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.GIRIS VE AMAG

Diabetes mellitus (DM) oldukga sik gérilen ve ciddi komplikasyonlarla
seyreden, multisistemik kronik bir hastaliktir. Dunya saglik érgltine gére DM
sikh§l %2-5 arasinda degismektedir. Ulkemizde bu hastaligin insidansi,
ortalama %2.97 olarak verilmektedir (1). Diabetik retinopati, ABD ve
ingiltere'de korilk nedenlerinin basinda gelir. Bu Ulkelerdeki kdérlak
nedenlerinin her yil yaklasik %10'nun sorumlusu diabetik retinopatidir (2).
Diabetik retinopati prevalansi insdline bagli diabette %40, buna karsihk
insuline badimli olmayan diabette %20 olarak tespit ediimistir (3). Degisik
toplumlarda %2-5 sikliginda gérulen diabetiklerin %50'sinde diabet
retinopatisi goértidugl bildirildidine goére dinyada 15-16 milyon diabet
retinopatili bulunmaktadir. Bu da konunun énemini acgiklayan diger bir dnemili
veridir (4).

DM, insulin yetmezlidi veya insulinin fonksiyonunun bozulmasina
sekonder hiperglisemi ile karekterize bir hastaliktir (5,6). Uzun dénemde
retinopati, nefropati, néropati gibi kronik komplikasyonlar ortaya c¢ikar (7).
Diabetik retinopati, retinal prekapiller arterioller, kapillerler ve venutlieri
etkileyen bir mikroanjiyopatidir. Mikroanjiopatinin geligiminde rol oynayan
mekanizmalar; kapiller basal membran kalinlagsmasi, non-enzimatik
glikozilasyon, artmus serbest radikal aktivitesi, poliol yolundaki metabalik
artig ve hemostatik anormaliklerdir. Hiperglisemi btlin bu olaylarda temel bir
rol oynamaktadir (8-13).

Nonenzimatik  glikolizasyon, otooksidatif glikolizasyon, enerji
metabolizmasindaki degisikliklerden kaynaklanan metabolik stres, sorbitol
yolu aktivitesi, inflamatuar mediatérierin dizeyleri ile antioksidan savunma
sistemindeki degisiklikler, hipoksi ve iskemik reperflizyon sonucu olusan
lokalize doku hasari diabsette oksidatif stresi artiran mekanizmalardir (6,11,.
13,14).

Lipid peroksidasyonun poliansature yaglarin oksidatif hasarinin bir

sonucu oldugu iyi bilinmektedir. Retinanin 6zellikle fotoreseptér tabakasi
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ylksek konsantrasyonda doymamis yag asitleri icerir. Retina ayni zamanda
yUksek oksijen igeren bir dokudur. Literatlrde asirt oksijenin, isigin,
radyasyonun lipit peroksidasyonunu baslatarak retinada hicresel
elemanlarin tahribine yol acgtigini gésteren caligmalar vardir. Diabette de
katarakt formasyonu ve diabetik retinopati ile lipit peroksidasyonu arasinda
iligki gdsterilmistir (15-19).

Pineal bezden sirkadiyan bir ritimde ve karanlikta salgilanan melatonin
hormonu vicudun diger kisimlarina zaman sinyalleri géndererek, ginin ve
yilin farkli zamanlarina bagh fizyolojik siklusun dizenlenmesinde gérev alir.
(20,21).

Son yillarda melatoninin en etkili antioksidan oldugu ileri strtimektedir.
Melatoninin’ glutatyona ve E vitaminine gére daha etkili bir antioksidan
oldugu bildiriimektedir. Melatonin gugit anticksidan etkisinin yanisira ayrica
noral” dokuda glutatyon peroksidaz aktivitesini de artirmaktadir. Beyin,
glutatyon aktivitesinin gece yiksek olmasi yUksek melatonin dizeyi ile
yakindan ilgilidir. (22-24).

Bu calisma, streptozosin ile diabet olusturulmus ratlarda retinada lipit
peroksidasyon dlzeyi Uzerine melatoninin antioksidan etkisini arastirmak
amactyla yapimistir.



II.GENEL BILGILER
A.DIABETES MELLITUS
A.1. Tanim

DM, pankreasin instlin salgisinin yetersizligi veya instlinin etkisinin
yetersizligi (insulin rezistansi) ile olusan, kronik seyirli, hiperglisemi ile
seyréden, en gdze carpict sekilde bozulan karbonhidrat metabolizmasi
olmakla birlikte, yag ve protein metabolizmasinda da bozukiukiar ile
karekterize bir endokrin ve metabolizma hastaligidir (25).

A.2.Siniflandirma

Gunumuizde yaygin kabul edilen siniflama, National Diabetes Data

Group'un Snerisi esas alinarak yapilan siniflamadir (26)(Tablo -1).

Tablo-1. Diabetin siniflandiriimasi

-Instifine bagimii DM (IDDM veya tip | diabetes
meillitus)

-instiline bagimit olmayan DM (NIDDM veya tip I
DM)

Non-obez DM

Obez DM

-Gestasyonel diabetes

-Oteki tipler

Pankreatik hastaliklar

Hormonal anormalikier

[lag yada kimyasal nedenierle olusan

instilin reseptér anormalikleri

Genetik sendromlar

Digerleri

-Glukoz toleransi bozuklugu

Bu siniflama diabetin en sik gértlen dért tipini icermektedir. insiline
bagdimli, instlinden bagimsiz, gestasyonel ve diger tip diabetler, achk
hiperglisemisi veya glukoz tolerans testinde artmis plazma glukoz dlzeyi ile
karekterizedirler (26).



A.2.1. Tip | DM (insiiline bagimh diabet: IDDM)

Bu tip, DM'un ¢ocuk ve geng adultlarda en sik rastlanan tipi olup, ttm
diabetikler iginde %5-10'luk bir oran olusturur. Genelde 40 yasindan dnce
paslar. 14 yas civarinda pik yapar. IDDM, sémptomlarm ani baglamast,
instlinopeni, yasami strdurebiimek igin instline bagimh olunmasi, ketozis
gelismeye egilimle karekterizedir. Sikiikila aduit yastan énce baslarsada,
herhangi bir yasta da ortaya cikabilir. Yag siniflandirma igin bir kriter olarak
kabul edilmemektedir (26).

A.2.2. Tip Il DM (insiline bagimli olmayan diabetes

mellitus: NIDDM).

Bu tip, DM'un en sik rastlanan tipi olup, diabet tanisi konmus vakalarin
%80-90'in1 olusturur. IDDM'tan farkit olarak, NIDDM'ta semptomiar daha
sinsi 'baglar ve yakin dénemde yasamin idamesi i¢in insdline bagimiilik
géstermezler. Uzun sireli asemptomatik periodu dolayisi ile, hastaligin
dnemli bir béliml gec teshis edilir. Asemptomatik periodu takiben, NIDDM
klasik diabet semptomatolojisi (polidipsi, politri, polifaji, pruritis, kilo kaybi)
ile baglar. Ancak uzun asemptomatik period slresince geligen
komplikasyoniar (retinopati, nefropati, néropati, aterosklerotik kalp hastali§i
vs.) da hastaligin baglangici ile beraber gézlenebilir. Bazi hastalarda
tesadtfen bulunan bir glukozlri veya hiperglisemi, NIDDM'u isaret eder.
Genelde orta yaslarda veya daha sonra baslar. Bazal durumda ketozis
gelismeye edilimli olmayip, siddetli metabolik stres altinda ketozié geligebilir.
NIDDM'lu hastalarin %3'Gnde [DDM tablosundaki gibi komplet insilin
yetmezligi geligebilir. Instline bagimhi olmama terimi, NIDDM'lu hastalarin
ketoasidoz gelismeyecedi ve kisa ddénemdeki strede insline bagimii
olmayacagi gercegine dayandirilir, fakat baz! hastalar glisemik kontrollast.
icin instlin alabilirler. NIDDM'lu hastalar yash olmaya meyilli olsalarda, Klinik
olarak herhangi bir yasta ortaya ¢ikabilir ve bu tipte de yas bir kriter olarak
kullantimamaktadir (11, 25,26).



A.3.Diabetin komplikasyonlan

instlinin  kesfi ve tedavide kullaniimasiyla akut metabolik
komplikasyonlardan dolay! 6lum ¢ok azalmistir. Yagsam sdresinin uzamasiyla
diabetin dejeneratif komplikasyonlan birinci derecede &6nemli konuma
gelmistir. Retinopati, nefropati ve néropati diabetin mikrovaskaler
komplikasyonlari olarak  tanimlanirken, hizlanmig ateroskleroz,
serebrovaskiiler olaylar, miyokard enfarktls(, periferik damar hastalikiarn
makrovaskuler komplikasyoniari olarak bilinir (7,27).

Diabette kronik dénemde olusan degisiklikler, vaskuler sistem, sinirler,
deri, gbz, bébrek olmak Uzere birgok sistemi etkiler. Diabetin vaskuler
komplikasyeniari, klasik olarak mikrovaskiler ve makrovaskiler olarak
baslica iki gurupta incelenir (7).

‘Mikrovaskuler komplikasyonlari: En klglUk damarlan, kapillerleri,
prekapiiler arteriolleri etkiler. Kapiller basal membran kafinlagmasi ile
karekterizedir. Retinada diabetik retinopati, bdbrekie diabetik nefropatiye yol
acarlar (7).

Makrovaskiler komplikasyonlari:  Diabette  blylk  damarlarin
etkilenmesi, temel olarak aterosklerozu hiziandinir. Diabetiklerde, myokard
infarktGsd, inme, periferik gangrenler artmigtir. Ateroskierozun hizlanmasida
etkisi oldugu dusinllen faktérler arasinda, damar duvarindaki yapisal
degisiklikler, trombositlerde, pihtilagma faktorierinde, eritrositlerde ve lipit
metabolizmasinda diabetin yol acti@i degisikliklerin rol oynayabilecegi

dusuntimektedir (7).

A.4. Diabet ve g6z
Diabet, sklera disinda g6zin tim dokularini etkileyen bir hastalktir.
Diabetin hem ekstraoktler hemde intraokiler bulgulari mevcuttur (28-31)
(Tablo-2).



Tablo-2. Diabetin okler bulgulari

Doku Bulgu

Eksraokiiler
Kapaklar Ksantelazma
Konjonktiva mikrosirkllatuar degisiklikier

Ekstraokuler kaslar lil. ve VI. sinir paralizileri
Orbita Mantar enfeksiyonlar

intraokiiler

Kornea Desme tabakasi kinsikiiklarn, Endotel polimegatizmi
iris Ektropion uvea

Rubeozis iridis

Pigment epitel vakualizasyonu

Lens Refraktive degisiklikler
Katarakt
Silier cisim Bazal membran kaliniasmasi

Vitreus Asteroid hiyalozis
Retina Retinopati
Lipemia retinalis
Optik sinir Optik atrofi,
iskemik optik néropati,
Diabetik papillopati

A.4.1, Diabetik retinopatinin sinflamasi
Klasik bilgilere gére diabetik retinopati (DR) dért evrede incelenebilir
(Tabio 3) (3).

Tablo -3 Diabetik retinopatinin siniflandiriimasi

1.Background diabetik retinopati (baglangi¢ evresi)

2.Preproliferatif diabetik retinopati (retinal neovaskularizasyondan
hemen &nceki devre)

3.Proliferatif diabetik retinopati (retinal neovaskularizasyon)

4 jleri diabetik g6z hastalid! (son dénem bulguiart; neovaskler glokom,
rubeozis iridis, vitreus kanamalari, epiretinal membran ve traksiyonel

retina dekoimani)




A.4.2. Diabetik Retinopati Geligmesindeki Risk Faktorleri

a- Diabetin suresi:

Diabetik retinopatinin en iyi belirleyicisi diabetin stresidir. 5 yii veya
daha az slreli IDDM'lu hastalarda diabetik retinopati tespit edilememistir.
Buna ragmen, hastaliklarinin slresi 5-10 yil arasinda olan IDDM'lu
hastalardan %27'si ve 10 yildan daha uzun sireyle diabetik olanlarin
%71'inde diabetik retinopati bulgular saptanmigtir. 30 yildan sonra ise,
insidans %90-9%'lere ulasmakta ve yaklasik %30'unda proliferatif diabetik
retinopati geligmektedir (2).

NIDDM basglamasindan 11-13 yil sonra background retinopati insidansi
%23 olarak, 16 yil ve daha sonrasi icin ise insidans %60 olarak
belirlenmistir. Proliferatif diabetik retinopati ise diabetin baglamasindan 11
yil ve sonrasinda, vakalarin yaklagik %3'Gnde gelismekiedir (2).

Wisconsin Epidemiologic Study grubunun, diabetik retinopatinin 10
yillik insidansini ve progresyonunu belirlemek icin yaptidi bir calismada;
insulin alan ve 30 yasindan énce diabet tanisi konmus, insulin alan ve 30
yas ve sonrasinda tani konmus, insulin almayan ve 30 yas ve sonrasinda
diabet tanisi konmus 3 grubu 4. ve 10. yillarda diabetik retinopati insidansi
ve retinopatinin progresyonu yéninden incelemislerdir. 10. yilda diabetik
retinopati insidansi, sirasiyla %89, %79, ve %67 olarak tespit edilmigtir.
Retinopatinin progresyonu’ ise, yine sirayla %76, %69, ve %53 olarak
belirlenmigtir. Proliferatif retinopatiye progresyon ise, yine sirasiyla %30,
%24, ve %10 olarak belirlenmig. Diabetik retinopatinin siddeti ve progresyon
riski, daha erken yasta baslayan diabette, daha uzun slreli diabette,
glikolize hemoglobin dederleri daha ylksek bireylerde, proteindrisi
olanlarda, yuksek diastolik kan basinci olanlarda, insiline bagimli DM'da ve
erkeklerde artmistir (32).



b- Hastanin yasi

DM'un suresi retinopatinin en énemli belirleyicisidir, ancak hastanin
puberte baglamadan oOnce gecirdi§i diabetik sUre bu sreye
eklenmemektedir (2). Tip | diabetli hastalarda puberteden 6nce kan-retina
bariyerinin saglam oldugu ve retinopati bulgusu izlenmedidi bildiriimektedir.
Puberteden 4 yil sonra ise retinopati insidansi %4 olarak belirlenmigtir (33).

c- Kan gekeri kontrol

Kan sekerinin siki kontrolinin, mikrovaskiler komplikasyonlari
engelledi§i veya en azindan geciktirdigine dair énemli oranda klinik ve
deneysel ¢calisma vardir (2).

