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I. GIRIS

Son 20 yilda katarakt, ateroskleroz, romatizmal hastaliklar, artritler, Parkinson
hastaligi, reperflizyon hasarlari gibi pek ¢ok hastalik ile serbest oksijen radikalleri
arasindaki iliski gosterilmistir'. Bu hastaliklarda gortlen inflamasyon, ates, sok gibi
stresler de hiicresel antioksidan sistemlerin indiksiyonuna karsi koyarak oksijen tiirlerinin

aktivasyonlarina aracilik ederler’.

Serbest oksijen radikallerinin olusumu hiicre igin ciddi bir tehdittir. Serbest
radikaller hicrede birgok otooksidasyon reaksiyonu ve enzim katalizli reaksiyonlar
sonucu olusarak, hiicresel komponentlerin ve &zellikle hiicre membraninda fazla

miktarda bulunan doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden olurlar’.

Cesitli oktler patolojiler ve hastaliklarda da serbest oksijen radikallerinin etkisi
calisilmakta ve antioksidanlarin tedavideki yerine sik sik deginilmektedir™ * Serbest
oksijen radikalleri gesitli okiiler dokularda gosterilmistir’. Yine okiler dokular koruyucu
antioksidan sistemleri de icermektedir. Stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz,
katalaz gibi antioksidan enzimler ile askorbik asit, karotenoidler, vitamin E gibi

antioksidan vitaminler gozde yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir>* > 678

Lens saydamliginin kaybolmasi olarak tarif edilen kataraktin patojenezinde serbest
oksyen radikallerinin roli oldugu gosterilmistir. Katarkth lenslerde elektron spin
rezonans ile serbest radikaller saptanmis ve katarakth lenste hidrojen peroksit (H,O-)
seviyelerinde belirgin artis gosterilmistir. Serbest radikal tireten ajanlar olan ultraviyole

15tk, X 1ginlan, hiperbarik oksijen ve fotosensitif kimyasallar kataraktojenik etkilidirler’,




Antioksidan sistemin 6nemli bir elemani olan glutatyon lenste yiksek miktarda
bulunur ve sadece % 6.8’i okside formdadir. Rediikte glutatyonun baslica gorevi lensi
oksidatif hasara karsi korumaktir. Rediikte glutatyonun azaldigi, okside glutatyonun
arttigi durumlarda oksidan etki ve kataraktojenik etkinin arttigi, Na'-K'-ATPaz

pompasinin aktivitesinin azaldig1 gosterilmistir'®.

Bu galigmanin amaci, hem Na-selenit verilerek katarakt olusturulan rat lenslerinde
yiiksek doz selenyumun oksidatif etkisini, hem de Na'-Ca™ exchanger blokeri olan
amilorid tedavisinin katarakti onleyici etkisi olup olmadigini arastirmaktir. Katarakt ve
tedavi gruplarinda, peroksidatif hasarin gostergesi olarak lipid peroksidasyon iiriinii
malondialdehit (MDA), lenste antioksidan sistemin en Onemli eleman: olan redikte
glutatyon (GSH) ve katarakt patogenezinde rol oynayan lens membran transport

sistemlerinin gostergesi olarak Na“, K™ ve Ca™ diizeyleri ¢alisilmustir.



II. GENEL BILGILER

IL.1. LENS VE KATARAKT OLUSUMU

IL.1.a. Lens Fizyolojisi

Lens, iris ile vitreus arasinda zoniilalar ile asili duran, pupilladan géze giren 15181

kirarak retina tizerine odaklayan optik bir yapidir. Lensin baslica fonksiyonlar :

1. Refraktif glicui ile goziin optik sisteme katkida bulunmak,

19

. Akomodasyon yapmak,

. Ultraviyole iginlarini absorbe etmek,

W

11, 12, 13

AN

. Kendi saydamligini korumaktir

Bikonveks disk seklindeki lensin 6n kismi 6n kutup, perifer kismi ekvator ve arka
bolgesi arka kutup olarak adlandirilir. On ve arka kutup geometrik olarak lensin optik

1. 12
aksini olusturur'™ 2.

Lens kapsiil, korteks ve niikleus olarak ii¢ komponentten olusur. Dig yluzeyi
kapsille sarihdir. Kollajen benzeri glikoprotein yapisinda olan lens kapsulu yapisal
butiinligi saglar ve metabolik bariyer olarak gérev yapar. On kapsiiliin altinda epitelyal
hiicre kat1 bulunur. Ekvatora yakin epitelyal hiicreler ¢ogalarak arka kutup yoniine dogru
uzarlar ve lens fibrillerini olustururlar. Merkezdeki yash fibriller niikleusu, cevresindeki

geng fibriller korteksi olusturur'" '%.

Sinir ve damar igermeyen bir doku olan lensin beslenmesi gevresindeki sivi yapilar

53 : ~ 11,12, 13
olan humor akoz ve vitreustan saglanir' ~ "~ .

(95}



Lens epiteli tek sira kiiboidal hiicrelerden olusur, metabolik aktivitenin en yiiksek
oldugu bolgedir. Hiicre sitoplazmalari ¢ok sayida mitokondri, golgi cihazi, endoplazmik
retikulum, serbest ribozomlar ve mikrotiibiller gibi hiicre organellerini igerir. Glukoz ve

O: lens epiteli tarafindan kullanilir. ATP ve enzimler en fazla bu bolgede bulunur'® ' 12

Lens fibrilleri arasinda “gap junction” denilen apozisyonel bosluklar bulunur.
Ekstraselliiler bolgeyi olusturan bu bosluklar ¢ok kiiciktir ve lens hacminin sadece
% 5’ini olusturur. “Gap junction”lar derin ve yuzeyel fibriller arasinda iyonlarin ve kiiciik

metabolitlerin serbest diffizyonunu saglar'" ',

Yetigkin insan lensleri yaklasik % 66 su ve % 33 protein icerir. Lens hidrasyonu,
her bir lens fibrili ve lens epitelindeki hiicre membranlarinda bulunan transport sistemleri
tarafindan korunur. Lens total agirliginin % 33’tGnu olusturan proteinlerin % 85°i suda
eriyebilir (solubl), % 15’1 ise eriyemez (insolubl) yapidadir. Albuminoid olarak
isimlendirilen insolubl proteinler daha ¢ok niikleusta, solubl proteinler ise kortekste geng

fibrillerin membranlarinda yer alir'’.

