaki incelmeyi engelleyerek kalinligint korudugu gosterilmistir. Ayni
¢aligmada yeni dogmus rat embriyolarindan hazirlanan retinal néron kultiri ve
saflastinlan ganglion hiicre kiiltiiriinde de topiramatin, toksisiteyi engelleyerek hiicre
Slimiini azalttif1 gosterilmistir (Yoneda, 2001). Iskemi hasarinin belirlenmesinde
retinal ganglion hiicrelerinin belirleyicisi olan Thy-1 proteini ve Thy-1 mRNA’ sim

belirleyerekten hasar tespiti yapilabilmektedir (Chidlow ve Osborne, 2002).

Szabo ve arkadaglar1 (2001), sigan retinasinda deneysel olarak 90 dakikalik
iskemi, 3 dakika ve 24 saatlik reperfiizyonlar olugturularak oksijen serbest
radikallerinin neden oldugu kapiller gegirgenlikteki artiga karsi koruyucu etkisi olan
kalsiyum debosilatin retinal 6demi giderici etkisini aragtirmiglardir. Bu ¢alismada
retina Na" konsantrasyonunun iskemi grubunda %51.8 oraninda, tedavi grubunda ise
%27.5 oraninda artti31, Ca** konsantrasyonunun iskemi grubunda %107. 1 oraninda,
tedavi grubunda ise %59.6 oraminda arttif saptanmigtir.  Ayrica kalsiyum
debosilatin, iskemi reperfiizyonun Na*-K*- ATPaz ve Ca"-Mg*-ATPaz iizerine olan

inhibe edici etkiyi azalttifim saptamiglardir. Iskemi-reperfiizyonda Na'-K'- ATPaz
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ve Ca"2-Mg*-ATPaz’1n inhibe olmast ve membran gecirgenlifinin artmasi sonucunda
retinal Na* ve Ca*™ konsantrasyonunda artis olmakta bunun sonucunda retinal 5dem
olusmaktadir. Yapilan galigmalarda i¢ pleksiform tabakasindaki kalinlik artigi,
iskemi reperflizyon sonras1 dokudaki iyon hemostazi ve membran biitiinliigiiniin lipid

peroksidasyonu ile bozulmasina baglanmstir,

Yapilan bir ¢aligmada sigan bobreklerinden elde edilen fibroblast kiiltiiriiniin
UV iginlarin1 neden oldugu oksidatif stres lizerine B-karoten, lutein ve astaxanthin’in
koruyucu etkileri aragtinlmig, oksidatif stres gostergesi olarak antioksidan enzimler
olan SOD ve katalaz aktiviteleri ve tiyobarbittrik asit reaktif maddeleri olgiilmiigtiir.
Kiilttirler 4 saat UV iginina maruz kaldiktan sonra SOD ve katalaz aktivitesi anlaml
bir sekilde diigmiiy ve tiyobarbitirik asit reaktif maddeleri anlamlhi bir gekilde
artmigtir. Deney sonunda astaxanthin en iyi sonucu vermekle beraber tiim gruplarin
oksidatif strese kargt koruma sagladigi goriilmiigtiir (O’Connor ve ark., 1998). Burri
ve Arkadaglarinin (2004) bildirdigine gore, makula bolgesinde yogunlagan lutein
molekiilii, makula fonksiyonlarini iglevinde ve gérme iglevlerinde zoruntu oldugu

ortaya ¢ikmustir.

Karotenoidlerin antioksidan 6zelliklerinin yaninda pro-oksidan olarak ta rol
oynadiklar1 gozlemlenmistir. Ornegin B-karoten igikta (Faria ve Mukai, 1983) ve
karanlikta (Suzuki ve ark, 1989) lipit peroksidasyonu siiresince pro-oksidan rol
oynadigi gosterilmigtir. Luteinin de igikta ve karanlikta yag asitleri tizerine pro-
oksidan aktivitesinin de oldugu gosterilmigtir (Haila, 1994). Misir yag asitlerinde ve
kurutulmug yiyeceklerde, karotenoidlerin sicaktan ve igiktan dolayr kararliliklarini
yitirdiklerinden dolay: pro-oksidan olarak gérev yaparlar (Subagio ve Morita, 2001).
Makular pigment olarak adlandirlan lutein ve zeaxanthin giinlik olarak
tilketilmelerindeki azalma, yasa bagli makula dejenerasyonu ile ilgili olabilecegi
soylenmigtir (Bone, 2000). Lutein ile birlikte diger karotenoid ve vitamin e karigimi
lipit peroksidasyonunu engellemede daha etkili oldugu gosterilmigtir (Stahl ve ark,
1998). Olmedilla ve arkadaglarinin (2003) yaptig1 bir ¢aligmada yasa bagh kataraktl
hastalarda lutein ve a-tokoferol denenmis ve lutein verilen grupta hastalarda

iyilesme gozlenirken a-tokoferol verilen hastalarda geliyme kaydedilmemigtir.