Kan glukoz konsantrasyonu ylksek oldugunda, glukoz proteinlerin
amino gruplarina baglanir ve bu olaya glikolizasyon denir. Hemoglobin de
uzun sure yuksek konsantrasyonda glukoza maruz kaldiginda glikolize olur
olur ve bu hemoglobine glikozile hemoglobin (HgA:.) denir. Glikolize
homoglobin degerlerine bakilarak glisemik kontrol hakkinda fikir edinilebilir.
yaklasik 3 aylk bir metabolik kontrolu yansitir. Normal HgA,, dlzeyi %5'tir.
30 yagindan dnce tant konan ve HgA:. duzeyleri %13.5'den yUksek olan
bireylerde proliferatif retinopati gelisme riski HgA:. dlzeyi daha dustk
olanlara gére daha yUksek olarak veriimektedir.(2).

Ayrica uzun dénemde HgA:. dederi %7'nin altinda olanlarda ciddi
retinopati geligmesi ve fotokoagulasyona duyulan ihtiyacin anlamii sekilde
dustk oldugu bidiriimektedir. Retinopatinin geciktirilmesinde
normogliseminin gerekli oldugu belirtiimektedir (34).

Diabetik retinopatinin baglamasi ve progresyonunda glikolize
hemoglobin degerlerinin ylksek olmasi risk faktérudar. Progresyonu
hizlandirdigi gibi, regresyon sansini da azaltir (35).

The Diabetes Control And Complications Trial Research Group
(DCCT), 10 yilhk ¢alismasinda yogun insdiin tedavisi ile; ,
-retinopati gelisme riski, klasik tedaviye gére %76 azalmakta,

retinopatinin progresyonu ise %54 azaimaktadir



-proliferatif veya siddetli nonproiiferatif retinopati geligme sikligi %47
azaltmaktadir

Bunun vyaninda mikroalbumindri olusumunu %39, albumindri
olusumunu %54 azaltmaktadir. Ayni zamanda klinik néropati geligme
insidansi da %60 azalmaktadir.

Siki insUlin tedavisinin baslica énemii yan etkisi 2-3 kat artmig olan
hipoglisemidir (36).

DCCT'in bagka bir ¢alismasinda, diabetik retinopatinin progresyonunun
siki insdlin tedavisi alan grupta, klasik tedaviye gére 5 kat daha az oldudu
saptanmigtir. Ancak 6-12 aylik erken periyodda retinopatide hafif¢e
kétulesme izilenmesine radmen, zamanla bu etki dlUzelmistir. Progresyon
oldugu zaman ise, yine siki insulin tedavisi ile bulgularin duzelmesi en az iki
kat daha fazla bulunmustur (37).

Bagka bir ¢alismada, NIDDM'lu hasta gurubu rastgele, konvansiyonel
instlin tedavisi ve muitipil instlin enjeksiyonu alacak sekilde iki guruba
ayrilmistir. Altt yihin sonunda yogun insUlin tedavisi alan gurupta, diabetik
retinopati, nefropati ve néropatinin hem gelismesi hemde progresyonunda
azalma izlenmigtir. Bu calismada, DCCT'in ¢alismasindan farkii olarak
hipoglisemi komplikasyonu énemti bir problem olusturmamistir (38).

NIDDM'da ve IDDM'un her ikisinde de mikrovaskuler komplikasyonlarin
gelisim mekanizmas! benzer olup, hiperglisemi her ikisinde de temel roi
oynamaktadir (37).

Tam bu yapilan ¢aligmalarin 1gi§inda ve DCCT'in ¢aligmasindan sonra,
hipergliseminin diabetik retinopatinin gelisiminde ve progresyonunda énemli
bir rol oynadigi séylenebilir (13).

A.4.3. Sistemik risk faktorleri

a-Renal hastaliklar: Proteinlri, artmig kan Gresi (BUN) ve artmis
kreatinin ile karekterize olup, retinopati ile paraleilik gdsterir.
Mikroalbumintrili hastada bile kisa strede retinopati gelisme riski yUksektir.

Benzer sgekilde, semptomatik retinopatili hastalarin %35'inde, proteindri,
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artmig BUN, ve artmis kreatinin tespit edilir. Mikroalbumindri ve albuminGri
olanlarda proliferatif diabetik retinopati insidani artmistir (2).

b-Sistemik hipertansiyon; Sistemik hipertansiyon ile retinopati arasinda
anlamli bir korelasyon vardir. Sistolik kan basincinda artma diabetik
retinopatinin insidansini artirmaktadir. Diastolik kan basincinin artmasi ise
retinopatinin progresyonunda belirleyici bir faktérdur (39).

c-Gebelik; Retinopatisi olmayan bir kadin hamile kaldiktan sonra,
background diabetik retinopati (BDR) gelisme riski yaklagik %10 'dur. Ote
yandan, BDR'si olan bir gebe kadinda ise progresyon gdsterir. BDR'li gebe
kadinlarin yaklasik %4'Unde proliferatif retinopatiye (PDR) gidis izlenir.
BDR'li hastalar, PDR gelisimi yéninden en az her trimestirde kontrol
edilmelidirler. PDR'li hastalar gebe kaldiklarinda, proliferasyonun hizh
ilerlemesinden dolayl gérme kaybi riski ylksekiir. PDR'li gebeler aylik olarak
takip edilmelidirler. Bu tir vakalarda yodun panretinal fotokoagulasyon,
siklikla retinal neovaskilarizasyonun regresyonuna etkili olur. Gebelikten
6énce PDR igin panretinal fotokoagulasyonun yapilmasi en iyi yaklagim olup,
sayet gebelikten 6nce PDR'de regresyon saglanirsa gebelikte PDR'de
progresyon olmayacaktir (2,39).

d- Diger faktérier; Retinopatiyi kétllestirebilecek diger olasi sistemik
risk faktorleri, anemi ve sigara kullanmaktir (39).

A.4.4. Okiler Faktorier

a-Posterior vitreus dekolmani; Posterior hiyaloidin durumu retina
neovaskilarizasyonun gelisiminde énemli bir okuler belirleyicidir. Parsiyel
arka vitreus dekoimani siklikla proliferatif diabetik retinopatinin
progresyonuna katkida bulunur. Komplet arka vitreus dekoimani ise,
proliferatif diabetik retinopati gelisiminde koruyucu bir faktérdir. Cunka arka
hiyaloid, retinal neovaskularizasyonlarin gelisiminde bir iskelet gibi destek
gbrevi yaparak, olayin gelismesine katkida bulunur. Sadlam arka hyaloidde,

makuler édem riski artmaktadir (39).
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b-Katarakt cerrahisi; Katarakt cerrahisi hem diabetik makuler édemi
hem de proliferatif hastalidi alevlendirir. Arka kapsil desteginin bozuimasi,
iris neovaskillarizasyonunu ve neovaskiler glokom gelisimini hizlandir-
maktadir. Preoperatif olarak yodun sekilde laser uygulanmasi ile makuler
d6dem ve proliferatif hastalik kontrol edilirse gérme kaybi ve retinopatinin
kétulesme olasiligt azalir (39,40).

c-Diger koruyucu faktérler; Retinopatiyi kétllestiren veya riskini artiran
diger okuler faktorter, disik intraokiler basing ve artmis okuler perflzyon
basincidir. Myopi, retinal neovaskularizasyon gelisiminde koruyucu bir faktér
olarak kabul edilir (35,39-41).

A.4.5. Diabetik retinopati geligmesinde rol oynayan patolojik

mekanizmalar

Diabetik retinopati gelisiminde gergek mekanizma bilinmemekle birlikte
bircok teori ileri sGrlimektedir. Diabetik retinopatinin gelismesinde
hiperglisemi dnemli bir rol oynamaktadir. Komplikasyonlarin gelismesinde
bircok biyokimyasal yol (glukoz otooksidasyonu, poliol yolu, prostanoid
sentezi, protein glikozilasyonu) hiperglisemi ile yakindan iligkilidir. Tuam
bunlar serbest radikal olusumunu artiran olaylardir. Diabette, hiperglisemi ve
artmig oksidatif stres ile diabetik retinopati gelismesi araémdaki olasi
mekanizmalar gekilde gérllmektedir (sekil-1) (8,13,42-44).

Diabetik retinopati, bir mikroanjiopati olup, retinal prekapiller arterioller,
kapillerler ve ventileri etkiler. Buytk damarlari da tutabilir. Retinopatide hem
mikrovaskiiler oklizyon hemde sizinti vardir. Kronik hiperglisemi zemininde
kapiller kapanma ve vaskiler gegirgenlik artisi sorumliu tutulmaktadir
(8,13,30).

a-Kapiller kapanma: Basal membran kalinlagsmasi, kapiller endotelyal
hiicre hasari ve proliferasyonu, kirmizi kan hdcrelerindeki degisiklikler ve
sonugta oksijen transportunda bozulma ve artmig trombaosit agregasyon ve

yapiskanliginin kapiller kapanma da etkili oldugu disantlen faktérlerdir.
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Bunlar retinal kapiller non-perflzyon ve retinal iskemiye neden olarak
sonunda retinal hipoksiye yol acarlar (30).

Retinal hipoksinin baslica iki etkisi;

1- Arteriovendz santlar: Onemli oranda kapiller kapanma ile (drop-
out) birlikte olup, sonugta venul ve arteriollerde de kapanma geligir. Bunlarin
intraretinal yeni damarlari temsil edip etmedidi acik degildir. intraretinal
mikrovaskiler anomaliler (IRMA) olarak adlandiritir (30).

2-Neovaskiilarizasyon: Retinadaki hipoksik alanlardan salinan
'vasoformatif maddelerin' neovaskilarizasyona neden oldugu inanilmakta ve

retina, optik sinir bast ve irisde neovaskllarizasyon olugturdugu

dustntimektedir (30).
Glikolize | g
proteinler Glukoz aktivitesi
¢ l f Poliol yolu
Protein Redoks siklus
esmerlesmest: Sl
T
Lipit percksidasyon —~ P);A; i
l Protdogiikanla Fl'—:zk'torl‘\l.lll i Mikrotrombozis
ibrinolizis
| e T P

Kapiiler Bazal Endoteiyal . .
[membran kalintagmasi ——>@ Doku iskemisi

agregasyonuf

( MIKROANJIYOPATI )

!

Genetik, hormonal faktdrier, hemodinamik + hipertansiyon

Sekil-1. Mikroanjiyopati gelismesindeki biyokimyasal stregler. SRA; serbest
radikal aktivitesi.
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Hiperglisemi sonucu trombosit ve eritrositlerde agregasyon ve hucre
rijiditesi artisi, eritrositlerde 2,3 difosfogliseratin azalmasina bagh daha az
oksijen salinimi ve retina kapiller duvar kalinlagsmasi meydana gelmektedir.
Ayrica hiperglisemi ile artan bytme hormonu alfa 2 globulin, haptoglobuiin,
C-reaktif protein ve fibrinojen yikselmesine sebep olmakia ve bu yolla daha
viskéz hale gelen plazma, retina kan akiminin azalmasina ve hipoksiye
katkida bulunmaktadir (8,10,45).

b-Vaskiiler gegirgenlik;

Retina kapillerleri; endotel hdcreleri ve perisit (mural hicre)
icermektedir. Endotel hlcreleri arasindaki siki baglantilar ic kan-retina
bariyerini olusturmaktadir. Perisitier kapilerlerin etrafini sarmis olup, damar
duvarinin yapisal butlinlGdianden sorumludurlar. Normal saglikl bireylerde,
her perisite karsilik bir endotel hlcresi bulunmaktadir. Perisitler direkt temas
ve saldiklari blylme fakiérl (Transforming growth faktér B) ile en énemli
vaskiler endotel proliferasyon inhibitérudurler. Perisit kaybi veya kalinlasmis
bazal membrana bagli temas azalmasi ile diabetik retinopatinin en dnemli
vaskiler degisikliklerinden mikroanevrizmalar ve proliferasyoniar ortaya
ctkmaktadir. Diabetiklerde, perisit sayisinda bir azalma mevcuttur.
Perisitlerdeki bu azalma, kapiller duvarda distansiyona, i¢c kan-retina
bariyerinin bozulmasina, plazma igeriginin retinaya sizmasina yol acar.
Mikroanevrizmalar sakkuler bosluklar olup, lokal kapiller distansiyon sonucu
olugurlar. Bunlar sizintiya neden olduklari gibi tromboze de olmaktadiriar.
Vaskiler permeabilitenin artmasi sonucu ise hemoraji ve retinal 6dem olusur
(10, 30, 45).

Son yillarda, hiperglisemide devreye giren sorbitol yolu, aldoz rediktaz
enzimi ve metabolik sonuglar yakindan incelenmeye baslanmistir. Artan
sorbitol, hlcrelerde osmotik etki yaninda, hlicre membran sentezinde roll

olan myoinositoll azaltmakta, ayrica hiicre membraninda yer alan protein
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kinaz C ve Na-K-ATP'az gibi énemli enzimlerin aktivitelerini azaltmakta, bu
ise retinada &zellikle hassas olan perisitlerin kaybina yol agmaktadir (10,45).

Aldoz rediiktaz enzimi, sekerleri alkollerine gevirir. Ornegin, glukozu
sorbitole, daha sonra sorbitoll polyol dehidrogenase ile fruktoza cgevirir.
Galaktozu ise dulsitole cevirir. Sorbitol, dulsitol ve frukioz kolayca hicre
disina diffize olamaz ve intraselller kansantrasyonlari artar. Sonugda
osmotik etkiyle hicre igine su difflze olur ve elekirolit dengesi bozulur.
Aldoz redlktaz retinal perisitlerde yUksek konsantrasyonda buiunur ve bazi
aragtiricilar diabetik retinopatinin aldoz rediktaz'in aracilik ettiGi mekanizma
ile olustugunu ileri strmektedirler. Bu teoriyi destekleyen glglu bir kanit,
aldoz redikiaz inhibitérierinin kigik molekillerin permeabilitesini, kapiller
basal membran kalinligini ve perisit kaybini azalttidi gésteriimistir (2).

Hayvan calismalarinda aldoz rediktaz inhibitérlerinin (érnedin sorbinit)
mikroanjiopatiyi engelledigi gésteriimesine ragmen, insan c¢alismalarinda bu
etkisi saptanamamustir. Poliol yolunun daha c¢ok kullaniimasi NADPH'nin de
kullanimina, sonug olarak serbest radikal giderici antioksidanlari redlkte
hale getiren NADPH'nin azalmasina yol agacaktir. Sorbitol yolundaki artis ve
metabolik sonuglar sekilde gériimektedir (sekil-2) (10,45).

Protein kinaz; hiperglisemide kultir endotel hlcrelerinde seltler
protein kinaz C aktivitesinin artti§1 belirlenmistir. Protein kinaz C, hormonlar,
bayime faktérleri ve nérotransmiteriere sinyal transdiksiyonunda rol alir.
Buyime hizini, DNA sentezini, hormon reseptér turnoverini, vaskiler diz
kas hicre kontraksiyonunu modifiye edebilir. Hiperglisemiyle iligkili olarak
mikroanjiopati gelismesinde roli olabilir, fakat bu roliun agikhga
kavusturulmasina ihtiyag vardir (8).