Lens proteinlerinin % 85°1 kristalin ad1 verilen lense spesifik proteinlerden olusur.
Solubl yapida olan bu proteinler lens saydamliginin temelini olustururlar. Niikleustaki
lens fibrillerinde bulunan nukleer kristalinler lensin en yash proteinleridir. Bu kristalin
proteinlerde yaslanmayla meydana gelen yapisal degisiklikler lenste 1sik sagilmasi ve
opasiteye neden olarak katarakt gelisiminde rol oynar. Kristalinler elektriksel alanlarina
gore Ug ana gruba ayrilir : o-kristalin (% 15), B-kristalin (% 55) ve y-kristalin (% 15).

Yaslanma sirecinde ve kataraktta albuminoid fraksiyonu artarken, a-kristalin

11, 12, 13
azalir'™ > 13,



Soliit kompartmanin diger 6nemli elemani da lipidlerdir, lens kuru agirliginin
% 3-5’ini olustururlar. Insan lensindeki lipidlerin yaklasik % 50’si kolesterol, % 45’1
fosfolipid ve % 51 sfingolipidler ve seramiddir. Lipidler lens fibril membranlarinin ana
komponentidir ve sentezindeki azalma veya degradasyonundaki artma membran hasarina
ve lens opasitesine neden olur'’.

Lens, kan damari igermeyen bir doku oldugu igin beslenmesi ve son tiriinlerinin
atilimi humor akéz yoluyla olur. Enerji tiretimi i¢in metabolize edilen primer substrat
glukozdur. Humor akéz ve vitreustan insiilinden bagimsiz olarak diffizyonla lens igine

giren glukoz 4 yolla metabolize olur :

1. Anaerobik glikoliz (% 80),

19

. Sitrik asit siklusu ve oksidatif fosforilasyon (% 5),

. Heksoz monofosfat santi (% 15),

W

. Sorbitol yolu'".

N

Heksoz monofosfat sant: lenste olduk¢a aktiftir. Bu yolla ATP iiretilemez, fakat
olusan pentoz sekerler riboniikleik asit sentezinde kullamlir. Yine bu yolda olusan

NADPH ise glutatyonun rediikte formda tutulmasinda kullanilir'".

II.1.b. Lenste Antioksidan Sistemler

Lens proteinlerini oksidasyona karsi koruyan glutatyon ve metabolizmanin
oksidasyon reaksiyonlarina H™ donérii olarak katilan askorbik asit lenste yuksek
konsantrasyonlarda bulunur. Glutatyon humor akéze gore lenste 1000 kat daha fazladir.

Lens glutatyonunun ¢ogu rediikte, sadece % 6.8’1 okside formdadir. Lenste glutatyon

W




sentezi i¢in gerekli enerj, ATP’den saglanir. Lenste total ATP’nin yaklasik % 12’si

glutatyon sentezi i¢in kullanlir® ' ',

Rediikte glutatyonun lenste t¢ ana fonksiyonu vardir. Birincisi, protein tiollerinin
rediikte durumunun surdirilmesidir. Boylece lens opasifikasyonu ve 191810 sacilmasina
temel olugturan yitksek molekiiler agirlikli protein agregatlarinin olusumunu onler.
Ikincisi, katyon transportu ve permeabilitede énemli olan membran -SH gruplarinin
korunmasidir. Ugtincii  fonksiyonu ise H,O, ve diger organik peroksitlerin

detoksifikasyonudur'’.

GSH'un lenste oOnemli fonksiyonlarindan biri protein tiol gruplarmin
korunmasidir. Boylece GSH insolubl proteinlerin olusumunu ve solubl kristalinin gapraz
baglanmasini onler. Yapilan ¢aligmalar katarakt olusumu sonucu lens GSH diizeyinde
diigsme olurken, insolubl yiiksek molekiiler agirlikli (HMW) protein igeriginde 6nemli bir
artiy oldugunu gostermistir. Yine bu HMW proteinlerde yapilan analizlerde -SH
gruplarinin % 50’sinin okside durumda oldugu ve kovalan disilfit baglarinin olustugu
saptanmistir. GSH’un roli mikst disilfitlerin  olugumunu, protein tiollerinin g¢apraz

5 : . 110,18
baglanmasini ve protein agregasyonunu onlemektir .

Lens epitelyal hucrelerinde bulunan GSH membran permeabilitesinde ve katyon
transportunda etkili olan -SH gruplarin1 korur. Hicrede GSH diizeylerinin azalmasi
sonucu -SH igeren bir enzim olan Na’, K'-ATPaz inaktive olur. Enzimin yapisinda
disiilfit baglarinin olusumuna bagli olarak konformasyonel degisiklik meydana gelir.
Yapilan arastirmalar tersiyer butil hidroperoksit ile GSH’un oksidasyonu sonucu Na™, K'-

_ 3 g ” = - 010,15
ATPaz’1n irreversibl olarak inhibe oldugunu gostermistir .




Glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve glukoz 6-fosfat dehidrogenaz
enzimleri okuler dokularda oksidatif stresin artisina cevap olarak, reaktif oksijen tiirlerine
karsi direngte rol oynarlar. GSH, GSSG’a okside olurken, aktivitesi i¢in selenyum (Se)’a
ihtiyag duyan glutatyon peroksidaz, ortamdaki H,O,'t uzaklastirir. Olusan okside
glutatyon, glutatyon rediiktaz enzimi ile GSH’a gevrilir. Bu reaksiyonlar glutatyon redoks

siklusunu olusturur® '°.

Lenste serbest radikaller ve diger oksidan ajanlarin olusturdugu oksidatif hasardan
korunmada GSH disinda mekanizmalar da vardir. Lenste siiperoksit radikali, hidroksil
radikali, singlet oksijen gibi serbest radikaller ; iyonize radyasyon, ultraviyole ve goriiniir
151310 Urtinid oldugu kadar, molektler O,’den de kaynaklanabilir. Bunlarin bir kismi GSH
tarafindan direkt olarak ortadan kaldirillir. SOD enzimi siiperoksit radikalini H.O-’e
donistiiriir. Lenste katalaz enzimi de mevcuttur ve H,O, ile reaksiyona girerek su ve
molekiiler O, olusturur. Bununla birlikte, yapilan g¢aligmalarda gozde fizyolojik H,O,
konsantrasyonlarinda glutatyon peroksidazin katalazdan gok daha 6nemli oldugu ortaya
¢ikmustir. Glutatyon peroksidaz katalaz ile H,O, substratini paylasirken, tek basina
effektif olarak lipid ve diger organik hidroperoksitlerle reaksiyona girer. Boylece organik

peroksitlerin ortadan kaldirilmas: ve onarim mekanizmalarinda rol alir (Sekil-1) %',



LIPID PEROKSITLER. GLUKOZ CO2
GSH. MEMBRAN VE HMP
PROTEIN TIOLLERININ SANTI
OKSIDASYONU
NADP NADPH
GR
07, H202. OH'.'O»
’ ode. GSH GSSG
v
. GSH-Px
» H202 » H20
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Sekil-1 : Lenste antioksidan enzimler'.
GR : Glutatyon rediiktaz, GSH Px : Glutatyon peroksidaz. SOD : Siiperoksit dismutaz.