43



4. TIRMA BULGULARI ve TARTISMA Mehmet Ziilfii YIL.DIZ

Bazi bitkilerin halk tarafindan tedavi amagli kullanildigi bilinmektedir.
Teucrium multicaule ve Trigonella foenum-graecum tibbi amagli kullanilan
bitkilerdendir. Bu nedenle bu bitkilerin hangi hastaliklarda nekadar etkili olduklar
cesitli aragtiricilar tarafindan aragtirilmaktadir. 7rigonella foenum-graecum’ un tip 1
ve tip II diyabette kan glikoz seviyesini diigirdigi (Bordia, , Verma ve Srivastava,
1997, Sharma ve ark, 1990; Madar, ve ark, 1988; Abdel-Barry ve ark, 1997; Al-
Habori, Raman, 1998), kandaki lipid seviyesini (LDL, VLDL, trigliseritler vb.)
digirdigii (Bordia ve ark., 1997, Alarcon-Aguilaria ve ark., 1998), yapisinda
bulunan 4-hidroxyisoleucine etkisile insiiliin salgilanmasini arttirdig1 (Sauvaire ve
ark, 1998), kanda lipid peroksidasyon olusumunu engelledigi ve antioksidanlarin
miktanint arttirdi@i (Ravikumar ve Anuradha, 1999) yapilan deneyler sonucu
gOsterilmigtir. Bunun haricinde astim hastalarinda alerjiye neden olduéu (Patil,
Niphadkar ve Bapat, 1997) ve zirai amagl nematod miicadelesinde kullanilabilecegi

gosterilmigtir (Zia, Siddigui ve Hasnian, 2000).
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu ¢aligmada, lipid peroksidasyon iiriinii olan ve lipid peroksidasyonunun iyi
bir gostergesi olarak kabul edilen MDA analizi yapilarak lipid peroksidasyonu
indirekt olarak gosterilmigtir.  Caliyjmamuzda retina dokusunun MDA diizeyleri
degerlendirildiginde; iskemi olusturulan grupta MDA degerinin anlamli bir gekilde
arttigt gorilmektedir. Tim gruplarin lipid peroksidasyonunda iskemi grubuna gore
koruma saptamirken, lutein (8.83 nmol/100 mg retina yag agirhk) grubunun MDA
degeri kontrol (8 nmol/100 mg retina yas agulik) grubuna en yakin degere sahip
oldugu gorilir. Sonug olarak luteinin (8.83 nmol/100 mg retina yag agirlik) 7.
multicaule *den (15.13 nmol/100 mg retina yas agithk), 7. multicaule’nin, T. foenum-
greacum’dan (16.48 nmol/100 mg retina yag agirhik), 7. foenum-greacum’unda alfa
tokoferol’dan (17.24 nmol/100 mg retina yas agirhk) daha iyi koruma sagladigi

gorilmiigtiir,

GSH miktarlart degerlendirildiginde kontrol grubuna (36.4 nmol/100 mg retina
yas agrhik) en yakin degerin lutein grubunda (30.4 nmol/100 mg retina yas agirlik)
oldugu gorilmiigtiir. Buna gore luteinin grubundaki GSH miktan (30.4 nmol/100 mg
retina yag aguwhk), 7. multicaule ’den (21.25 nmol/100 mg retina yag agirlik), 7.
multicaule’nin, alfa tokoferol’dan (18.1 nmol/100 mg retina yag agirhk), alfa
tokoferol’un T. foenum-greacum’dan (15.98 nmol/100 mg retina yag agirlik) daha
yiiksek olarak bulunmustur.

Sonug olarak kullamlan antioksidanlarin peroksidasyon urinii olan MDA
olusumunu engelledigi ve bir antioksidan olan GSH miktarimi korudugu tespit
edilmigtir. Bu nedenle Vitamin E (alfa tokoferol) ve lutein maddelerinin iskemi
reperfiizyon hasanm Onlemede kullamlabilecegini Teucrim multicaule ve Trigonella
foenum-greacum bitkilerinde ise etken maddeler tespit edilerek ve saflagtirildiktan

sonra etkilerinin aragtirlmasimn gerektigini digiinmekteyiz.
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OZET

Hayvanlan (Long evans) TUBITAK Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji
Aragtirma Enstitisi  Transgen ve Deney Hayvanlari Unitesinden temin edildi.
Denekler alti gruba aynldi. 1. grup (Kontrol), 2. grup (I-R), 3. grup (I-R + alfa
tokoferol), 4. grup (I-R+ Teucrium multicaule), 5. grup (I-R + Lutein) ve 6. grup (I-
R +Trigonella foenum-greacum) olarak adlandinldi. Deneylerde hayvanlarin sag
gozleri kullanildi. Kontrol grubuna herhangi bir iglem yapilmadi. Her hayvanin sag
gbz 6n kamerasina, izotonik ¢ozelti iceren serum sigesine bagh insilin ignesi ile
girildi. Goz igi basinci 150 mm Hg olacak sekilde serum gigesi 150 cm yiikseklige
¢ikartilarak tespit edildi ve bu yiikseklikte 90 dakika siireyle tutuldu. 90 dakikalik
iskemiden sonra serum gigesi goz seviyesine indirilerek, g6z igi basing normal
seviyeye digiiriildii ve takiben igne 6n kameradan gekildi. Denekler 24 saat siireyle
reperfiizyon ortaminda bekletildi. Reperflizyonun altinci saatinde 3. gruba alfa
tokoferol, 4. gruba Teucrium multicaule bitkisinin ekstrakti, 5. gruba lutein, 6. gruba
Trigonella foenum-graecum tohumlanmn ekstarkti uyguland:. 24 saatlik
reperfizyon sonunda hayvanlar oldiirillerek gozleri eniikle edildi. Daha sonra retina
izole edilerek biyokimyasal analizler igin kullanildi. Biyokimyasal incelemelerde,
MDA ve GSH miktarlan 6lgiildii.