Kapiller bazal membran (BM) kalinlagmasi, DR'nin en &énemii
patolojik bulgularindandir. BM'da yer alan heparan sulfat pek ¢ok protein
yaninda retinanin gesitli hiicrelerinden salinan ve endotel proliferasyonunu
indUkleyen bazik fibroblast bUyume fakiérini (bFGF) de bagiamaktadir.
DR'de kalinlasan BM'da heparan stifat miktarinin azaldi§i ve bu yolla
bFGF'ln etkisinin arttid! bidiriimektedir (8).
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aldoz sorbitol
Glukoz »sorbitol »fruktoz
rediiktaz dehidrogenaz

ozmotik etki ~ miyo-inozitol yolul

l

protein kinaz C|

l

Na-K-ATP'az |
Sekil 2. Sorbitol yolu

DR gelisiminde diger énemili bir faktér hiicre i¢i ve disi kritik proteinlerin
enzimatik olmayan glikozilasyonudur. Glukoz proteinlerde yer alan lizinin
epsilon amino grubuna baglanmakta ve amadori etkisiyle proteinler ¢apraz
baglar yaparak ileri glikozilasyon Grtnieri olan AGE (advaced glycation end
products) proteinlerini olugturmaktadir. Eder bu proteinler enzimatik yada
dier 6nemli bir biyolojik géreve sahiplerse, glikozilasyon ve c¢apraz
baglanma bu aktiviteyi degistirecektir, ancak proteinler ekstraselller
matriksin 6nemli komponenentleri iseler bu kez matriksin yapisi buyUk
oranda degigecektir (8,10,43-45).

AGE reseptérleri baglica makrofajlarda ve endotel hicrelerinde
bulunmaktadir. AGE'nin reseptérlerine baglanmasi, cesitli sitokinler, vaskuler
adezyon molekulleri, endotelin-l ve doku faktérierinin salinmasi veya
sentezini uyarirlar. Endotelin-l ve doku faktérleri koagulasyonun
baglamasinda dnemli bir yere sahiptirler. AGE ayni zamanda endotelyal

kékenli nitrik oksidi tahrip eder. Deneysel olarak, AGE formasyonu, halen
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Klinikk calismalarda kullanilan bir ajan olan aminoguanid ile
Onlenebiimektedir. Hayvanlarda, retinopati, nefropati ve néropatinin
dnlenmesinde etkili oldugu bildiriimektedir (11).

Diabette serbest radikal aktivitesi artigt lipit peroksidasyon
incelemelerine  dayaniarak ileri  srlimektedir. Diabetlilerde lipit
peroksidasyonun artti§i ve o6zellikle mikroanjiopati ile iligkili oldugu
bidiriimektedir. Hem serbest radikaller hem de onlarin lipit hidroperoksit
Grtnleri vaskller endotel hicrelerine direkt olarak sitotoksik olabilir. Lipit
hidroperoksitler siklooksijenaz ve prostoglandin sentezini uyarirken ayni
zamanda prostosikiin sentezini inhibe derier (5).

Endotelyal hiicreler ve hemostaz ile ilgili anomaliler: Endotel
hicrelerince Uretilen faktér VIl erken diabetik retinopatili hastalarda
artmistir. Bu durum mikrotrombus olusumunu kolaylastirir. Yine endotel
hicrelerince Uretilen prostosikiin glglu bir vazodilatatér olup, vaskuler
duvara trombosit adezyon ve agregasyonunu antagonize eder.
Calismalarda, hayvan modelinde vaskller duvardan ve diabetli hastalarin
sirkGlasyonundan prostosiklinin  azaldigi tespit edilmigtir. Plazminojen
aktivatdrl, plazminojeni plazmine c¢evirerek fibrinolizisi aktive eder.
Plazminojen aktivatérieri diabetlilerde duslk olarak bildiriimis (8).

Yukardaki anomaliler, diabetlilerde trombosit fonksiyonlarinin
bozuldugunu yansitir. Trombaksan A2 salinimi, vaskiler komplikasyonu olan
hastalarin trombositlerinde artmigtir. Bu ajan potent bir vazokonstrikidr olup,
trombosit agregasyonuna neden olur. Trombositler, serotonin ve platelet
derived growth factor (PDGF) gibi mikrosirkilasyondaki guglt
mediatdrlerinin de tagiyicisidiriar (8).

Endotelden Uretilen prostosiklin  Uretiminde azaima, fibrinolizis
aktivatérlerinin azalmasi, trombositreaktivitesinde artma ve faktér Vil
dretiminde artma, ve sonugta tim bunlarin kombinasyonu trombas egilimini
artiran faktdrlerdir. Bu mikrotrombus olusumuna, kiguk damarlarin
oklizyonuna ve klglk damarlarda kan akimindaki anomalilere katkida

bulunur (8).
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B.Serbest Radikaller

Serbest radikaller, bir veya daha ¢ok sayida eslesmemis elektron
iceren molekdllerdir. Bu tip maddeler, ortaklanmamis elektronlarindan dolayi
oldukea reaktiftirler. Ortaklanmamis elektron, genel olarak st kisma yazilan
bir nokta ile gdsterilir. Eslesmemis iki elektronu nedeniyle kararsiz yapida
olan molekuller, oksijenin redidkienmesi sonucu, slUperoksit anyonu (Q%),
hidrojen peroksit (H,0,), hidroksil radikali (OH.) ve singlet oksijen ('0.) gibi
serbest oksijen radikallerini olusturmaktadir (46-48).

Oksijenle yagayan tum canlilarda, normal metabolik iglemler sirasinda
serbest oksijen radikalleri kaginiimaz bir sekilde Uretilmekiedir. Bu nedenie
normal metabolizma sirasinda oksido-rediksiyon reaksiyonlarinin Urtnleri
olan serbest oksijen radikallerinin olugmasi biyolojik bir bozukiuk olarak
degerlendiriimemelidir. Serbest radikaller diger molekuilerie birleserek dig
yéringelerindeki elektron sayisini giftlestirmeye ve béylece kararli bilegiklere
dénismeye caligirlar. Ancak hiperoksi, inflamasyon, iskemi, radyasyon,
antibiyotik tedavisi gibi bazi hicre metabolizmasini etkileyen durumiarda
buyltk oranda Uretilen serbest oksijen radikalleri, membraniar, enzimler,
nikleik asitler ve polisakkaritler Uzerinde toksik etkiler yaparak cesitli doku
hasarlarina neden olmaktadiriar (49,50).

Biyolojik sistemierde serbest radikaller en fazla elektron transferi
sonucu meydana gelirler. Serbest radikaller pozitif yukit, negatif yukitu veya
elektriksel olarak nétral olabilirler. Organik veya inorganik molekiller
seklinde olabilirler. Cu®, Fe**, Mn* ve Mo® gibi gecis metallerinin de
ortaklanmamis elektronlart oldugu halde serbest radikal olarak kabul
edilmezler. Ancak, bu iyonlar reaksiyonlari katalize ettiklerinden dolay!

serbest radikal olugsumunda énemli rol oynarlar (48,50).

B.1. Serbest oksijen radikaileri ve reaktif oksijen tiirleri
Biyolojik sistemlerdeki en énemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir. Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar rolli olan

maddeler, oksijenin kendisi, slperoksid, hidrojen peroksid, gegis metallerinin
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iyonlari ve hidroksil radikalidir. Bunlardan ilk dérdundn gesitli reaksiyonlar:

ile sonuncusu meydana gelir (sekil-4) (46,48).

Oz——e-—'» o) S+2H” e+ e+Ht

5 —> HZOZ \ >OH‘———\
H,0

H,0

Sekil 3. Oksijen molekilindn suya indirgenmesi esnasinda serbest
radikallerin olugmasi

Oksijenin elektrontarinin iki tanesi eslesmemistir. Bu ylUzden oksijen
bazen bir 'diradikal' olarak da degerlendirilir. Oksijenin bu 6zelligi onun diger
sebest radikallerle kolayca reaksiyona girmesini saglar. Radikal olmayan
maddelerle ise daha yavasg reaksiyona girer. Oksijen en son suya indirgenir.
Bu arada, kismi rediksiyonlia ¢ok sayida yUksek derecede reaktif Grtnler de

olusabilirler (48).

B.1.1 Siiperoksit radikali

Hemen tim aerobik hlcrelerde oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi sonucu, serbest siperoksid radikal anyonu (O, ) meydana
gelir.

O, + e (Oz.‘

Slperoksid, bir serbest radikal olmakia birlikte kendisi direkt olarak asil
zarardan sorumiu degildir. Asii énemi, hidrojen peroksid kaynadi olmasi ve
gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir.

Iki stperoksit radikali birbiri ile etkileserek biri oksitlenirken digeri ise

indirgenir ve béylece H,O, ve O, meydana gelir.

20y T+ 2H" (Hzo 2+ Qs
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SUperoksit radikallerinin  ortamdan temizlendigi bu tepkimeye
dismutasyon tepkimesi denir. Bu spontan olabilece@i gibi, stperoksid

dismutaz enzim vasitasiyla katalize edilebilir (48,51,52).

B.1.2 Hidrojen peroksit
Molekuller oksijenin gevresindeki molekuilerden 2 elektron almasi veya
sUiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksid olusur. Peroksid moleklt
2 hidrojen molekdll ile birleserek hidrojen peroksid (H.O,) meydana getirir.
H.O, membranlardan kolayca gegebilen, uzun édmirld bir oksidandir.
O, + e-+ 2H'(H,0,
0, +2 e- + 2H'(H,0,

Ancak, biolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil Uretimi
stperoksidin dismutasyonu ile olur. iki stiperoksid molekuili iki proton alarak
hidrojen peroksid ve molekller oksijeni olustururlar. Reaksiyon sonucu
radikal clmayan Grunler meydana geldiginden bu bir dismutasyon reaksiyonu
olarak bilinir.

20, + 2H'(H20, +0,
Bu dismutasyon ya spontandir ya da stperoksid dismutaz enzimi
tarafindan katalizlenir.
Hidrojen peroksid bir serbest radikal olmadi§l halde, reaktif oksijen
tarleri icine girer ve serbest radikal biyokimyasinda énemli bir rol oynar.
Cunkl sUperoksid ile reaksiyona girerek, en reaktif ve zarar verici serbest

oksijen radikali olan hidroksil radikali olugturmak Gzere kolaylikla yikilabilir.
H,O4 + Oz.- (OH +OH+OH + 0O,

Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir, Haber-Weiss
reaksiyonu ya katalizér varliginda ya da katalizérsGz cereyan edebilir.
(48,50,51).
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B.1.3 Hidroksil radikali

Hidroksil radikali (OH), hidrojen peroksidin gegis metallerinin
varliginda indirgenmesiyle (Fenton reaksiyonu ile) meydana gelir. Suyun
yuksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda da

hidroksil radikali olusur.
H-O-H (H + OH’
Oksijen radikalleri icinde en reaktif olani, bu nedenle en toksik etkili
olani hidroksil radikalidir. OH’ radikali Gretildigi yerde hemen her molekuile

tepkimeye girebilir ve radikal tepkimelerini baglatabilir.Yarilanma &émurieri
¢cok kisadir (48).

B.1.4. Singlet Oksijen

Singlet Oksijen ('0,), ortaklanmamis elektronu olmadidi icin radikal
olmayan reaktif oksijen moleklludir. Serbest radikal reaksiyonlari sonucu
meydana geldidi gibi serbest radikal reaksiyonlarinin baslamasina da sebep
olur (48).

B.2. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikallerin organizmaya yararl oldukian baz! durumlar da
mevcuttur. Bunlar; fagositoz olayinda aktive nétrofillerden salinarak
bakterilerin etkisiz hale getiriimesi, hicre bOtinligunin korunmast,
mitokondriyal oksidasyon, hemogiobinin oksijen tagimasi, nonsiklooksijenaz
yoluyla prostoglandinierin olusumu ve DNA replikasyonu seklinde
bzetlenebilir (48).

Birgok fizyolojik reaksiyonda rol oynayan serbest radikaller, asiri
miktarda dretildiginde veya anticksidan savunma sistemleri yetersiz
kaldiginda biyomolekuiller ve doku komponentlerine zarar verirler. Serbest
radikaller, hacrenin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tim

énemli bilesiklerine etki ederler. Mitokondrideki aerobik solunum ve kapiller
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permeabiliteyi bozar, hlcrenin potasyum kaybini  ve trombosit

agregasyonunu artiririar (48).

B.2.1.Membran lipidlerine etkileri (Lipid peroksidasyonu)

Lipid peroksidasyonu; membranlarda bulunan kolesterol ve yag
asitlerinin doymamis baglarinin, serbest radikallerle reaksiyona girerek
peroksidasyon Urtnleri olan peroksitler, alkoller, aldehitler, yad asitleri, etan
ve pentan gibi Grunlere yikiimasidir. Lipid peroksidasyonu, baslangic,
ilerleme ve bitig reaksiyonlarini kapsamaktadir.

a-Baslamasi; Peroksidasyon, serbest radikallerin, poliansatire yag
asitlerinin yan zincirindeki alfa-metilen gruplarindan hidrojen atomunu
¢ikarmak icin yaptiklarn atakla baslar. Demir ve bakir gibi eslesmemis
elektronlara sahip olan gecis metal iyonlarinin varlidi, peroksidasyonun
baglamasi icin gereklidir.

Serbest radikal etkisiyle yad asidi zincirinden hidrojen atomunun

uzaklagmasi, yag asiti zincirinin radikal haline dénlsmesine neden
olmaktadir. Olusan bu lipit radikal (L"), dayaniksiz bir bilesik olup, molekul i¢i
cift bag aktariimasi sonucunda dien konjugatiarina dénasmektedir. Daha
sonra moleklller oksijenin katilimasi ile lipit peroksit (LOQO’) radikali
olugmaktadir.

RH —— R (Serbestradikal) R +LH (L'+RH

b-Yayilmasi: Bu peroksi radikali, di§er bir peroksi radikaliyle
birlegebilir ya da membran proteinleriyle etkilesebilir, fakat en énemlisi,
peroksi radikallerinin membrandaki komgu yan zincirlerden hidrojen
atomlarim ¢ikarabilmeleri ve peroksidatif zincir reaksiyonunu yaymalaridir.
Béylece, yan zincirden hidrojen atomunun ¢ikariimasi ile, her defasinda lipit
hidroperoksitleri - (LOOH) ve vyeni bir lipit radikali olugmaktadir.
Peroksidasyon, bir kere bagladiktan sonra, otokatalitik olarak yayilabilmekte
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(Kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerlemesi) ve

yUzlerce yag asit zinciri, lipit hidroperoksitlerine ¢evrilebilmektedir.