IL1.c. Lenste Sivi-Elektrolit Transportu ve Ca’> Homeostazisi

Lens diger viicut hiicrelerine benzer sekilde yiiksek K, diisik Na™ ve CI°
konsantrasyonuna sahiptir. Lensle, ekstraselliller sivi yapisinda olan humor akéz arasinda
bir konsantrasyon gradienti ve elektriksel potansiyel farki sozkonusudur. Lens kapsiilii ile
lens dis1 ortam arasinda -64 ile -78 mv’luk bir potansiyel fark: vardir. Lensin 6n \;e arka
ylzleri arasinda da -23 mV’luk potansiyel farki bulunur ve lens igindeki elektrolit dengesi

bu elektriksel gradiente gore olusur''.

Bir¢ok katarakt tipinde ve bizim olusturdugumuz Na-selenit katarakt modelinde
lens epiteli ve fibrillerinde artan Ca™ konsantrasyonu katarakt olusumunda 6nemli rol
oynamaktadir. Na-selenit kataraktinin mekanizmasinin agiklanmasinda lens Ca™
regiilasyonunda rol oynayan mekanizmalar 6nemlidir. Lens saydamliginin korunmasi igin

hiicre i¢i diisiik Ca "> konsantrasyonunun kritik rolii oldugu tespit edilmigtir' " '* ',



Lens epitel hiicrelerinin sitoplazmik membraninda Na', K pompast ve Na', K'-
ATPaz enzimi yogun sekilde bulunmaktadir. Bu pompa konsantrasyon ve elektriksel
gradient yoniinde lens igine giren Na’un disar1 atilmasini ve K™un lens igine alinmasini
saglar. Lens sitoplazmik membraninda ayrica nonspesifik katyon kanallari tespit
edilmistir. Ca™>un lens epitel hiicresine girisi bu kanallar yolu ile, hiicre igi ve disi
konsantrasyon gradientine gore meydana gelir. Konsantrasyon gradientinin sirdiralmesi
plazma membraninda lokalize olmus Ca™-ATPaz'in etkisi ile hiicre iginden aktif
transport ile Ca™>’un disari pompalanmasi ve Na~ gradientinin varliginda calisan Na™-Ca™

antiport sisteminde Na"-Ca> degisimi ile saglanir'’”

In vitro olarak intakt lenslerde yapilan ¢alismalarda Ca™ homeostazisine katkida
bulunan bilesimler Na”, K'-ATPaz, Ca”-ATPaz ve Na" gradientinin varliginda Na'-Ca™
degisimi olarak saptanmustir. Na'-Ca™ degisimi rat lenslerinde gosterilmistir. Saglam
Na'-K~ pompasi varliginda Na™-Ca™ degisimi lens Ca™ artigina karsi direng yaratarak

> 2 17, 19,20
Ca" dengesinin korunmasina yardimci olur™” .

I1.1.d. Katarakt Patogenezinde Oksidasyon ve Ca"*’un Rolii

Lenste 15tk gegirgenliginin azalmasi, optik aberasyonlar, gorme keskinliginde
azalma ve bunlarin timiini igeren morfolojik ve biyokimyasal anormallikler katarakt
olarak tanimlanmaktadir. Katarakt olustugunda lens saydamlig1 kaybolur ve lens opak bir
hal alir. Kataraktin etiyopatogenezinin agiklanmasinda gok gesitli mekanizmalar ileri
stirilmastir® .

Cevresel nedenlerle ve fotokimyasal olarak humor akoézde reaktif oksyjen

tirlerinin olusumu katarakt etiyolojisinde onemli bir risk faktoriini olusturur. Lens



yapilarinda oksidatif hasar 6ncelikle stperoksit, H,O, ve hidroksil radikali gibi reaktif
oksyen tiirleri ile hasar sonucu meydana gelir. Serbest radikaller yasam boyu maruz

kalinan ultraviyole 1gik tarafindan indiiklenerek lens fibrillerinde peroksidasyona ve

hticresel metabolik reaksiyonlarda bozukluklara neden olur. Meydana gelen doku hasari
sonucu lens opaklasir. Serbest radikallerin toksik etkileri lenste glutatyon redoks
siklusunu  kapsayan antioksidan savunma mekanizmalart tarafindan 6nlenmeye

calisilir® " 1.

Lens proteinlerinin oksidasyonu katarakt formasyonunda erken olaydir. Metionin
stlfoksit  olugsumu, lens proteinlerinde disilfit baglarin ve konformasyonel
degisikliklerin meydana gelmesi katarakt olusumu ile iligkilidir. Kataraktogenezin

siiresince GSH diizeyleri diiser”.

Cesitli galismalarda katarakt olusumunun indiiksiyonunda lipid peroksitlerin roli
gosterilmigtir. Lenste lipid peroksit olusumunun iki kaynagi vardir. Birincisi lenste reaktif
O, turlerinin olusumu sonucu epitel hiicreleri ve lens fibrillerinin membranlarinda lipid
peroksidasyonunun gelismesi, digeri ise gevresel dokulardan humor akoze gelen lipid
peroksitlerin lense penetrasyonudur. Kataraktl: lenslerde yapilan g¢aligmalarda lipid
peroksidasyonun gostergesi olarak MDA duzeylerinde artig saptanmigtir.  Lipid
peroksitler ¢apraz baglarda artiga ve zincir uzunlugunda yayilmaya neden olur. Bu

déniisiim membranlarin segici gegirgenlik 6zelliklerini degistirir™ 2",

X igmnlar;, oabain (Na', K'-ATPaz inhibitéri), klorpromazin (Ca-ATPaz
inhibitérii), triparanol (kolesterol sentezini durdurur), H,O,, aminotriazol (katalaz

inhibitori), lizofosfolipidler ve arasidonik asit uygulamasi ile ya da diabet ve galaktozemi

10




olusturularak meydana getirilen deneysel katarakt modellerinde lenste cesitli biyokimyasal

anormallikler tespit edilmigtir :