Bu deney sonucunda, tiim gruplarin lipid peroksidasyonunu, iskemi grubuna
gore korudugu saptanirken, lutein (8.83 nmol/100 mg retina yag afirlik) grubunun
MDA degeri kontrol (8 nmol/100 mg retina yag agirhk) grubuna en yakin degere
sahip oldugu goriitir. Buna gore, luteinin (8.83 nmol/100 mg retina yas agirhk) 7.
multicaule’ den (15.13 nmol/100 mg retina yas afirhk), 7. multicaule’ nin T.
Jfoenum-greacum’ dan (16.48 nmol/100 mg retina yag agirlik), 7. foenum-greacum 'un
da alfa tokoferol’dan (17.24 nmol/100 mg retina yas agirhk) daha iyi koruma
sagladigr gorilmiigtir. GSH miktarlan degerlendirildiginde kontrol grubuna (36.4
nmol/100 mg retina yag agirhk) en yakin degerin lutein grubunda (30.4 nmol/100 mg
retina yag agirlik) oldugu gorilmiistiir. Buna gore luteinin grubundaki GSH miktan
(30.4 nmol/100 mg retina yas agurhik), 7. multicaule’ den (21.25 nmol/100 mg retina
yas agihk), T. multicaule’nin alfa tokoferol’ dan (18.1 nmol/100 mg retina yas
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agirlik), alfa tokoferol” un T. foenum-greacum’ dan (15.98 nmol/100 mg retina yas
agirlk) daha yiiksek olarak bulunmugtur. Sonug olarak kullanilan antioksidanlarin

peroksidasyon uriinii olan MDA olusumunu engelledigi ve bir antioksidan olan GSH

miktarint korudugu tespit edilmigtir.
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SUMMARY

The animals (Long evans), purchased from TUBITAK Gen Enginnering and
Biyotecnology Research Enstitue Transgen and experiment animals eenter. Subject
were divided into six groups. These were named as group 1 (control), group 2 (I-R),
group 3 (I-R+ alfa tokoferol), group 4 (I-R+ Teucrium multicaule), group 5 (I-R+
Lutein), group 6 (I-R+ Trigonella foenum greacum). In the experiment, right eyes of
rats were used for ischemia-reperfusion. Control group was not put under any
process. The anterior camber of the right eye of each animals was cannulated with
insulin needle connected to a bottle containing normal saline. Retinal ischemia was
induced by raising the saline reservior to a height of 150 cm, thereby increasing the
intraocular pressure to 150 mmHg and this hight was waited for 90 munites at this
height. After retinal ischemia, reperfusion was performed for 24 hours. After 90
. munites ischemia, bottle containing normal saline was set down to eye level thereby
intraocular pressure reduced to normal level, and subsequently needle removed from
the anterior camber. Reperfusion was performed for 24 hours. On the sixth hour of
reperfusion, group 3, 4, 5, and 6 adminestered alfa tokoferol, ekstrakt of Teucrium
multicaule plant, lutein, and ekstrakt of Trigonella foenum-graccum seeds
respectively. At the end of reperfusion, animals were killed and eyes were enuclated.
Then retina isolated from eye and used to for biochemical analysis. MDA and GSH

level was assessed for biochemical analysis.

At the end of this experiment, all groups determined significiant protection
aganist formation of MDA when compared to I-R group while MDA level 6f lutein
(8.83 nmol/100 mg retina wet weight) group was observed as it had the closest level
to the control group. According to this, lutein (8.83 nmol/100 mg retina wet weight)
provides more protection than Teucrium multicaule (15.13 nmol/100 mg retina wet
weight), Trigonella foenum-greacum (16.48 nmol/100 mg retina wet weight), and
alfa tokoferol (17.24 nmol/100 mg retina wet weight). When quantity of GSH was
evaluated, it was observed that lutein group (30.4 nmol/100 mg retina wet weight)
had the closest level to the control group. According to this result, the quantity of

GSH in lutein group was found higher than Teucrium multicaule (21.25 nmol/100
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mg retina wet weight), alfa tokoferol (18.1 nmol/100 mg retina wet weight), and
Trigonella foenum-greacum (15.98 nmol/100 mg retina wet weight). As result
antioxidants which used to experimental prevent formation of peroxidation substrat

MDA and protect quantity of a antioxidant GSH.
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