L +0, (LOO" LOO" +LH (LOOH +L°

LOOH+ Fe* (LOO" +OH +Fe™ (zincir dallanmasi)

c-Sonlanmasi: Lipit peroksidasyonu, lipit hidroperoksitlerin etan,
pentan gibi hidrokarbon gaziari ve ROH, ROOH, RCHO, ve RCOOH
gruplarini iceren kisa zincirli yad asitlerine déntismesi ile sona ermektedir
(50,53-56)

L +L (L-L
LOs + LOy (Karari! Grlnler
LO, +L. (LOOL

Lipit peroksidayonu ya toplayici reaksiyonlarla sonlandiriir ya da
otokatalitik yayiima reaksiyonlariyla devam eder. Lipit peroksidlerin
detoksifikasyonu sekilde gérulmektedir (Sekil-4) (55).

Membran yikim
$H oksidasyonu
Enzim inaktivasyonu
DNA hasan
NADH OKSIDASYONU
RH
l PENTOZ YOLU

ROOH s
R'—»ROZ Lipid
peroksit
Gl GI tyon
O
ROH GSSG

Sekil 4. Lipit peroksitlerin detoksifikasyonu.



Lipitlerden, aragidonik asit metabolizmasi sonucu serbest radikal
Uretimine 'enzimatik lipit peroksidasyonu’, diger radikallerin sebep oldugu
lipit peroksidasyonuna ise 'nonenzimatik lipit peroksidasyonu' adi verilir. Lipit
peroksitleri ve lipit peroksi radikalleri, serbest oksijen radikalleri gibi,
hicrenin birgcok komponentiyle reaksiyona girerek, membran permeabilitesini
ve mikrovizkositesini etkilemekte, hlcresel ve metabolik fonksiyoniar
(zerinde toksik etkiler géstermektedirler (55,56).

Peroksidasyon sonucu olusan yag asit hidroperoksidlerinin bagka bir
toksik etkiside arakidonik asit metabolizmasinda gorlimektedir.
Lipooksijenaz ve siklooksijenaz gibi, mikrozomal ve plazma membraniariyla
iliskili enzimierin substrati olan arakidonik asit; prostoglandin, prostosiklin,
tromboksan, lokotrien gibi biyolojik clarak aktif Grnlere cevrilmektedir.
Prostoglandin ve lokotrienlerin biyosentezinde ara bilesikler olarak ortaya
¢ikan hidroperoksitler, prostosiklin ve tromboksan sentezinden sorumiu
sentez enzimlerini, farkli feed-back mekanizmalaria inhibe etmektedirler.
Yiksek lipit peroksit seviyeleri, prostosiklin sentezini glg¢li sekilde inhibe
edeceginden arakidonik asit metabolizmas! tromboksan sentezine dogru
yeniden duzenienecektir. Bdylece nétrofil stimllasyonu, sUperoksit anyon
aretimi ve trombositlerin agregasyonu dizenlenebiimektedir (56-60).

Peroksidasyonda olusan malondialdehid, membran komponentlerinin
¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna sebep olur. Bu da deformasyon,
iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre ylizey bilesenlerinin agregasyonu
gibi intrinsik membran &zeliklerini degistirir. Bu etkiler, malondialdehidin

nigin mutajenik, genotoksik ve karsinojenik oldugunu agiklar (48).

B.2.2.Proteinlere etkileri

Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme dereceleri amino
asit kompozisyonuna badhdir. Doymamis bag ve suifur ihtiva eden
molekullerin serbest radikallerle reaktivitesi ylksek oldugundan triptofan,
tirozin, fenilalanin, histidin, metionin, sistein gibi amino asitlere sahip

proteinler serbest radikallerden kolaylikia etkilenirler. Ozellikie saifar
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radikalleri ve karbon merkezli radikaller meydana gelirler. Bu reaksiyonlar
sonucu proteinlerin ¢ boyutiu yapilan bozulur. Proteinlerde Kkirtlmalar,
¢capraz ba@lanmalar ve agregasyonlar olusabilir. Boéylece normal
fonksiyoniarint yerine getiremezier. Nitekim, serum proteinlerinde, kataraktli
lens proteinierinde ve inflamatuar ekiem hastaligt olan kisilerin sinoviyal
sivilarindaki IgG'lerinde serbest radikal hasar tespit edilmistir.

Hem proteinleri de serbest radikallerden énemli oranda zarar gérirler.

Ozellikle oksihemoglobinin O,  veya H,0, ile reaksiyonu methemoglobin

olugumuna sebep olur (48,57).

B.2.3. Niikleik asitler ve DNA'ya etkileri

iyonize edici radyayonia olusan serbest radikaller, DNA'y1 etkileyerek
hiicrede mutasyona ve O6lime yol acarlar. Sitotoksisite, blylk oranda,
nikleik asit baz modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikiiklerine veya
DNA'daki diger bozukiuklara baghdir. Serbest radikal etkisiyle DNA
zincirinde kopmalar, bazlarda ve deoksiribozlarda kiriimalar ve hasar olusur.
Sonugta mutajenaz, karsinojenaz, kromozomal degisimier, hiicre blyUumesi

ve farklilagsmasinda degisiklikier gérullr (48).

B.2.4. Karbonhidratlara etkileri

Serbest radikailerin karbonhidratlar Gzerine de énemii etkileri vardir.
Monosakkaridlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksid, percksidler ve
okzoaldehidler meydana gelirler.

Okzoaldehidler DNA, RNA ve proteinlere badlanabilme ve aralarinda
capraz baglar olusturma &zelliklerinden dolay! antimitotik etki gésterirfer.
Béylece, kanser ve yaslanma olaylarinda rol oynarlar. Poliansatire yag
asitleri ve karbonhidrat oksidasyonun bir Grind olan glioksal'in hicre
bélinmesini inhibe ettigi kaydedilmistir (48).

Bag dokusunun oénemli bir mukopolisakkaridi olan hyalltronik asid,
sinovyal sivida da bol bulunur. Enflamatuar eklem hastaliklarinda sinovyal

siviya ¢ok sayida polimorf hicreler gecerler ve muhtemelen imman
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komplekslerle aktivasyonlari sonucu ekstraseliler siviya H.0, ve Op

salgilarlar. Bu radikallerin in vitro hyaluronik asidi parcaladikiar
gosteriimigtir. GdzUn vitreus'unda da bol miktarda hyaltronik asit bulunur.
Bunun da oksidatif hasari katarakt olugumuna katkida bulunur (48).

B.2.5. Oksijen serbest radikallerinin patolojik etkileri

Oksijen serbest radikalleri ekstraseltler matriskte hyaluronik asit ve
kollajen yapisinda degisikliik meydana getirerek dokularda hasara neden
olabilirter. Membran yapisinda yer alan fosfolipidierdeki poliansatire yag
asitlerinin peroksidasyonu ile dogrudan hicrelere zarar vermektedirier.
Ayrica lizozim ve mitokondrileri ¢eviren zarlart yaralayarak, buniar
pargaladigi bilinmektedir. Dokularda, &zellikle mitokondrilerde isleyen
sitokrom oksidaz sisteminde, intraseltler  tetravalent oksijen
indirgenmesinden kurtulan az miktardaki oksijen (%1-2) univalent
rediksiyona ugrayarak sUperoksid radikali, hidrojen peroksid ve hidroksil
radikalleri olugmaktadir. Her sey dlzenii calisirken dlstk dlzeyde ortaya
¢tkan bu toksik maddeler hicrelerde Uretilen temizieyici enzimlerle etkisiz
kilinmaktadir. Buniarin Uretilmeleri organizmanin temizleme olanaklarini
astidinda dokuda yikim baslar. En sik karsilagilan olay endotel hicrelerinde
hasar sonucu artaya ¢ikan kapiller permeabilite artisidir (49).

Serbest radikaller, bu etkilerinden dolayr ¢ok ¢esitli hastaliklarin
patogenezinde énemli rol oynarlar. Diabet ve diabet komplikasyonlarinin
gelismesinde, koroner kalp hastalidi, hipertansiyon, psoriasis, romatoid
artrit, Behget hastah§i, cesitli deri, kas, géz hastaliklari, kanser ve yaslilik
gibi bircok hastalikta serbest radikal Gretiminin artti§i ve antioksidan
savunma sistemlerinin yetersiz oldugu gésterilmigtir. Ancak, bu hastaliklarin
godunda serbest radikallerin hastaligin sebebi mi yoksa bir sonucu mu

olarak meydana geldikleri tam olarak bilinmemektedir (48,49).
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B.3. iskemi /Reperfiizyon

iskemi sirasinda yuksek enerjili fosfat iceren ATP'nin (Adenozin
trifosfat: ATP) yikimi sonucu hipoksantin ve ksantin gibi ptrin metabolitleri
birikirken, bir én enzim olan ksantin dehidrogenaz ksantin oksidaza cevrilir.
Reperfizyon sirasinda sisteme aniden ve ¢ok miktarda oksijen dahil olur.
Sisteme giren O, parinleri ¢ok suratli bir sekilde okside ederek Urat ve
sUperoksit anyonu olusumuna neden olur. Olugan superoksit anyonu
endotelde demir ile katalize edilen reaksiyonlar ile toksisitesi ylksek
hidroksil radikali Gretimine neden olur (sekil-5) (56).

ATP
AMP
iskemi Adenozin Ksantin
l Dehidrogenaz
inozine l
l Ksantin Oksidaz
Hipoksantin / \: Ksantin
Oz N Oz- -_— HzOz
Fe** l MPOl
Reperfiizyon
oH HOCI

Sekil 5. iskemik dokuda reperfiizyonu takiben stperoksit radikallerinin
ortaya ¢ikmasi. MPO:Myeloperoksidaz.

B.4. Antioksidan savunma mekanizmalan
Reaktif oksijen turlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi

hasart énlemek igin vicutta bir gok savunma mekanizmasi gelismisgtir. Bunlar
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"antioksidan éavunma sistemleri’ veya kisaca 'antioksidaniar' olarak bilinir.
Memeli hicrelerde oksidan UrGnlere karst korunma U¢ prensip icinde
gercekiesmektedir.

1-Olugan radikallerin detoksifikasyonu

2-Radikal reaksiyonlarinin sona erdirilmesi

3-Radikal olugumunun sinirlandirimasi

Antioksidanlar endojen (dogal) kaynakii ve eksojen (ilag) kaynakii
antioksidanlar olmak Uzere baglica iki ana gruba ayrilabildigi gibi serbest
radikalin meydana gelisini &nleyenler ve mevcut olanlan etkisiz hale
getirenler seklinde de ikiye ayrilabilirler. Ayrica enzim ve enzim oimayaniar
seklinde de siniflandiniabilirter. HGcrenin hem sivi hem de membran

kisimlarinda bulunabilirier (48,61).

B.4.1.Endojen (Dogal) antioksidanlar

[-Enzimier

-Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi
-Superoksid dismutaz

-Katalaz

-Glutatyon peroksidaz
-Glutatyon-S-transferaz
-Hidroperoksidaz

lI-Enzim olmayanlar

a-Lipid fazda bulunaniar

-a-tokoferol (Evitamini)

-B-karoten

b-Sivi fazda bulunanlar (hicre sitozolinde veya kan plazmasinda

bulunaniar)

Askorbik asid, melatonin, Urat, sistein, seruloplazmin, transferin,

laktoferin, myoglobin, hemogiobin, ferritin, metionin, albumin,
billirubin, glutatyon

B.4.2. Eksojen antioksidanliar (ilaglar)

- Ksantin oksidaz inhibitérleri:

Tungsten, allopurinol, oksipurinol, folik asit, pterin aldehid

-NADPH Oksidaz inhibitérieri:
Adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri, non-steroid
antiinflamatuar ilaglar, difenilin iyodinyum

-Rekombinant SUperokid dismutaz
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-Troloks-C: E vitamini anaiogu

- Endojen antiocksidan aktiviteyi artiran maddeler: Glutatyon peroksidaz
aktivitesini artiranlar; ebselen, asetilsistein

-Diger nonenzimatik serbest radikal toplayicilari: Mannitol, albumin

-Demir redoks dénglsUntn inhibitérieri: Desferoksamin, sertloplazmin

-Nétrofil adezyon inhibitérleri

-Sitokinier: TNF(tUmér nekrozis faktdr) ve interlékin-1

-Barbituratlar

-Demir selatdrieri

B.5.Antioksidanlann Etki Mekanizmalan

Antioksidanlar 4 yol ile etkilerini gerceklestirirler:
1-Toplayici etki (Scavenging)

2-Bastirict etki (Quencher)

3-Onarici etki (Repairing)

4-Zincir kirict etki (Chain breaking)

Serbest radikalleri etkileyerek onlan tutma veya daha zayif yeni bir
moiekule cevirme islemine toplayici etki denmektedir.

Serbest radikallerle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltan veya inaktif sekle dénusttren olaya bastirici etki adi verilir.

Serbest radikalleri kendine baglayarak (hemogiobin gibi) zincirferini
kirip fonksiyonlarint engelleyecek etkive zincir kirici etki denmektedir
(48,61,62).

C. Diabet ve Serbest Radikaller

Oksidatif stres, diabet ve diabetin daha sonraki kompiikasyonlarinin
patogenezinde Snemli bir rol oynar. Nonenzimatik glikolizasyon, otooksidatif
glikolizasyon, enerji metabolizmasindaki degisikliklerden kaynaklanan
metabolik stres, sorbitol yolu aktivitesi, inflamatuar mediyatérierin diuzeyleri
ile antioksidan savunma sistemindeki degisiklikler, hipoksi ve iskemik
reperflizyon hasari sonucu olugan lokalize doku hasari, diabette oksidatif
stresi artiran mekanizmalardir. Diabette hipergliseminin olusturdugu oksidatif
stres ve diabetik komplikasyonlar arasindaki iligki gekilde gérlimektedir
(sekil-B6) (6,44).
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Sekil-6 Hipergliseminin olusturdugu oksidatif stres ve diabetik
komplikasyonlar arasindaki iligkiler
(LDL: Dusuk dansititeli lipoprotein, NO: Nitrik oksit)

Diabetli kisilerde plazma ve doku lipid peroksidasyon GrUnierinin ayni
yastaki saglikli kisilerden daha ylksek oldugu, retinopatili NIDDM'IG
hastalarda da lipid peroksidasyon UrUnierinde artis oldugu saptanmistir
(5,6,13).

Diabette plazma gegis metallerinin (bakir, demir) konsantrasyonlari

artmaktadir. Gegis metallerinin diabetin olugumuyla ilgili oldugu ileri
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strdimistlr. Bunun yaninda diabetik bireylerde plazma glutatyon, askorbik
asid, Urik asid ve vitamin E gibi bircok antioksidanin dizeyinde azalma
olmaktadir (5).

Diabet kontrol ve komplikasyon calismasi (DCCT), kronik
hipergliseminin diabetin ge¢ dénemdeki vaskuler komplikasyonlarda énemili
bir etmen oldugunun belirlenmesinden sonra, bu konu {zerinde uzun
dénemde devam eden tartigsmalara bir agiklik getirmistir, fakat hangi
mekanizma ile bu komplikasyonlarin gelistigi hala agik degildir (13,36,37).