1. Kompensatuar NADPH sentezinde artma ile birlikte GSH diizeylerinde azalma,

19

K" 1tyonlarinin hticre disina akisinda artma,

Lensten K" iyonlari, inositol ve aminoasitlerin kaybi,

(U8

4. Na iyonlarinda artis,

5. Lens solubl proteinlerinde azalma ve insolubl proteinlerde artma ile birlikte lens
protein sentezinde azalma,

6. Protein disilfit gruplarinda ve Ca™ iyonlarinda artma,

7. Pekgok enzim aktivitesinde azalma ve hidrolitik enzim aktivitesinde artma,

8. ATP igeriginde azalma''.

Selenyum hem esansiyel bir besin, hem de tehlikeli bir element olarak tanimlanir.
Se konsantrasyonu normal fizyolojik durumun sirdirilmesinde kritik bir rol oynar.
Yuksek konsantrasyonlar1 ise toksiktir. Se dusiik konsantrasyonlarda glutatyon
peroksidaz yapisinda antioksidan olarak fonksiyon gortirken, yiksek konsantrasyonlarda

2 23

direkt olarak oksidan etkilidir® *> %,

Selenyumun kataraktojenik potansiyeli ilk kez 1978’de Ostadolova tarafindan
gosterilmistir. 10 gunlik ratlara 20-30 pmol’kg dozunda subkutan6z Na-selenit enjekte
edildiginde 3-4 gun icerisinde rat lenslerinde bilateral nukleer opasite gelismistir. Bu
modelde katarakt indiiksiyonu olduk¢a hizhidir, akut stres altinda ve kisa siirede deneyin

Eait < 57.17.18.22. 23
tamamlanmasina 1zin verir ‘

Daha sonra David ve Shearer’in yaptiklan ¢alismalarda niikleer kataraktin Ca™’a

bagimli bir proteaz olan “Calpain II” aktivitesi sonrasi lens ntukleusunda proteolizise ve

11




irreversibl hasara neden olmasi sonucu olustugu saptanmistir. Hem Calpain 1I
aktivasyonu, hem de protein agregasyonu sitoplazmik Ca™ konsantrasyonunun artisina
baglidir. Lens Ca™u enjeksiyondan sonra 24-72 saat arasinda 3-5 katina ulagir. Ciinkii
selenit hiicre membraninin pasif Ca™ gegirgenligini iki kattan fazla artinir. Lens Ca™ artisi
diger katarakt tiplerinde de gosterilmistir. Fakat bu modelde digerlerinden farkli olarak
lens Na' ve K™ konsantrasyonunda herhangi bir degisiklik olusmamakta ve lenste sisme
meydana gelmemektedir. Ca>un ¢ogunlukla epitelyal ve kortikal bolgeler disinda
nukleer bolgede biriktigi saptanmistir. Lens Ca™ gegirgenliginin enjeksiyondan 72 saat
sonra spontan olarak normale dondiigi gosterilmistir. Enjeksiyondan 48 saat sonra
Na'-Ca™ degisiminin belirgin sekilde azaldigi saptanmistir. Yine Ca™ pompasinin gicu
enjeksiyondan 24 saat sonra azalmaya baslar ve 48 saat sonra % 50-75 oraninda
kaybolur. Ayni anda meydana gelen niikleer opasite ile birlikte niikleusta normalden 3-5

kat daha fazla Ca* birikimi olur'” ',

Kataraktoz lenslerde Na-selenit tarafindan induklenen Ca™ birikimi hem hiicre

.~ w 2. .
icinde Ca’™ akiginin artmasi, hem de hiicre digina akisin azalmasi sonucu meydana

17. 19

gelir

Bunce ve Hess Na-selenit kataraktli lenslerde enjeksiyondan 24 saat sonra
GSH'un 5 pumol/g yas doku agirhgindan 2 umol/g’a diistuging, heksoz monofosfat santi
aktivitesinin % 60 oraninda arttigini bulmuslar. Bu olay NADPH seklindeki rediikte
ekivalanlara ihtiyacin arttigi seklinde yorumlanmistir. Rediikte glutatyon ise selenit
tarafindan katalize edilerek selenoglutatyona (GS-Se-SG) oksitlenmistir. Yani Se, -SH
gruplar ile kovalan bigimde baglanarak hem GSH’un oksidasyonuna, hem de protein

disiilfitlerin olusumuna neden olur'®.




Ayni modelle yapilan ¢aliymalarda katarakt olusumu ile birlikte MDA
duzeylerinde yikselme goriilmiistir. MDA artist lipid peroksidasyonun gostergesidir. Se
kataraktli lenslerde glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve glutatyon S-transferaz
enzim aktiviteler1 de olgulmistir. Yalnizca glutatyon peroksidaz aktivitesinin sabit

kaldig1, diger enzim aktivitelerinin azaldig1 saptanmistir™ >*.

Selenit kataraktl lenslerle yapilan ¢alismalarda ; lens GSH igeriginde azalma ve
MDA’in ortaya ¢ikmasi ile selenitle induklenmis oksidatif stres ve membranda “Na'-Ca™
exchanger” ile Ca”-ATPazin sensitivitesi katarakt patogenezinin  temelini
olusturmaktadir. Na’, K'-ATPaz aktivitesinin ise minimal dizeyde azaldigi tespit

edilmistir'” 1% °.

I1.2. SERBEST RADIKALLER

I1.2.a. Tanmimlan

Yasam i¢in zorunlu olan oksiyen, serbest radikal olusumuna sebep olarak
organizma i¢in toksik de olabilmektedir. Birgok hastaligin, yaslanma ve inflamasyonun

patogenezinde serbest oksijen radikallerinin rol oynadig1 gosterilmistir™ >,

Elektronlar atomlarda belli enerji seviyelerinde yerlesmistir. Orbital denilen bu
enerji seviyelerinde bulunan elektron sayilart siirhidir ve n orbital sayisini belirtecek
sekilde 2n” formali ile gosterilir. Herbir orbitalin s, p, d, f harfleriyle gosterilen alt enerji
seviyeleri vardir. Bu alt enerji seviyelerinin igerdikleri elektron sayilari hep gifttir.
s orbitalinde 2, p orbitalinde 6, d orbitalinde 10, f orbitalinde 14 elektron vardir. Her gift

elektronun dénme yonleri (spinleri) birbirine zittir ve atom ancak bu sekilde stabildir”.
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Serbest radikal, dis yoriingesinde ¢iftlesmemis bir elektron icermesi nedeniyle 6zel
bir durumda bulunan herhangi bir atom veya molekiil olarak tanimlanir. Ciftlesmemis
elektron orbital tzerinde her iki yonde de hareket edebildiginden bu tir atom veya

2,23,.26

molekiiller oldukga reaktiftir

Atom numarasi 8 olan oksijen, dig yoriingesinde 6 elektron bulundurur.
Elektronlar 1s yoriingesinde 2, 2s alt enerji diizeyinde 2, 2p alt enerji diizeyinde 4 adet -
seklinde yerlesmislerdir (I1s® 2s° 2p*). p yoriingesinde bulunan ve ayni yonde donen
¢iftlesmemis 2 elektronu (2p,, 2p,) ile oksijen atomu bir biradikaldir. Oksijen atomu bu
kararsiz yapisini giderebilmek igin bir diger oksijen atomuyla dis yoriingesindeki 2

elektronu ortaklasa kullanir ve oksijen molekilanin (O,) yapistni olusturur®” 22> 3,

Normal kosullarda oksijenin % 98’1t mitokondride yer alan sitokrom oksidaz

2,28, 31,32

enzim sistemi tarafindan kademeli olarak 4 elektron ile indirgenerek su olusur

4H
0, +4é—2H,0

I1.2.b. Radikal Olusumu

Organizmada molekuler oksiyenin toksik oksyen radikallerine donisumii
mitokondrial ya da mikrozomal elektron transport zinciri tarafindan veya ksantin oksidaz,
aldehid oksidaz, flavin dehidrogenaz, .aminoksidaz, siklooksijenaz ve lipooksijenaz gibi
oksidan enzim sistemleri sayesinde bir elektron transferi sonucu olusur. Potansiyel olarak

sitotoksik oksijen tiirler1 siiperoksit radikali (O,*), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil

radikali (OH")’ni kapsar*® **.
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Oksijen molekilinin 2p orbitallerinden birine bir elektron girigt ile dis
yorungesinde bir fazla elektron igeren stperoksit radikali meydana gelir. Yani superoksit,
okstjen molekulinin bir elektron ile indirgenmis seklidir. Superoksit radikali bir¢ok
biyolojik substratla reaksiyona girerek rediiktan veya oksidan etki gosterir. Reaktivitesi
dusiiktir.  Fizyolojik onemi en fazla miktarda tretilen ve diger reaktif oksijen

, 29, 28, 31, 32

radikallerinin yapimini saglayan bir madde olmasidir*
03-2 + 16 ——m— O:T

Stiperoksit radikali akoz soliisyonlarda siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin

229,32

katalizi ile hizla dismutasyona ugrar, H,O» ve O olusur

SOD
0, +0,*+2H —— > H,0, + 0,

H>0: ayrica trat oksidaz, glukoz oksidaz ve D aminoasit oksidaz gibi enzimlerin
etkisiyle O, molekiliine 2 elektron transferi ile de olusur. Zayif bir oksidan ve
rediktandir. Molekiil yiiksiiz, kovalan bir yapiya sahiptir. Elektronlari eslesmis oldugu
i¢in radikal olarak kabul edilmez. Ancak metal iyonlari ve onlarin organik veya inorganik
kompleksleri ile reaksiyona girerek, potansiyel olarak aktif hidroksil radikaline

2,132

donasir .

2H,0,+16+H >2 OH" + OH + H,0

H>0O>’e 1 elektron veya direkt olarak O, molekiiliine 3 elektron eklenmesiyle
olusan hidroksil radikali en kuvvetli oksidan radikaldir. Biitiin biyolojik molekillerle
reaksiyona girebilir. Hiicre membranlarindaki doymamis yag asitleri, hiicre i¢inde ve
membrandaki proteinler, karbonhidratlar, DNA zincirleri gibi 6nemli hiicresel

2, 26, 28, 31, 32

komponentlerin yap1 ve fonksiyonlarini bozar



Toksik hidroksil radikallerinin olusum reaksiyonlari demir ve bakir gibi bazi
metaller tarafindan da katalizlenebilir. Organizmada redoks olaylarinda iki énemli sistem
Fe”/Fe” ve Cu’/Cu”dir. Bu oksidorediiktanlar ortamdaki siiperoksit radikalini 0
molekiiliine ¢evirirken kendileri indirgenirler. Indirgenmis demir (Fe™), H,0- ile
reaksiyona girerek hidroksil radikalini olusturur. Bu reaksiyon “Fenton reaksiyonu”

»29,28,31,32

olarak bilinir
1:6’3 + OZTV = Og + Fe.2

Fe™ + H,0, > OH’ + OH" + Fe"

Stperoksit radikali ile H,O,’in Fe™ katalizorligiinde reaksiyona girmesi ile

hidroksil radikali olusur. Bu, “Haber-Weiss reaksiyonu” olarak bilinir> 2 2532

Fe™
O’_?T + H202 — S 0OH + OH + 03

Siiperoksit radikaline direkt olarak bir proton (H') eklenmesi ile perhidroksil

radikali olusur”.

2 O’_}T + I‘I’_)+ _ 2 HOg.

Perhidroksil radikali, stiperoksit radikalinden daha kuvvetli bir oksidandir.
Etkisini reaksiyona girdigi substratlarla, hidroksil radikali olusturarak gosterir.

Perhidroksil radikalinin proton verme 6zelligi yani pKa degeri 4.8°dir ve ancak asidik

ortamlarda bulunabilir®*’.

Diger zararh bir oksijen bilesigi de singlet oksijen ('0-)’dir. Ciftlesmemis elektron

icermedigi icin yapt olarak serbest radikal degildir. Singlet oksijenin son yériingesindeki 2
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elektron ayni orbitaldedir ve birbirine zit yonde donerler. Elektronlarin bu durumundan
dolayr molekiiler O,’den ¢ok daha reaktiftir ve kimyasal maddelerle kolayca etkilesir.

Singlet oksyen olusumu fotokimyasal reaksiyonlarda ok onemlidir'* 32

I1.2.c. Serbest Radikallerin Hiicre Hasarindaki Rolleri

Memeli hiicresinde, molekiiler O, oksidatif fosforilasyon yoluyla enerji tiretiminde
gereklidir. O, yoklugunda hiicre hizla 6liime gider. Normal sartlar altinda molekiiler
O>'in buyuk boliimii intraselliiler sitokrom oksidaz enzim sistemi ile tetravalan
indirgenmeye tabi tutulur. Baz1 durumlarda ise yalmzca 1 elektron transferi ile univalan
indirgenme olusur. Bu, yiiksek derecede reaktif olan serbest radikallerin olusumu ile

25,2
sonuglanir™ .