Diabette, kétl glisemik kontroliin vaskiler hasarda rol oynamasinda
olasi birgok mekanizma ileri strliimektedir. Hiperglisemi ayni zamanda LDL
(dustk dansiteli lipopreotein) oksidasyonunu artirir. Diabetik bireylerin
LDL'lerinin nondiabetiklere gére daha fazla glikolizasyon ve oksidasyona
egilimli olduklari gésterilmistir. Okside LDL'lerin, makrofaj transformasyonu
ve dlz kas htcrelerinin kdépluk hocrelerine dénlsmesine yolagabilir.
Hiperglisemi ayni zamanda koagulasyonun tim asamalarinda olmak tzere,
trombin olusumu ve inhibisyonunda, fibrinolizis, trombosit ve endotel
fonksiyonlarinda degisikliklere yol agabiiir. Trombozisin myokard infarktls(
ve aterogenezisin hizlanmasinda katkist vardir. Son olarak, AGE
proteinlerinin mikro-makro vaskuler komplikasyoniarin patogenezinde énemli
rol oldugu gdésteriimigtir. Kollajenle birlesik AGE'nin, IDDM‘lu hastalarda
Klinik diabetik mikroanjiyopatiden 6nce tespit edilebilecedi saptanmistir (13).

Karboksimetillenmig lizin (CML) dizeyi, diabetiklerin deri kollajeninde
diabetik olmayanlardan iki kat daha ylksektir ve retinopati ve nefropati
varligt ile pozitif korelasyon gésterir. Kollajende CML. ve pentozidin birikimi,
hem okside olabilen bir substratin birikimini (diabette ve yaslanmada
amadori Qrindn birikmesi gibi) hem de oksidasyonu katalizleyebilir formdaki
gecis metali dlizeyindeki artigi gdsterir (13,42).

Glukoz aliminin insdlinden badimsiz oldudu, retina, lens, bébrek ve
periferik sinirlerde, artmis glukoza sekonder olarak aldoz rediktaz ve
sorbitol dehidrogenaz aktivitelerinin artisindan dolayi intraseltiler sorbitol ve

fruktoz dizeyleri artar. Bu iki enzim, poliol yolunu olusturur. Poliol yolunda
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artmis olan subtrat, yalnizca selller sorbitol ve fruktoz dlzeyini artirmaz,
ayni zamanda NADPH/NAD+ oranin! azaltir ve sitozolik NADH/NAD+ oranini
artirir. Aldoz rediktaz He hiicre depolarinda NADPH''n azalmasi, diger
NADPH gerektiren enzimlerin aktivitelerini de inhibe eder (13).

Glukozun akut artisinin, dodal antioksidan savunma mekanizmalarini
da baskiladi§ini gésteren caligmalar vardir. Glutatyon peroksidaz, askorbik
asid ve sUlifidril gruplarinin aktivitelerinin azaimas: proteinlerin oksidatif
hasarini 2-4 kat artirdidi, diabetiklerin lens ve vitreuslarinda tespit edilmistir
(13).

Pentozidin, pentoz, arginin ve lizinden olusan ylksek derecede
floresans bir bilegiktir. Pentozidin yasla arttii gibi, diabette daha da artar.
Ancak organizmada yine de ¢ok dlsik miktarlarda bulunur. Bu dusitk
miktarlarina ragmen, diabetik hastalarda deri kollajen pentozidini retinopati
ve nefropatinin varligi ile pozitif korelasyon gésterir ve lensdeki nontriptofan

floresansin yaklasik %40'n:t olusturur (5).

D. G6z Ve Serbest Radikaller

Géz, asin miktarda serbest radikal etkisine maruz kalan bir organdir.
Cunkad, retina oksijenden zengindir ve buyak miktarlarda doymamis yag asidi
icerir. Retina pigment epiteli (RPE) hicreleri strekli olarak her gln birgok
fotoreseptdér dis segmentini degrade ve fagosite etmektedir. RPE,
lokalizasyonu, fotik reaksiyonlar ve koriokapillaristen diffize olan yUksek
parsiyel oksijen (PO,) seviyesi ve buradaki yliksek metabolik aktivite sonucu
serbest radikal Gretimi ve bunlarin etkisine maruz kalma riski artmaktadyr.
Yaglanma ile birlikte artan oranda ultraviyole 1g1ginin tesirinde de kalir (16-
19).

Goéz, bu radikallerin etkisine yatkin oldugu gibi yeterli miktarda
antioksidan savunma sistemlerine de sahiptir. Gb6zde ylksek
konsantrasyonlarda antioksidan enzimler, serbest radikal tutucular ve
stUperoksid Uretimi inhibitérleri bulunur. SGperoksid dismutaz, glutatyon

peroksidaz, katalaz gibi enzimierle, askorbat, karotenoidler, vitamin E gibi
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antioksidanlar gézde yllksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Lensde,
katalaz, stperoksid dismutaz, glutatyon peroksidaz, vitamin E ve askorbik
asid mevcut olup oksidatif hasardan koruyucudurlar (16,19,62-65).

Omurgalilarin retinalari diger caniilarinkinden miligram bagina 5-10 kat
daha fazla oksijen tuketirler. Bu yGzden, retina gibi 1s1§a duyarli maddelerin
oksijenie etkilesimi sonucu singlet oksijen meydana gelir. Yine redikleyici
maddelerin retinada fotosensitizasyonu sonucu gézde serbest radikal {retimi
artar. Retina, i1sigin hem fotoreseptdrier ve retina pigment epitelyumu
Uzerine olan direkt etkileri hemde bunun sonucu olusan termal hasar ve
buna eslik eden inflamasyondan dolayi, 1sigin zararh etkilerine maruz kaiir.
Cunku, retinada H,O, Ureten fotosensitize edici ajanlar ile serbest
radikallerden oldukga etkilenen poliansatiire yad asidleri fazla miktarda
bulunuriar (16,48,63).

Cesitli okuler hastaliklarda ve patolojilerde, reperflizyon hasari,
kataraki, fotik hasar, retinal dejenerasyon, Gveit, retrolental fibroplazide
serbest radikallerin rolt oldugu gésterilmistir (17,18,64-70).

Yiksek oranda oksijene maruz kalan tavsanlarin retinalarinda lipid
peroksidasyonun artti§i ve elektroretinogramiarinin da subnormai oldugu
tespit edilmistir (22). Prematlrlerde de hiperbarik oksijene maruz kalma
retinal dejenerasyon meydana gelir. Canli hicreler bu oksidatif ataklara
karst bir cok savunma mekanizmalar: gelistirmistir. Ancak prematirierde bu
savunma mekanizmalar yetersiz kalmaktadir (69).

Baska bir c¢alismada, 1si§a maruz birakilimis kurbaga retinasinda
serbest radikallerin arttidi ve bunun 1s1§in degdisik degdisik dalga boylarinda
da gelistigi saptanmigtir. Lipid peroksidasyondan baslica fotoreseptér hiicre
membraniarinin sorumiu oldugu, fakat rodopsinin de sensisitize edici bir
rolindn olabilecegi kanaatine varmiglar (17).

Ratlarda iskemi ve reperfizyon badimii retimal hasarn arastiran bir
caligmada ise iskgminin suresi ile orantili histolejik degisiklikler izlenmigtir.

80 dakikalik bir iskemiden sonra reperflizyon sonucu retinada ileri derecede
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ddem ve nétrofil ve I8kosit infitrasyonu gérlimastir. Bu calismada ratlara
sUperoksid dismutaz ve ginkgo biloba ekstresi tedavi amach verilmis ve her
iki antioksidanin da belirgin sekilde retinal ddemi ve I6kosit infiltrasyonunu
azalttigi géralmusttr (70).

Yasa bagli makila dejenerasyonunda da serbest radikallerin rol
oynayabilecedi dustnulmektedir. insan RPE hicrelerinde katalaz
aktivitesinin yasgla birlikte ve maklla dejenerasyonu olan olgularda
istatistiksel olarak énemii oranda azldigi1 gésterilmilgtir. Bu azalis, katalaz
geni ekspresyonunda azalma ile, inaktif katalaz komplekslerinin azaimasi ile
veya demir, ¢inko, bakir gibi gerekli katyonlarin eksikligi ile agiklanmakiadir.
Vitamin E, C, karotenid, selenyum, ¢inko ve oksidatif streste rol oynayan bir
¢cok antioksidan vitamin, mineral ve enzimin faydali etkisi olabilir. Birgok
hayvan caligmasinda, ylksek antioksidan diet ile besienen hayvaniarin,
antioksidan dietten yoksun olan hayvaniara gére daha az retinal
dejenerasyon gelistirdidi gosterilmigtir. Bagka bir calismada da, yasla birlikte
okller dokularda bazi antioksidaniarin azaldigi ve bazi ndtrisyonlarin ilavesi
ile bunlarin aktivitelerinin tekrar stimule oldugu gésterilmistir. Bunlara
ragmen vitaminlerin yasa bagli makula dejenerasyonundan koruduguna dair
henliz bir géris birligi yoktur. Ancak, alfa tokoferol, plazma askorbik asid ve
beta karotenoidlerin koruyucu oldugunu bildiren calismalar vardir (16,71,72).

Gozde serbest radikallerin etkili oldugu diger bir durum ise kataraktir.
Serbest radikal Greten ajanlar ki ultraviyole, X 1gini, hiperbarik oksijen ve
fotosensitif kimyasallar kataraktojenik olarak tanimianmaktadir. Yine yapilan
calismalar sonucunda senil katarak olusumunda lipid peroksidasyon sorumiu
tutuimus ve vitreusa lipid peroksidasyon drUnleri verilerek Kkatarakt
olusturulmustur. (65,65).

H.O. dlzeyleri kataraktli lenslerde artmigtir. Organ kultarinde, H20,
duzeyi artinidiginda katarakt gelistigi bilinmektedir. Olusan kataraktaki
protein hasari, senil katarakttaki protein degisikliklerine benzerdir (64,73,74).

Organ kultGrande, H,0,'in Na/K pompasini bozdugu ve ATP hidrolizine
ve iyon translokasyonuna neden oldugu gézlenmistir (64).
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H,O2nun eliminasyonunda en etkili yol enzimatik yoldur. Son
zamanlarda, dlstk moleklller agirhklh glutatyon peroksidaz'a benzer
maddeler gelistirilmistir. Yapilan calismalarda, H,O, ortamina birakilan
lensierin ortamina bu sentetik glutatyon peroksidaz verilmesinin katarakti
engelledigi tespit edilmistir (64,65).

Antioksidanlar deneysel katarakt olusumunu engelledikleri gibi lipid
peroksidasyonu ve okside protein miktarini da azaltirlar. Kataraktin tim
tiplerinin en carpict ortak &zellikleri, redukte glutatyon konsantrasyonunun
dlUstk olmasidir (48).

Yine bir serbest radikal giderici olan Ginkgo biloba ektresinin Gveitte
artmis retina lipid peroksidasyonu azalthigi ve Gveitte dismis glutatyon

peroksidaz degerlerini artirdigi saptanmigtir (67).

E. Melatonin

ilk defa Aaron Lerner tarafindan 1958'de pineal bezden salgtianan
melatoninin yapisinin ortaya konulmasiyla, bu bezin fonksiyonlarinin
anlasiimasinda 6nemli bir adim atiimistir. Pineal bezin, son 50 yildaki
calismalar sonucunda yapt ve fonksiyonlari daha iyi anlasiimaya
baglanmistir (75).

E.1. Pineal bez

Insan pineal bezi diensefalondan 3. ventriklle dodru uzanir ve
mezensefalonun slperior kollikuluslari arasindaki c¢ukurluga vyerlesmis
durumdadir. Genellikle beynin orta hatti Gzerinde ve 1-2 mm i¢ kisminda yer
almaktadir. Bu merkezi konumundan dolayi, pineal bez beynin orta sagital
dizleminin radyolojik bir belirleyicisi olarak da kullanilir. Yaklagik 50-200 mg
agirliginda olup, birbirlerinden bagd dokusu septumu ile ayrilan hicre
lobullerinden ibarettir. Pinealosit ve néroglia olmak Gzere iki tip hlicre igerir.
Yasa bagl olarak degisen derecelerde kalsifikasyon gésterir. Radyolojik

olarak, kalsifikasyonun belirlenmesi pinealin postpubertel dénemde



oldugunun i$éreti olarak kabul edilmektedir. Pineal bez kalsifikasyona
ragmen hayat boyu aktivasyonunu strdarar (21,75,76).

Pineal bez dnemli derecede kanlanma gésteren bir dokudur. Kan
akimi, 4 mi/dak/gr'iik degeri ile bébreklerden sonra ikinci sirada gelmektedir
(21).

Pineal bezin endokrin fonksiyonunu devam ettirebiimesi, buylk él¢lde
sinirsel inervasyona baglidir. Bundan dolayidir ki, bir néroendokrin organ
olarak kabul edilmektedir. Gézler aracilidi ile aydinlik ve karaniikla ilgili uyari
alan pineal bez melatonin saigilanmasini dizenlemektedir. Genel olarak
is1k, melatonin yapimini azaltir, karanilk ise artirir. Bu sebeple, melatonin
karanlik hormonu olarak da isimlendirilmektedir. Isik uyaranlari, retinanin ‘
fotoreseptérierinde sinirsel bir mesaja doénusturtllr ve daha sonra
retinohipotalamik traktusu olugturan gangliyon hicre aksonlarn ile
hipotalamusa nakledilir. Optik kiazma dlzeyinde bu lifler, klasik optik
sistemden ayrilir ve anterior hipotalamusun suprakiazmatik cekirdeklerinde
sonlanir. Burada sinaps olusturduktan sonra lifler, hipotalamusun
paraventriktler c¢ekirdeklerine giderler. Sinir impluslari daha sonra, Ust
torakal omurilik bdélgesinde intermediolateral kordon iginde tasinir. Bu
pregangliyonik néronlarin aksonlari, omurilikten ayrilir ve sempatik zincirde
yukar dogru ilerleyerek sUperior servikal gangliyondaki postsinaptik
noéronlar ile sinaps yaparlar. Postgangliyonik adrenerjik lifler, nevraksa
girerek pineal bezde sonlaniriar. Pineal bez, superior servikal gangliyonlarin
yaklagik %4'0 tarafindan innerve edilir ve sinir lifleri beze internal karotid
sinir ile ulasirlar. insanda, servikal omurilik kesilmesi durumunda kanda
melatonin ritmi ortadan kalkmaktadir (Sekil-7) (20,21,75,76).

Pineal bezin sekresyonlari: Pineal bez biyolojik aminleri (Norepinefrin,
serotonin, histamin, melatonin ve diger ilgili indolaminler; dopamin ve
oktopamin) ve peptidleri (LHRH (lGteinizan hormonu serbestlestirici hormon),
TRH (Thyrotropin-releasing hormone), somatostatin, oksitosin analodu
vazotosin) sekrete eder. Pineal bez ayrica inhibitér bir nérotransmiter olan

GABA, epifizin ismli bir protein ile nérofizine benzer bir protein igerir. Ayrica,
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heniiz karakterize edilmemis peptidlerin pinealin gonodotropin inhibitér

etkilerine aracilik ettigi dusuntimektedir (20,75,77).