Tablo-I"de gosterildigi gibi biyolojik sistemlerde serbest radikallerin hiicresel ve
¢evresel olmak tlizere baslica iki kaynagi vardir. Hiicrede serbest radikallerin en 6nemli
kaynagi, molekiler O-.’in kademeli olarak suya kadar rediiklendigi yer olan
mitokondrilerdir. Mitokondride serbest radikaller o6zellikle solunum zincirinin NAD-

Ubikinon-Sitokrom b bolgesinde olusurlar. Burada O,’den siiperoksit radikali, ondan da

H.,0, olusur (Sekil-2) >3
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Tablo-I : Biyolojik
I. Hﬁcresél Metabolizma — PG sentezi
— Mitokondrial
elektron transportu
~ Endoplazmik
retikulum
oksidasyonu
— Enzim aktivitesi — NADPH oksidaz
— Ksantin oksidaz
— Oksihemoglobin
— Otooksidasyon — Adrenalin
— Melanin tiolleri
— Rediikte riboflavin
— FMN, FMNH,
- FAD, FADH,
II. Cevresel — llaglar — Halotan
— Parasetamol
— Sitotoksikler — Bleomisin
— Doksorubisin
— Pestisidler — Parakuat
— Fotokimyasal hava
kirleticiler
— Sigara igimi
— Radyasyon X-isint  Su radyolizisi — O,
Isik Fototiyonizasyon — O,*
Organik molekiillerin
fotoeksitasyonu —» O,*
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SUKSINAT Sito-
DEHIDRO ;m

GENAZ

NADH
DEHIDROGENAZ

C

Sekil-2 : Solunum zincirinde oksijen radikallerinin olusum bolgeleri’.

Endoplazmik retikulum ve niikleer membranlarda elektron transportu sirasinda
serbest radikaller meydana gelebilir. Bu bolgede serbest radikallerden en gok etkilenen

2525

DNA’dir. Hidroksil radikali DNA’daki timin bazinin yapisini bozar™ ™.

Hiucrelerde bulunan katekolaminler, tioller, hidrokinonlar, flavinler ve
tetrahidropterin gibi kiigitk molekiller fizyolojik ortamda otooksidasyonla O>’i
indirgeyerek siiperoksit radikalini olustururlar™**

Serbest radikal olusumunda rolii olan diger bir enzim NADPH oksidazdir. Bu
enzim notrofillerin plazma membraninda bulunur. Notrofile bir uyan geldiginde

“respiratory burst” denilen bir dizi reaksiyon meydana gelir. Heksoz monofosfat sant:



aktive olarak mitokondri dis1 enerji tiretimiyle NADPH artar ve plazma membraninda
NADPH oksidaz enzim sistemi aktive olur. NADPH oksidaz, sitoplazma kaynakl

NADPH’larin elektronlarim1 O>’e aktarir ve fagositik vakuoliin i¢ yiizeyinde siiperoksit

2,:25,28, 31,33

radikali olusur

NADPH oksidaz
2 0, + NADPH >

19

O,* + NADP" +H”

)

Siiperoksit radikali fizyolojik pH’da dismutasyon ile H,O,e ¢evrilir.
Notrofillerdeki lizozomal graniillerden salgilanan myeloperoksidaz enzimi (MPO) ise
H>0,’1 kullanarak halojenlerin (X') oksitlenmesini saglar ve hipohaloz asitler olusur.

Hipohaléz asitler kuvvetli oksidanlardir ve gesitli biyolojik molekiillerle reaksiyona

girerler” 2!,
MPO
H.0,+ X +H’ > HOX + H,O
MPO
HOX + H,0, 0. +HO+H +X
MPO
HOX + O,~ > OH" + X'+ O,

Bu yolla olusan serbest radikaller ise hiicresel hasara yol agar™ ****.

Hipoksik kosullarda da patolojik olarak serbest radikal olusumu gorilir.
Barsaklar, akciger ve karacigerde bol miktarda bulunan ve purin bazlarinin
katabolizmasinda kullanilan ksantin dehidrogenaz enzimi oksiyjen kullanmaz, elektron

akseptorii olarak NAD" kullanir. Bu dokularin iskemisinde sitozolde Ca™ iyonlarinin




artigi 1le proteazlar aktive olur. Aktive proteazlar ksantin dehidrogenazin ksantin oksidaza
doniisiimiine neden olur. Reperflizyon durumunda, elektron akseptorii olarak oksijeni
kullanan bu enzimin etkisiyle siiperoksit radikali ve H,O, olusur. Ortamda Fe™ ve Cu’
tyonlar1 varsa siiperoksit radikali- ve H,O, bu iyonlarla fenton reaksiyonuna girerek

2,.25,28,31,33,34

hidroksil radikali olusur ve primer hasara yol agar (Sekil-3)

I ATP
Ksantin - : ) :
S dehidrogenaz Arasidonik Intramitokondrial
asit elektron transportu
K|y
Adenozin 5
E ¢ Ca ~ proteaz ; ’
' O 02
M Ingzin
™
I Ksantin oksidaz F
Hipoksantin 02 — H:20; E
I! N
+3 +2 T
O» Fe "—>» Fe 0
Dokunun Y.N
reperfiizyonu

O
e}

Lipid Peroksidasyonu

Sekil-3 : Iskemi-reperfiizyon olayinda serbest radikal olusumu ve doku hasarr’'.

Organizmada fizyolojik ve patolojik kosullar altinda olusan serbest radikaller
dogal antioksidan sistemler ile ortadan kaldinlamayacak miktarlara ulastiklarinda
hicrelere toksik etki gosterirler. Serbest radikallerin protein, lipid ve nukleik asit gibi
makromolekiillerle etkilesmeleri hiicre yapt ve fonksiyonlarinda 6nemli degisikliklere
neden olur. Serbest radikallerin proteinlere baglanmasi proteinlerde fragmantasyon,

capraz baglanma, agregasyon ve in vitro olarak da olgiilebilen otofloresans olusumu ile
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sonuglanir. Floresans olusumu kataraktl lens proteinlerinde, romatoid artrit ve diabetli

225,31

hastalarda IgG ve albumin gibi proteinlerde gosterilmistir :

Serbest radikaller sulfidril grubu (-SH) iceren enzimlere baglanarak bunlarin
inaktivasyonuna sebep olurlar. Polisakkaritlerin depolimerizasyonuna, glukoz gibi
monosakkaritlerin otooksidasyonu ile H,O-, peroksit ve okzoaldehit olusumuna neden
olurlar. Ozellikle hidroksil radikali niikleik asitlere baglanarak DNA butiinliginin
bozulmasina, bazlarin ve deoksiriboz sekerlerin fragmantasyon ve destriiksiyonuna neden
olur. Bu olay sitotoksisite ve mutasyonla sonuglanir’'.