Pineal bezi

/
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Sekil 7 Géz ve pineal bez arasindaki sinirsel baglantilar. SCN:
Suprakiazmatik nikleus
E.2. Melatonin biyosentezi ve metabolizmasi
Pineal bezden salgilanan baglica hormon olan melatonin bir indol tUrevidir.
indolamin sentezi pinealositlerde meydana gelmektedir. Melatonin sentezi
icin 6ncelikle triptofan aminoasidinin dolagimdan hiicre igine alinmasi
gerekmektedir. Triptofan, triptofan 5-hidroksilaz enzimi tarafindan 5-
hidroksitriptofana (5HTP), 5HTP ise aromatik amino asid dekarboksilaz
(Dopa dekarboksilaz) aracilidiyla serotonine (5-hidroksitriptamin, SHT)
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dénustaralor.  Serotonin, serotonin  N-asetiltransferaz  (NAT) ile N-
asetilserotonine ve son olarak N-asetilserotonin  hidroksiindol-O-
metiltransferaz (HIOMT) enzimi tarafindan melatonine déntstartiar (Sekil-8)
(21,75,76).

Reting Pinedlocyte

AMP acids Serotonin

odenyiate pmteinf*NATl
= 9 [\cyclase synthests Y

ATP N-acetyiserotonin
HIOMT

Suprachiasmatic
nucleus

Upper thoracic L' :
Cord

Melatonin

Intraceilulor
actions 7

--—~c-

Intermedioiateral
ceil column

Sekil 8 Melatonin sentezinin dizenlenmesi (Arendt J. Melatonin and the

mammalian pineal gland. London. Chapman Hall, 1995'den alinmistir).

Melatonin yapimi, adrenerjik kontrol altindadir. Karanlikta, pineal bezde
melatonin sentezinin artmasi bez igindedeki postgangliyonik sinir uglarindan
norepinefrin (NE) salgilanmasi ile mumkin olmaktadir. NE, pinealosit
membraninda baglica B1 reseptérieri (zerine etki ederek cAMP yapimini

artirmak suretiyle NAT ve dolayisiyla melatonin sentezini hizlandirmaktadir.

37



Pinealositlerde o-1 reseptérieri mevcut olup, pineal fonksiyonun
dlzenlenmesinde B-uyarimi artirict bir rol Ustlenir. Serotoninin melatonine
doéndstiraimesinde rol oynayan NAT ve HIOMT enzim aktivitelerinin insan
pineal bezinde gece daha ylksek oldugu belirlenmisti. NATin ritmik
aktivitesini dlUzenleyen ritmik transkripsiyon mekanizmasinin da varligi
ortaya konulmustur (21,75).

Son bir kag yil iginde, pinealin melatoninin yapimindan sorumlu baglica
organ oldugu goérlsa tartisiimaya baglanmistir. Bunun baglica nedeni, diffliz
néroendokrin sistemin bir kismi olarak kabul edilen APUD (amine precursor
uptake and decarboxilation) hicrelerinde melatoninin dnemli miktarda
bulundugunun  belirlenmesidir.  Gastrointestinal  kanalda  bulunan
enterokromofin (EC) hucrelerinin, vicutta melatoninin baglica yapim yeri
oldugu gérasa ileri surlmektedir. Melatonin ayrica, retina, hava vyollari,
karaciger, bébrek, adrenal bezler, timus, tiroid, plasenta, ve endometriumda
diffiz néroendokrin sisitemin hlcrelerinde, mast hicreleri gibi néroendokrin
karekterde olmayan hucrelerde ve dogal éldartct hicreler (natural killer) ile
eozinofilik 16kositlerde de belirlenmistir (75,78).

Melatonin baglica karacierde ve ikinci derecede de bdébreklerde
metabolize olur. Idrardaki baglica metaboliti 6-silfatoksimelatonin'dir.
Melatonin prekurséri olan N-asetilserotonin de ayni zamanda bir melatonin
metabolitidir (21,75).

E.3.Melatoninin fizyolojik fonksiyonlan ve rol oynadig: durumlar

1-Sirkadiyen periyosite ve organizasyonun saglanmasi

2-Amfibalarda, striingenlerde ve memelilerde Greme siklusunun

fotoperiyodik regilasyonu

3-Uyku-uyaniklik siklusunun saglanmasi

4- Uyku siklusunun kaymasi (Jet-lL.ag)

5-Kis uykusu ve senkronizasyon

6-Mevsimsel affektif bozukluklar

7-Hipotalamik-pituiter aksin modulasyonu

8-Pituiter-adrenal aksin modulasyon
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9-Pituiter-tiroid aksin modUlasyonu
10-Puberte-antigonadal aktivite, fertilite, hamilelik
11-Menapoz

12-Yaslanma-antiaging hormon, juvenil hormon
13-Hipereksitabilite durumu ve epilepsiler

14- Platelet agregasyonu

15-Strese cevap ve genel adaptasyon-antistres hormonu
16-Analjezik etki

17-Otonom fonksiyonlarin dizenlenmesi

18-Sizofreni

19-Susama ve elektrolit dengesi

20-Vicut agirhginin reglasyonu

21-Normal kan basincinin saglanmasi-antihipertansif ?
22-Termoregilasyon-hipertermik

23-immin mekanizmalarin moddlasyonu
24-Antimitotik aktivite ve maligniteye etkisi

25-Hucre ¢ogalmast

26-Antioksidan etkisi (75,79).

Melatoninin salgilanmasi karanlik ile baslar, aydinlik ile sona erer.
Salgilanmasi genellikle 21.00-22.00 saatleri arasinda baslar, maksimum
konsantrasyonu 02.00-04.00 arasinda gézlenir ve saat 07.00-09.00 arasinda
ise giderek azalir. Melatoninin gun i¢i sirkadiyan sekildeki salinimi sekilde
gérulmektedir (Sekil-8). Yetiskinlerde plazmadaki ortalama maksimum
dluzeyleri 50-70 pg/ml'dir. insanda 1000-2500 luks'lik 1sik melatoninin
salgilanmasinda azalmaya yol agmaktadir.

Melatoninin kandaki konsantrasyonu yasa bagl olarak da
degismektedir. Sekiz yas civarinda kanda maksimum dlzeye ulasir ve
puberte ddneminde belirgin bir azalma gésterir. Kan melatonin dlzeyi
puberteden sonra surekli bir azalma gésterir. (21,75,76). Melatonin en iyi
bilinen etkisi Ureme fizyolojisi ile ilgili olanlandir. Hipotalamus -hipofiz-

gonadlar sistemi (zerinde inhibitdr bir etkiye sahip oldugu ileri striiimektedir.
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Sekil 9. Melatoninin sirkadiyan salinimi.

Ovulasyon esnasinda LH (luteinizan hormon) artisi ile birlikte plazma
melatonin dizeyinde azalma meydana geimesi ve pubertal gelisim sireci
icinde gece melatonin salgilanmasinin giderek azalmasi, pineal bezin
insanda hipotalamus-hipofiz-gonadlar sistemi Uzerinde inhibitér bir etkiye
sahip olabilecegini digundirmektedir (21,75,76).

Oral ve intranazal melatonin uygulanmasiyla siklikla somnolans ve
sedasyon gérilur. Bazi yazarlar melatoninin uyku olusturan fakiér olduguna
dair bir teori ileri sirmislerdir. Melatonin uyku uyanikiik siklusunu dizenler
ve uykunun kalitesini artirir (20,75-77).

Diger bir 6nemli konu, pineal sekretuar Grunler ve tumdér blyUmesi

arasinda ileri sartlen iliskidi. Hemen hemen bdtin deneysel hayvan



calismalarinda pinealin alinmasi kanserin baglamasini ve blylmesini
saglarken, pineal ekstrelerin veya melatoninin zit etkiye sahip oldugu
gézlenmistir. insanlarda da melatonin  saigisinin  azaimasinin  meme
kanserinin gelismesi icin egilim yaratan bir faktér olabilecegi ileri
sGrdimastar. Ayrica gédls ve prostat kanserine de koruyucu ve tedavi
amach kullaniiabilecegini bildiren ¢aligmalar vardir. Melatonin, kanserin hem
baglamsini hem de gelismesini dnleyen guglh bir onkostatik ajandir
(20,75,81).

Melatonin ile immUn sistem arasinda da 6nemli etkilesimler oldugu
bilinmektedir. immin sistem aktivitesinin blylk bélimi gece meydana gelir.
Melatonin bir anti-stres fakt6r olabilir ve immun sistem Gzerindeki olumsuz
etkilerini ortadan kaldirabilir. Melatonin immin fonksiyonu Uzerindeki
etkilerini anti-oksidan etki ve timus vasitasiyla da gésterebilir. Farelerde
timusun blyukilglUnde artisa yol agmistir. Ayrica antikor cevabini artirir,
strese karsi asir kortikostreoid yapimini kontrol altinda tutar. Geng
farelerden alinan pineal bezlerin yasl farelere transplantasyonu imman
fonksiyon i¢in gerekli olan ¢inko dizeylerini de dlzenler (75,82).

Melatoninin  yaslanmayr geciktirici bir hormon oldugu ileri
strtlmektedir. Melatoninin yasla UGretimi azalmaktadir. Diyet kisitlamasi
yapilan ratlarda yagam sureleri uzamis (¢Unk( reaktif oksijen Uretimi
azalmakta ve antioksidan savunma cevabi korunmaktadir), ayni zamanda
bunlarda melatonin salinimida buna paralel olarak artmistir. icme sularina
melatonin katilan farelerin yasam streleri %20 uzamistir fakat, pinealektomi
yapilan ratlarda yagam slrelerinde kisalma izienmemistir. Melatoninin
yaglanmay geciktirici etkisinin immuan sistem Gzerindeki olumliu etkilerine
baglanabilir (75,83,84).

Melatoninin postmenopozal kadinlarda, &strojen replasman tedavisi
esnasinda dstrojen ile birlikte kullaniimasi éstrojenin etkinligini artirmakta ve
dstrojen dozajinda ihtiyagc duyulanin  %25'ine kadar bir azalma
saglamaktadir. Menopozun erken déneminde melatonin yapiminda izienen

azalma, postmenopozal osteoporozis gelismesine katkida bulunabilir.
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Hayvan calismalari, melatoninin kalsiyum metabolizmasi ile iliskisini
gOstermistir (75).

Melatonin, kardiyovaskiiler sistem Gzerinde Koruyucu bir etkiye sahip
olup, aterosklerozis ve hipertansiyon riskini azaltmaktadir. Ayrica kanda

kolesterol seviyesini de dlusirmektedir (75).

E.4. Melatoninin antioksidan etkisi
Melatoninin yukarda belirtilen etkilerine ek olarak son yillarda

antioksidan &ézelligi ile ilgili yodun calismalar yapiimaktadir. Melatonin, en
zararll serbest oksijen radikali olan OH’ radikalini ortadan kaldiran ¢ok gugli

bir antioksidandir. Bu ylzden, ginimize kadar bilinen anticksidanlarin en
guclist olarak kabul edilmektedir. Melatoninin glutatyona gére bes, E
vitaminine gére ise en az iki kat daha etkili bir antioksidan oldugu
bildiriimistir (22-24,85).

Melatonin, OH' radikali ile reaksiyona girdikten sonra bir indolil katyon

radikaline dénusurki bunun da ortamdaki O, radikalini tutarak antioksidan
aktivite gosterdidi kaydedilmigtir (22,24,48).

Melatonin antioksidan olarak diger dnemii bir 6zelligi de lipofilik
oimasidir. Dolayisi ile hicrenin hemen hemen bitlin organeilerine ve hiicre
gekirdegine ulasabildigi gibi kan-beyin bariyeri gibi bariyerleri de kolayca
gecmektedir. Boylece ¢ok genis bir dagilimda antioksidan aktivite gésterir.
Melatonin hicre gekirdegine girebilmesi onun DNA'y1 oksidatif hasardan
korumasi bakimindan diger antioksidaniara gére ¢ok daha Ustin bir
6zelligini tegkil eder. Melatonini diger antioksidaniardan ayiran énemfi bir
yani da mitokondrileri oksidasyon hasarindan korumasidir (22-24).

Serbest oksijen radikalleri olusturmak suretiyle kansere sebep olan
safrol'in DNA Uzerindeki hasarinin melatonin tarafindan ¢ok etkili bir sekilde
inhibe edildigi gdsterilmistir (24).

Vicutta yaglanmaya sebep olan hasarlarin buylk dicide serbest
radikallere bagli olarak meydana geldigi kabul edilmektedir.Yaslanma ile

42



birlikte melatonin Uretimi de azalir ki bununda yaslanma ve yaglanmaya
bagli hastaliklarin patogenezinde &nemli rolu olabilecegi kaydedilmigtir.
Ayrica yashliga baglh olarak geligen zihinsel kapasitedeki azalmayi
dnlemesinin yanisira sa¢ renginin degismesi ve kas tonusunda azalma gibi
diger yasliliga bagl degisikliklerin énlenmesinde de yararl olabilir (22,86).

Melatoninin bir bagka avantaji, diger antioksidanlarin aksine c¢ok
yluksek dozlarda (300mg/gin) ve uzun slre kullanimda (5 yila kadar) bile
toksik bir etkisinin olmamasidir. Ayrica bazi antioksidanlar belli oranda
prooksidan (serbest radikal olusturmasi) aktiviteye sahip olduklari halde
melatoninin bdyle bir etkisi de yoktur (24).

Melatonin bizzat kendisinin gUgllu bir antioksidan olmasinin yanisira
néral dokuda glutatyon peroksidaz aktivitesini de artirir. Beyin, glutatyon
aktivitesinin gece boyunca daha ylUksek olmasi yuksek melatonin dizeyi ile
de yakindan ilgilidir. Glutatyon peroksidaz, beyinde peroksitleri ortadan
kaldiran basglica enzim olarak bilinmektedir (23,24).
lyonizan radayasyona karsi insan lenfosit DNA'sini hasardan korudugu,
yenidogdan ratlarda glutatyon eksikligine bagl katarakt gelisimini engelledigi
saptanmistir. iskemi reperfliizyon hasari, lipopolisakkarid uygulanmas: ile
olusan oksidatif hasar, hepatotoksisitede, DNA hasar gibi oksidatif hasarin
artigr diger durumiarda da melatonin enjeksiyonu ile oksidatif hasar
engellenmis veya blylk oranda azaltilmisgtir. Melatonin tedavisi ayni
zamanda, farelere siyanid ve L~sisteih uygulanmasi ile olusturulan ndébetleri
kisaltmistir (23).
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IIl. GEREGC VE YONTEM

Calismada agirliklari 150-250 gram arasinda degisen erkek, Wistar-
albino cinsi, gen¢ erigkin (ortalama 5-6 aylik) 21 adet rat kullanildi. (Firat
Universitesi Tip Takultesi Fizyoloji Ana Bilim Dal'ndan temin edildi). Tum
denekler, ayni sartlara tabii tutulup, Elazi§ Yem Fabrikasindan temin edilen
standart sican yemi ve ¢esme suyu ile beslendi. Ratlar 12 saat gln 1si1d1 alan
ve penceresinde havalandirma tertibati olan bir odada bulunan ézel olarak
hazirlanmis kafeslerde bakima alindi. Etik agidan, Turkiye'nin de dahil
oldugu, Avrupa konseyi Glkeleri tarafindan Strasburg'da imzalanan, 20 Eyiul
1985 tarihli 'Deneysel ve diger bilimsel amaglar igin kullanilan vertebrall
hayvanlarin korunmasi igin Avrupa antlagmas:’ hikimlerine uyuldu. Bu
amagla istatistiki ydnden anlamli olabilecek en az sayida si¢an kullaniimaya
dikkat edildi.