Serbest radikaller membranlardaki doymamus yag asitlerine kolayca baglanirlar.
Bu oksidatif hasar lipid peroksidasyonu ile sonuglanir, membran permeabilitesinde

bozulmaya yol agar’".

Serbest radikal olusumu ile 1iligkili hastaliklar Tablo-II’de 6zetlenmistir.

Tablo-1I : Serbest radikal olusumu ile iliskili hastaliklar’'.

Intraselliiler — Hiperoksijenasyon — Hiperbarik oksijen
— Respiratuar hastaliklar

— Komplet iskemi

— Hipooksijenasyon — Inkomplet iskemi
— Transplantasyon
— Kimyasallar ve ilaglar — Parakuat, Bleomisin

— Alkolik karaciger hastalig

— Hemolitik demir yiiklenmesi

— Parkinson hastalig

— Yaslanma
Ekstraselliiler — Inflamatuar hastaliklar — Romatoid artrit
— Ulseratif kolit
— Vaskulitler

— Immunolojik otoimmun hastaliklar

— Diabetes mellitus

— Ateroskleroz

— Katarakt olusumu
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I1.3. LIPID PEROKSIDASYONU

Lipid peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan baslatilan ve hicre
membranlar1 yapisindaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu igeren kimyasal bir

olay olarak tanimlanmaktadir. Bu olay otokatalitik bir sekilde yiirimektedir™ **3°

Biyolojik sistemlerde enzimatik yollarla olusan siiperoksit ve hidroksil radikalleri
membranlarda serbest yag asitleriyle reaksiyona girerek lipid peroksidasyonunu
baglatirlar. Siperoksit radikalinin Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlar: ile hidroksil
radikaline donustugu bilinmektedir. Bu nedenle organizmada lipid peroksidasyonunu

25,.31,:36

baslatan baslica radikalin hidroksil radikali oldugu kabul edilir

Hiicre membranlarindaki doymamus yag asitlerinin oksidasyonu membran yapisini
bozarak hiicre tahribatina yol agar. Lipid peroksidasyonu (¢ asamada

2,25,31,32,.26

gergeklesir’

1. Baslangi¢

Ik reaksiyon radikaller tarafindan doymamis yag asidi zincirindeki o-metilen
gruplarindan bir hidrojen atomunun ¢ikarilmasidir. Hidrojen atomu 1 elektron
icerdiginden karbon uzerinde 1 adet eslesmemis elektron kalir (-"CH-). Béylece lipid
radikalleri olusur. Lipid radikalleri kararsiz bilesiklerdir ve molekiiler O, ile birleserek

2,25,32,36

lipid peroksit radikallerini (ROO®) olustururlar

RH + OH’ >R"+ H,0

R*+ 0, > ROO*

(8]
(98]




2. flerleme

Bu agamada lipid peroksit radikalleri zar yapisindaki doymamis yag asitlerinden
yeni lipid radikalleri olustururken, kendileri de hidrojen atomlarimi alip lipid
hidroperoksitlerine donustrler. Tek bir yag asidinin etkilenmesi ile baglayan reaksiyon
yuzlerce yag asidi yan zincirinin lipid hidroperoksitlerine donismesi ile devam

2,.25,32,36

eder

ROO* + RH > ROOH + R’

3. Sonlanma

Olusan lipid radikali veya lipid hidroperoksitin inaktive oldugu dénemdir. Bu

asama iki sekilde gerceklesir. Ya iki lipid radikali birbiriyle reaksiyona girerek notralize

olur ya da bir antioksidan etkisiyle yikilir™ **.

ROO" + ROO’ >R=0 +ROH + O,
ROO® + IH > ROOH + I’
ROO™ + I > ROOI
R"+IH >RH+ T

Sonugta lipid peroksitler aldehitler, alkanlar ve malondialdehit (MDA) gibi
urtnlere doniigir. Olusgan MDA membranlarda lipid peroksidasyonunun géstergesi

25,32, 35,36,37..38
olarak kullanilir™" RS
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Sekil-4 : Lipid peroksidasyonu®”.

Lipid hidroperoksitler ortamda demir ve bakir gibi metallerin varliginda bir
substrat olarak kullanilarak yeniden zincir reaksiyonlarini baslatabilir (reinitation).
Rediikte metal iyonlari Fe™ ve Cu'>, lipid hidroperoksitleri ile lipid peroksit radikalleri
olusturur. Bu radikaller ise doymamus yag asitleri ile reaksiyona girerek yeni lipid

> =l 225, 31; 32,36
radikallerini olustururlar™ 3" 3%

ROOH + Fe™ > Fe” + OH +RO"

ROOH + Fe™* > Fe> + H + ROO*

[88]
n




RO® +RH 2 ROH + R’

ROO® + RH > ROOH + R’

Lipid peroksidasyonunun en oénemli fizyolojik katalizérii Fe™ iyonudur. Fe™,
genelde transferrin, ferritin ve hemosiderine bagh olarak bulunur. Ancak 151k, radyasyon
veya kimyasal bir etki ile veya stres altinda kalmig bir hiicrede kompartmanlarindan

25,36

ayrilip serbest radikal olusumunu baslatir

Lipid peroksidasyonunun sitoplazmik membran, mitokondri, lizozom ve
mikrozom membranlart gibi biitin hiicre membranlarinda oldugu gosterilmistir. Lipid
peroksidasyonuna maruz kalan doymamis yag asitleri membran yapisini degistirerek
permeabilitenin artmasina ve hiicresel transport mekanizmalarinin bozulmasina neden
olur. Membranlardaki peroksidatif hasar sonucu hiicre i¢i ve hiicre dist iyon dengeleri
bozulur, membranin Ca™ gibi iyonlara gegirgenligi artar ve hiicre i¢ci Ca™
konsantrasyonu artar. Mitokondri zarindaki  gegirgenlik  degisimiyle oksidatif
fosforilasyon olayr bozulur, lizozom zarindaki lipid peroksidasyonu sonucu hidrolitik

. . - 3
enzimler lizozom disina gikarak hiicresel hasara neden olurlar’®.

I1.4. PEROKSIDATIF HASARA KARSI KORUYUCU SISTEMLER

Canli organizmalar yasamlarini oksidatif tehditin strekli olarak bulundugu bir
ortamda sirdiirmek zorundadirlar. Bu nedenle oksidatif hasara karsi kendilerini

2,25, 26, 28,32

koruyacak antioksidan sistemlere sahiptirler
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Serbest radikallerin olusum hizi ile antioksidan sistemlerin aktivitesi dengede
oldugu siirece organizma bu bilesiklerden etkilenmez. Buna karsilik antioksidan aktivite
azalirsa veya serbest radikallerin olusum hizi sistemin giiciinii asarsa denge bozulur ve

serbest radikallere bagli zararl: etkiler ortaya gikar™® ***

Oksidan hasara karst organizmay: koruyan sistemler etki mekanizmalarina gére

li¢ grupta toplanirlar”.