A. Deney gruplarinin tanimlanmasi

Deney hayvanlari (n=21), 'basit rasigele omekleme metodu’
kullanilarak toplam 3 gruba ayrildi ve gruplar agirlik ortalamalart 150-250
gram olacak sekilde diizeniendi.

Grup 1: Streptozosin ile diabet olusturuimus grup (n=7): Bu gruptaki
sicaniara 60 mg/kg dozunda intraperitoneal streptozosin uygulandiktan
sonra 4. gundeki kan sekeri degerleri 250 mg/dl 'nin (zerinde olanlar
diabetik olarak kabul edildiler. 4. giinde, tek doz streptozosin uygulanmasi
ile tim grubun diabetik oldudu géziendi ve kuyruk kanindan alinan kandaki
kan sekeri kontroliine gére her giin saat 10.00'da NPH insdlin, (instlatard ®
Nova Nordisk) uygulandi.

Grup 2: Streptozosin ile diabet olusturulimusg ve melatonin uygulanmis
grup (n=7): Bu grupta yukarda anlatildigi sekilde diabet olugturulduktan
sonra, insilin'eek olarak, her gin saat 16.00'da 10 mg/kg dozunda etanolik
serum fizyolojikde ¢6zdurtlmas melatonin (Merck, Schuchardt, D-85662

llohenbrunn Germany) subkutan uyguland:.



Grup 3: Kontrol grubu (n=7): Ayni ortamda yasayan ve ayni sartlara
tabii tutulan bu grupta, streptozosin ve insllin yerine subkutan serum
fizyolojik uygulandi.

Diabet olusturulduktan ve melatonin uygulanmasindan 30 gin sonra
hayvanlar dekapite edildi. Entkleasyondan sonra tum gézlerin retina
tabakalan ayrildi. Bir hayvanin iki retinasi birlestirilerek tek &drnek
olusturuldu. Ornekler deney yapilincaya kadar derin dondurucuda -70 °C'de

saklandi.

B.Deneyin yapiligt
Melatonin, Merck firmasindan (Merck, Schuchardt, D-85662
llohenbrunn Germany); streptozotocin ve tiyobarbitlrik asid (TBA) Sigma
(SIGMA Chemical Co. P.O. Box 14508 St. Louis, M063178 USA)

firmasindan temin edildi.

Lipit peroksidasyon tayini:

Prensip; pH'in 3.4 oldugu aerobik bir ortamda TBA ile plazmanin 95
°C'de inkUbasyonu, lipit peroksidasyonun sekonder bir GrGnd olan
halondialdehidi (MDA) olusturmaktadir. Olusan MDA, TBA ile pembe renkli
bir kompleks yapar. Pembe rengin 532 nm'de spektrofotometrik olarak
okunmasi ile lipit peroksidasyon degeri digultr.

Dokular, 1 gram yas agirhiga 9 ml %1.15'lik KCL ilavesinden sonra
ultrasonik homojenizatérde homojenize edildi. Deneyde, 0.1 mi doku, 0.2 mi
%8.1'lik sodyum dodesil sulfat, 1.5 ml %0.8'lik TBA kanstiridi. pH 1-3
arasinda olmasi saglandi ve 4 mi distile su ilavesi yapildi. Karisim, 60 dakika
kaynar su banyosuna (95 °C) tabii tutulduktan sonra, tlpler 3500 devirde 10
dakika santrifllj edildi. Sipernattan alinan émek spektrofotometrede (Jasco,
V-530, UVIVIS Spectrophometer) 532 nm daiga boyunda okundu. Standart
olarak 0.5 ve 1 mmol tetraetoksipropan numune gibi ¢alisildi. Cikan lipit

peroksidasyon degeri nmol/gr doku olarak ifade edildi (87).
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C.istatistiksel analizler

SPSS istatistik programi kullanilarak, sonuglar, Mann Whitney U testi
ile gruplarin lipit peroksid dUzeyleri arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak
degerlendirildi. Veriler aritmetik ortalama tstandart sapma (X £SD) seklinde
bildirilmigtir (88).



IV. BULGULAR
Retina lipit peroksid dizeyi kontrol grubunda (grup 1) 23,04x4.03

nmol/gr doku olarak saptand:. Bu deger Streptozosin ile diabet olugturulmus
grupta (grup Il) ise 55,68+6.04 nmol/gr doku idi. Diabet olusturulduktan
sonra melatonin verilen grupta (grup Ill) ise 36.13+7.48 nmol/gr doku olarak
saptandi (Tablo-3).

Ratlarin deney suresince ortalama kan sekerleri dizeyi grup I'de
112,30+21.2 mg/dl, grup IlI'de 378,25i59.01 mg/dl, grup lll'de ise
363,084+69.13 mg/d! olarak saptandi.

Grup | ile grup II'nin retina lipit peroksid dizeyleri arasindaki fark
istatistiksel olarak anlaml bulundu (p< 0.001).

Grup Il ile grup Il ve grup | ile gurup Il retina lipit peroksid dizeyleri

arasinda da istatistiksel olarak anlamli fark saptand: (p<0.01).

Tablo 3. Calisma ve kontrol gruplarinda retina lipit peroksid dizeyleri
(LPO). (Grup l:Kontrol grubu, Grup II: streptozosin ile diabet olugturulmus
grup, Grup lli:Diabet olusturulmus ve melatonin verilmis grup).

GRUP RETINA LPO DUZEYLERI (nmol/ gr doku)
I 23,04 £ 4.03
n 55.6816.04
m 36,13 £ 7,48

Sonug olarak, ratlarda diabet olusturulmasinin retina LPO dlzeyini
anlamh sekilde artirdi§i (p< 0.001), diabet olugturulduktan sonra melatonin
verilmesinin ise retina lipit peroksidasyonunu diabetik guruba gére anlamii
sekilde digtrduga saptandi (p<0.001). Ancak bu disis normal retina LPO
dlUzeyine ulagmaktan uzakti.
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V. TARTISMA

Son halkalarinda eslesmemis bir elektron bulunduran serbest
radikaller, vicutta normai metabolik stregler sirasinda olusabilecekleri gibi
bircok patolojik olay sirasinda da meydana gelebilirler. Serbest radikaller
biomolekulleri okside edip hiicre 8lumi ve doku yaralanmasina yol agarlar.
Serbest radikailerin hicresel kaynaklar, rol oynadiklari reaksiyonlar ve
serbest radikallere kargi antioksidan savunma mekanizmalarinin agikliga
kavusmasiyla bugin bilinmeyen bircok olayin patogenezi
aydinlatilabilmektedir (50,66,89).

Lipid peroksidasyonu, serbest radikallerin doymamis yag asidi iceren
lipit biyolojik membranlarla etkilegsimi sonucu bunlarin oksidatif yikimi olarak
bilinir. Bunlar direkt olarak membran yapilarini ve indirekt olarak reaktif
aldehidler yolu ile diger hicre membran yapilarina zarar verirler. Lipit
peroksidasyonu sonucu agiga ¢ikan artnler, membran permeabilitesini ve
mikroviskozitesini 6nemli élcide etkilemektedir. Peroksidasyonda olusan
malondialdehid, membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve
polimerizasyonuna sebep olur. Bu da deformasyon, iyon transportu, enzim
aktivitesi ve huicre ylUzey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran
6zelliklerini  degistirir.  Bu etkiler, malondialdehidin nicin  mutajenik,
genotoksik ve karsinojenik oldugunu aciklar (48,50,55).

Serbest radikaller son derece reaktif bilegikler olup, cok kisa
édmarltdarier. Bunlari direkt olarak élgmek ¢ok zordur. Genellikle bunlarin
indirekt gdstergesi olan yikim Grunlerinin Sl¢timesi sik bagvurulan bir
yontemdir. Serbest radikallerin en &nemli etkisinin poliansatire yagd
asitlerinin peroksidasyonu oldugu kabul edilmektedir. Bu sekilde olusan lipit
peroksitleri kolaylikla yikilarak, en &nemlisi MDA olan reaktif karbon
bilegiklerini meydana getirirler. Bu nedenle, TBA reaksiyonuyla MDA
miktarinin  &lcima  dokulardaki  lipit peroksidasyonunun derecesini
yansitmaktadir. Bu ydntem c¢ok hassas olmamakla birlikte, pratik ve kolay
uygulanabilir olmasi nedeniyle birgcok arastirici tarafindan kullaniimaktadir

(5,48,50,58). Bizde ¢alismamizda streptozosin ile diabet olusturuimus
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ratlarda, TBA yontemi ile lipit peroksidasyon Grini olan MDA degerlerine
bakarak, retina lipid peroksidasyonunu tespit ettik.

DM'da olusan kronik komplikasyoniarin (retinopati, nefropati, néropati)
etyopatogenezinde hipergliseminin rol oynadigi bir ¢ok kontrolll ¢calisma ile
aydinlanmistir, fakat hipergliseminin hangi mekanizma ile bu etkileri
olusturdugu aciklik kazanmamistir (35-38. Bu konuda temel olarak suglanan
mekanizmalar, proteinlerin non-enzimatik glikolizasyonu, poliol yolundaki
metabolik artis ve hemodinamik degisikliklerdir (8,10,11,42). Hipergliseminin
sonuglart olan glukoz otooksidasyonu, poliol yolundaki artis, prostanoid
sentezi, protein glikasyonu serbest radikal Gretimini artiran mekanizmalardir.
Ayrica, endotel hlcrelerinin artmig dlzeylerdeki glukoza maruz kaimasi
stperoksid anyon Uretimini artirmakta ve sonugta potent bir endotel kékenli
vazodilatatér ajan olan ve vaskiler genel hemostazise katilan nitrik oksidi
baskilamaktadir (13,42). Glukoz dizeylerinde akut artis, dogal antioksidan
savunma mekanizmalarini baskilamaktadir. Omegin, sidir Cu, Zn-SOD
enzimi farkh glukoz konsantrasyonlarina maruz birakildiginda, enzim
aktivitesinin yaklasik %60 azaldig: bildirilmektedir (80). Bu durum slperoksid
radikaline kargi korunmanin azaldigini géstermektedir. Genelde, SOD,
katalaz ve glutatyon peroksid gibi antioksidan enzimlerin diabetik
hayvaniarin nonvaskuler yatakta, azaimis, artmig yada degismedi§ini
bildiren c¢aligmalar vardir. Bu farkliliklar, enzim aktivitelerinin zamanla
degisimlerine bagli olabilir (6megin, oksidatif stresin artisina karsin
kompensatuar olarak enzim aktivitesinin artmasi gibi) (13).

Lipid peroksidasyon Grinl olan malondialdehidin diabetik hastalarin
eritrosit membraniarinda artti§i ve eritrosit redikte glutatyonunun deprese
oldugu bir ¢ok c¢alisma da saptanmustir. Yine ayni sekilde lipid
peroksidasyonundaki artigin derecesi, glikolize hemoglobin degeri ile korele
olarak bulunmustur (90-95).

Armstrong, NIDDM'lu hastalarin plazma lipid peroksidasyonunun
normallere gére en az iki kat artis gdsterdigini ve retinopatinin varlid ile lipid
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peroksidasyonunun dizeyi arasindaki iligkinin istatistiksel olarak anlamli
oldugunu saptamislardir (96).

Ayni sekilde, dolasimdaki MDA dizeylerinin, kontrollere gére diabetik
bireylerin plazmalarinda daha yUksek oldugu tespit ediimistir. Retinopatili
NIDDM'IG hastalardada lipid peroksidasyonunda artis géraimustar (5,96,98).
Abdella, NIDDM'lu hastalarin plazma lipid peroksidasyonunu kontrole gére
ylksek bulmustur. Mikro ve makrovaskuller komplikasyonlari olanlarda bu
degerler daha da yUksek bulunmustur (99).

Diabetik hayvanlarda da benzer sonuglar bulunmustur. Streptozosin ile
diabet olusturulmus ratlarin retina ve bébrek lipid peroksidasyonunda iki kat
artis saptanmigtir. Retina lipid peroksidasyonunda ki artis diabetik stire ve
retinopatinin siddeti ile iliskili bulunmustur (5,100-102).

Lipid peroksidasyonun poliansatire yadlarin oksidatif hasarinin bir
sonucu oldugu iyi bilinmektedir. Retinanin &zellikle fotoreseptér tabakasi
yUksek konsantrasyonda doymamis yag asidleri icerir. Dokozahekzanoik asit
fotoreseptér membraninin baslica fosfolipididir ve peroksidasyona oldukga
yatkindir. Retina oksijenden oldukga da zengin olan bir dokudur. Isida karsi
da duyarl olan bu dokunun lipid peroksidasyona maruz kalma riski yuksektir
(15,16). Literatlrde asiri oksijenin (18), 1sidin (17), radyasyonun (103), lipid
peroksidasyonu baglatarak retinada hicresel elemanlarin hasarina yol
actigini gésteren calismalar vardir. Diabette katarakt olugumu, retinopati ile
lipid peroksidasyonu arasindaki iliski gésterilmistir (96,100,101,104).

Uzel, retinopatisi olan diabetik bireylerde retinopatisi olmayan
diabetiklere gére eritrosit lipid peroksid duzeylerinin daha yluksek oldugunu
rapor etmigtir. Yagci, streptozosin ile diabet olugturulmus ratlarda plazma,
lens ve retina lipid peroksid dlzeylerinde kontrol gurubuna gére artis
saptamiglardir (100,105).

Bizim calisgmamizda da streptozosin ile diabet olusturulmus ratlarda,
TBA yoéntemi ile lipit peroksidasyon Grtnd olan MDA degerlerine bakilarak,

retina lipit peroksidasyonunda gok aniaml sekilde artig oldugu saptanmstir.



Papachristodoulou, sukroz ile beslenmis ratlar (yUksek oranda
karbonhidrat igceren diet) ve diabetik ratlarda 1sik mikroskopi ile yaptiklari
ultrastriiktrel ¢alismalarda iki grubun buigularinin benzer oldugu, her iki
gurupta da basal membranda kollajen benzeri nodul ve depozitlerin oldugu,
fakat basal membran Kkalinlasmasinin olmadigini  saptamisiardir.
Retinopatinin bu birikintilere bagli oldugunu ileri sirmusierdir. Diabetik ratlar
ve sukroz ile beslenen ratlarda retinada gelisen benzer lezyonlarin ortak
paydasi hiperglisemidir (106).

Direkt intravitreal lipid peroksid enjeksiyonunun elektroretinogramin
amplittdlerinde progresif ve irreversibl degisikliklere yol agti§i saptanmis, bu
sonucun retinanin fonksiyonel yapisinda olusan anormallikleri géstermesi
acisindan énemli oldugu bildirilmigtir (107).

Diabetikierde lipid peroksidasyonun artmasinin yanisira, antioksidan
savunma mekanizmalarinda (glutatyon, glutatyon peroksidaz, katalaz,
stperoksid dismutaz, redlkte glutatyon, glukoz 6-fosfat dehidrogenaz
aktivitelerinde) da azalma izlenmistir. instlin ve instlinomimetik bir ajan olan
vanadate, alloksan ile diabet olusturuimug ratlarda hiperglisemiyi
normallestirmis, fakat insdlin gibi endojen savunma mekanizmalarini
tamamen dUzeltememistir. Alloksana maruz birakilmis pankreatik adacik
hicre ortamina sUperoksid dismutaz, katalaz, ve metal selatérierin
varliginda, alloksanin (dUstk dozdaki) toksik etkilerinin engellendidi
saptanmigtir. Bu da vUcutta yeterli antioksidan savunma mekanizmalarinin
varlidinda diabetin kronik komplikasyonlarinin énlenmesinde énemtli bir rold
olabilecegdini gdstermektedir (98,108).

Diabette iki mekanizma nedeniyle oksidatif stres artmistir. Bunlardan
biri, artmig glukoz otooksidasyonu sirasinda serbest radikallerin Gretilmesi,
digeri ise E ve C vitamini ile glutatyon gibi dodal koruyucu antioksidanlarin
rejenerasyoniarinin  bozulmasidir. Bu dogal radikal toplayicilarinin
indirgenmis sekillerinin rejenerasyonu icin yeterli miktarlarda NADPH
olmalidir. Diabette NADPH glukozun ylksek oldugu durumlarda insiline
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bagimli olmayan dokularda (lens, retina, bobrek, sinirler) glukozun sorbitole
ddnusumu sirasinda tuketildiginden yeterli miktarda degildir (13).

Hipergliseminin indikledigi NADH/NAD oranindaki artis hiperglisemik
pseudo hipoksi olarak isimlendiriimektedir ve diabet komplikasyonlarinda rol
oynadigi dlstnulmekiedir. Hem gercek hem de pseudo hipokside serbest
radikal olusur ve pseudo hipokside prostoglandin G,'den prostoglandin H,
sentezi artar. Bu reaksiyonun enzimi olan hidroksiperoksidaz kofaktér olarak
NADH't kullanir. Kisir bir déngl olan, serbest radikallerin olusumu, iskemide
hem neden hem de sonugtur (13).

Serbest radikaller bir ¢ok metabolik olayda devamli olarak
aretilirlerken, redukte glutatyon, C ve E gibi vitaminler gibi antioksidanlarca
da hizla elimine edilirler. Diabetik hastalarda ayni zamanda, redikte
glutatyon, askorbat, vitamin E konsantrasyonlarida dustktir. Diabetli
hastalarda antioksidan rezervinin distk oimasi, okside serbest radikal
gidericileri tekrar redlkte formuna dénlstirmek icin ko-faktér olarak gerekli
olan NADPH'In (redoks siklisunda) asir kullanimindan dolayi azalmasindan
olabilir (5).

Goézde, lipid peroksidasyona kargi bircok savunma mekanizmalarinin
oldugu gosteriimistir. StUperoksid dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz
gibi enzimler ile askorbat, karotenoidler, vitamin E gibi antioksidanlar gézde
yUksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir (15,16,63,107).

Diabette antioksidan savunma mekanizmalarinda azalma tespit
edildidinden, diabet olusturulmus ratlarda antioksidan birgok ajan
denenmigtir. o-Tokoferolln, rod dis segmentlerini oksidatif hasardan
korudugu, fakat bunun endojen seviyesinin membran lipid peroksidasyonunu
tamamen elimine etmeye yeterli olmadigi goésterilmistir (101). Platelet vitamin
E dlzeyinin kimyasal olarak diabet olusturuimus ratlarda ve {DDM'lularin
plateletlerinde ve NIDDM'lu, &zeilikle retinopatili olan bireylerde kontrollere
gbre deprese oldudu gdzlenmistir. Benzer olarak, plazma askorbik asid
dlzeylerinin hem hayvan hem de insan larda azaldi§i ve onun primer
oksidan Grund olan dehidroaskorbatin artti§i saptanmistir. Askorbik asidin
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diabetiklerin beyaz kan hiicrelerinde de azaldigi bildirilmektedir. Fakat tim
calismalarda diabetteki antioksidanlarda ki bu disis saptanmamistir (5,13).

Nishimura, streptozosin ile diabet olusturuimus ratlarda retina lipid
peroksidasyonunda belirgin artig, yagda eriyen antioksidanlarda ise azalma
izlemiglerdir. Vitamin A verilmesinin retina lipid peroksidasyonu supresyonu
Uzerine etkisi olmadigini saptamiglardir (101).

Tam bu bulgulara karsin diabetin  kronik komplikasyonlarinin
gelismesinde serbet radikal hipotezinin tek basina yeterli olup olmadigi
sorusuna hala yeterince cevap verilebilmig degildir. Bircok diabetik hastada
komplikasyon olmamasi veya c¢ok hafif vaskller belirtiler olmasini izah
edebilmis degiliz. Muhtemelen genetik, ¢evresel ve biyolojik birgok faktdr
karsilki etkilegim icinde rol oynamaktadir (13).

Hiperglisemi ve genetik olarak belirlenmis antioksidan hicresel
savunma mekanizmasi arasindaki denge, hipergliseminin olusturdugu
serbest radikal etkisinin farkli olmasiyla diabetin komplikasyonlarinin
geligiminde dikkate alinmasi gerektigini géstermektedir. Hiperglisemiye daha
duyarli olan bireylerde, eritrosit aldoz redUktaz (AR) aktivitesinin
komplikasyoniu IDDM'li bireylerde belirgin sekilde daha yuksek oldugu
saptanmigtir. (13,109).

Melatoninin son zamanlarda birgok invivo ve invitro calismada cok

guclli dogal bir antioksidan molekll oldugu belirlenmistir. Melatonin, en
zararlh radikal olan OH' radikalini ortadan kaldirdi§i, mannitol ve

glutatyondan bes kat, E vitaminine gére ise en az iki kat daha etkili oldugu
bildirilmigtir (22,24,85). Bu direkt antioksidan aktivitesinin yanisira, melatonin
invivo antioksidan enzimleri, giutatyon peroksidazi stimile ederek
antiocksidan etkisini bdylece daha da artirir (23,24).

Melatoninin antioksidan etkinligini belirlemek icin yapilan diger bir
galismada; ultraviyole isik (254 nm) etkisi ile H,O,'den OH. radikal sentezi
sadlanmis ve daha sonra melatonin, glutatyon ve mannitolin OH. radikali
olusumunu engellemedeki etkinlikleri karsilastiriimistir. Sonugta, OH. radikali

sentezini %50 (ICso) inhibe etmek icin gerekli olan melatonin, glutatyon ve
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mannitol miktarlari sirasiyla 21, 123, 283 uM olarak bulunmustur. Bu bulgu
melatoninin diger iki énemli antioksidana gére ¢ok daha glclu oldugunu
gbstermektedir (24).

Bircok hayvan galismasinda, farmakolojik konsantrasyonlarda oksidatif
hasari engeiledigi bidirilmistir. Bunlardan, kimyasal bir karsinojen olan safrol
enjeksiyonunun neden olacagi nikleer DNA hasari, iyonize radyasyonun
insan lenfositlerindeki DNA hasarini, yeni dogan ratlarda glutatyon
yokluguna bagl katarakt gelisimi ve diger oksidatif hasar turleri olan iskemik
reperfizyonda melatonin veriimesi bu hasarlari ya blyUk oranda engellemis
ya da hasarn azaltmigtir. Yukardaki ¢alismalarin 1siginda melatoninin DNA'y!
oksidatif hasardan korudugu kanitlanmaktadir. Bu bulgular, ayni zamanda
melatoninin kanser baglamasina karst koruyucu etkisinin oldugunu
gdstermektedir (23).

L-sisteinin intraserbroventrikller uygulanmasi ile nébetler izlenmis, bu
uygulamadan 15 dakika &énce verilen melatonin ndbetlerin  insidans:
azalmistir. Sistemik verilen L-sisteinin beyinde lipid peroksidasyonu artirdidi,
fakat 6nceden melatonin verilmesinin lipid peroksidasyonu engelledidi
belirlenmistir (110). 8-aminolevilinik asid (ALA), akut intermitant porfiriada
biriken metabolik ara Grtn olup, serbest radikal olusumunu kolaylastirir ve
bu yolla hicre yapilanna zararli etkilerini gésterebilir. Bu amagia rat
serebellumu inkibasyonuna ALA eklenmesinin lipid peroksidasyonu
artirdi§l, ortama melatonin ilavesinin lipid peroksidasyonunu anlamli
derecede azalttigl saptanmistir (111).

Melatoninin deneysel hayvan iskemi reperfizyonunda, frontal serebral
korteks ve cerebellum da, nitrik oksidin (bunun iskemi reperflizyonda
glutamat eksitotoksisitesinden sorumlu oldugu dasunaltyor) ve siklik
guanozin monofosfat (cGMP) Uretimini engelledigi saptanmistir. Bu etkisinin
serbest radikal giderici etkisinden dolay oldugu varsayiimaktadir (23).

Melatoninin lipofilik olmasi, hicrenin tum organellerine ve hicre
cekirdegine rahat¢a ulasabilmesini sadlar. Kan-beyin bariyeri gibi engelleri
de kolayca gecer. Bdylece ¢ok genis bir dagiimla, subselller yapilara
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ulagabilir ve serbest radikallerin olustudu yerlerde antioksidan aktivite
gbsterir (21).

Literatlrde melatoninin antioksidan etkisini gésteren bircok calisma
olmasina ragmen diabetteki lipid peroksidasyonu Uzerindeki etkisini
gOsteren tek calisma Pierrefiche ve arkadaglarinin alloksan ile farelerde
diabet olusturduktan sonra melatonin ve onun metabolitlerinin antioksidan
etkisini saptamay! amaglayan calismada, melatonin ve karacierdeki ana
metaboliti olan 6-hidroksimelatonin verilmesinin lipid peroksidasyonu
engelledigi ve bunun doza bagh oldudu belirlenmigtir. Sonug olarak
melatoninin antioksidan &zelliginin oldugu, bununda molekuliin indol
yapisina bagh oldugu varsayiimaktadir (112).

Bizim caligmamizda da, ¢ok gUgll bir antioksidan olan melatoninin
diabetik ratlara uygulanarak retina lipid peroksidasyonu zerine olan etkisini
saptamayi amagladik. Literatirde melatoninin ¢ok degisik dozlarda
uygulandigi  gérulmektedir (22-24,85,110,111). Bizim c¢alismamizda
uygulanan doz fizyolojik dozun Uzerinde olup, bdylece terépatik etki
beklemeyi amagladik. Ayrica melatonin salinimi aksam saatlerinden sonra
giderek artan sekilde pik yaptigindan, bizde melatonini aksam saatlerinde
verdik. Calismamizda melatonin veriimesinin retina lipid peroksidasyonunda
6nemli derecede azalma yapti§i goésterilmistir. Literatlrde melatoninin
antioksidan  etkisinin  bilinmesine ragmen, diabette retina lipid
peroksidasyonu Uzerine olan etkisi ilk defa bizim calismamizda gdsterilmistir.

Sonug olarak, streptozosin ile diabet olusturulmus ratlarda retina lipid
peroksidasyon duzeylerinin ¢ok anlamli sekilde arttigi saptanmistir.
Antioksidan etkisi bilinen melatonin uygulanmasi, diabetteki retina lipid
peroksidasyonunu anlamli sekilde dUsurmastir. Gok glgll bir antioksidan
olan melatoninin, fizyopatolojisinde serbest radikallerin énemli rol oynadigi
diabetik retinopatinin background (erken) evresinde, kuilanilabilecegini
fakat, melatoninin diabetik retinopatideki etkisini belirleyebilmek icin daha

genis kontrolll klinik ¢aligmalara gereksinim oldugunu distnmekteyiz.
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VI.OZET

Bu calismada streptozosin ile diabet olusturulmus ratlarda retina lipit
peroksidasyonu duzeylerinin belirlenmesi ve son zamaniarda ¢ok glglu bir
antioksidan oldugu bildirilen melatoninin retina lipid peroksidasyonu lzerine
olan etkisini belirlemek amaciyla yapildi.

Bu amagla agirliklart 150-250 gram arasinda degigen erkek, Wistar-
albino cinsi 21 adet rat kullaniidi. Bunlar 7'serlik 3 gruba ayrildi. |. gruba, 60
mg/kg dozunda streptozosin intraperitoneal uygulanarak diabet olusturuldu.
II. gruba, streptozosin ile diabet olusturulduktan sonra 10 mg/kg dozunda
subkutan melatonin uygulandi. lll. grup kontrol grubuydu. Diabet
olusturulduktan sonra 30. gunde ratlar dekapite edilerek retina lipid
peroksidasyonu, tiyobarbitirik asit yéntemi ile malondialdehid dlzeyi,
spektrofotometrik olarak tayin edildi.

Sonuglar; Streptozosin ile diabet olusturulmus grupta retina lipid
peroksidasyonu, 55.68+6.04 nmol/gr doku; diabet olusturuiduktan sonra
melatonin verilen grupta ise, 36.13+7.48 nmol/gr doku; kontrol grubunda ise,
23.04+4.03 nmol/gr doku olarak tespit edilmigtir (Tablo 3).

Kontrol grubu ile streptozosin ile diabet olusturulmus grup arasindaki
retina lipid peroksid dlzeyleri arasindaki fark istatistiksel olarak ¢ok anlami
bulundu (p<0.001). Streptozosin ile diabet olusturulduktan sonra melatonin
verilen grup ile, diabetik grup arasindaki fark istatistiksel olarak aniamiiydi
(p<0.01).

Sonug olarak, streptozosin ile diabet olusturulmus ratlarda retina lipid
peroksidasyonunda istatistiksel olarak anlamh sgekilde artis saptandigdi
(p<0.001), diabet olusturulduktan sonra melatonin uygulanmast, retina lipid
peroksidasyonunu istatistiksel olarak anlamli sekilde azaltti§i saptandi
(p<0.01).
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