1. Serbest Radikal Olusumunu ()nleyen Sistemler

Glukokortikoidler : Fosfolipaz aktivitesini inhibe ederek oksidatif metabolitlerin dnemli
bir kaynagi olan arasidonik asit kaskadini bozarlar. Bu amagla metilprednizolon kullanilir.
Steroidler ayrica oksidatif metabolitlerin farkli olusum yollarini etkileyerek inflamatuar

- y ; s s s - 2. 41
hiicrelerin sayisini azaltir ve antioksidan etki gosterirler™ ™.

Allopurinol : Hipoksantin analogudur. Ksantin oksidazi kompetitif olarak inhibe ederek

. 5 2,41
serbest radikal olusumunu onler™ ™.

Antiinflamatuar ilaglar : Sodyum salisilat, indometazin gibi antiinflamatuar ilaglar
iltthapli dokuda aktif oksijen radikallerinin olusumunu 6nlerler veya olusanlar1 baglayarak

inaktive ederler. Yapilan galigmalarda naproksenin aldoz rediiktaz inhibisyonu yaparak

serbest radikal olusumunu 6nledigi gosterilmistir™ >,

Bu grupta ayrica renal kan akimini artirict mannitol, furosemid, ksantin oksidaz

inhibitéri dimetilsiilfoksit, desferrioksamin gibi metal selatorler, folik asit, pterin aldehit

25,31

2
bulunur™
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2. Zincir Kirma Asamasinda Etkili Sistemler

E vitamini (a-tokoferol) : Lipofilik 6zelligi nedeniyle membranlarda gorevli etkin bir

antioksidandir. Lipid peroksidasyonunu, lipid radikali ile reaksiyona girerek durdurur.
E vitamininin oksidasyon potansiyeli diguktir ve lipid peroksitlerle kolayca reaksiyona
girerek oksitlenir. E vitamininden lipid peroksit radikallerine elektron veya H™ transferi

2, 25,32,42,43

sonucu E vitamini radikalleri olusturur

ROO" + Vit E > ROOH + Vit E°

E vitamini radikali ya diger bir lipid radikali tarafindan oksitlenir ya da C

% % i = . . 2 S i 5 3 . 25
vitaminine bagli bir sistemle tekrar E vitaminine indirgenir™.

ROO® + Vit E° > Radikal olmayan trtnler

Vit E*+ Vit C > Vit E + Vit C*

C vitamini (Askorbik asit) : Suda ¢ozinir 6zellidiyle elektron transport sistemlerinde
etkilidir. Etkisini sitozolde ve ekstraselliiler sivida gosterir. Lipid peroksidasyonu zincir
reaksiyonunu sonlandirmada E vitamini ile beraber ¢aligir ve E vitamininin etkisini artirr.
E vitamini radikalini indirgeyerek kendisi radikal haline gelir. Olusan C vitamini radikali
de NADPH rediiktaz tarafindan rediiklenerek C vitaminine dontsir. C vitamininin

siiperoksit radikali, hidroksil radikali ve H,O.’i effektif olarak ortadan kaldirdigi

2 15 25; 82

gosterilmigtir”

A vitamini (B-karoten) : Diisik parsiyel oksijen basincinda etkilidir. Lipofilik bir

4

antioksidandir. Fotooksidasyon olaylarin1 6nlemede esansiyel rol oynar”*>?
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Transferrin : Demir transport proteinidir. Plazma serbest demir konsantrasyonunun
1/3’ini yapisinda depolayarak, effektif olarak kontrol eder. Transferrine bagl demir,
radikal reaksiyonlarina katilamaz. Diistik pH’da (pH = 4) etkili olan ve protein molekiilii
basina 2 molekul demir baglayan laktoferrin de benzer etkiyi gosterir. Hemoglobin ve

32,42.43

Hem demirini baglayan haptoglobulin ve hemopeksin de bu grupta sayilabilir*

Seriiloplazmin : Bakir iyonlarini baglayarak, siuiperoksit ve H,O, den hidroksil radikali
olusmasini saglayan Fenton reaksiyonunun katalizlenmesini onler. Ferrooksidaz aktivitesi
de vardir ve ferréz demirin (Fe™), ferrik demire (Fe™) oksidasyonunu katalizler. Fe™ ’in
O, ile, enzimatik olmayan oksidasyonundan farkli olarak bu reaksiyonda serbest oksijen

¢ ? 2.32,42,43
radikallert meydana gelmez e

Glutatyon : Lipid peroksidasyonunu baglatacak radikallerin membranlara ulasmasin
onler. Yapisindaki reditktan ekivalanlari (-SH gruplan) glutatyon peroksidaz enziminin
etkisiyle oksidan maddelere aktarir®.

Bu grupta ayrica ubikinon, retinoik asit, trik asit, albumin, bilirubin ve glukoz

3 2
bulunur® %,

3. Zararsiz Hale Getirmede Etkili Ajanlar

Hiicrede antioksidan rolii olan tGi¢ 6nemli enzim mevcuttur. Stuperoksit dismutaz

2,8,25,26,31,35,42

(SOD), katalaz ve glutatyon peroksidaz (GSHPx)

Siiperoksit dismutaz (SOD) : Siiperoksit radikalinin H,O,’e dismutasyonunu katalizler.

SOD
OQT = OZT +2H > HzOg + 02
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SOD, sitozolde ve mitokondrial matrikste bulunur. Sitozolik enzim, herbiri iginde
bir ekivalan Cu™> ve Zn " tasiyan iki alt iiniteden meydana gelir. Mitokondrial enzim ise

Mn "~ igerir. Ayrica ekstraselliiler sivida yiiksek molekiiler agirlikli bir SOD bulunur ve

eksternal hiicre yiizeylerine baglanarak serbest radikal ytkiminda rol il B H0

Katalaz : Baslica sitozol ve peroksisomlarda bulunan ve demir iceren bu enzim H>0-1

suya yikar. Daha ¢ok peroksizomlarda bulundugundan aktivitesi glutatyon peroksidaza

) 2,25
gore stirhdir™ =,

Katalaz
2 H,0» > 0, +2 H,O

Glutatyon peroksidaz (GSHPx) : H,O, ile rediikte glutatyon reaksiyona girerek

GSHPx katalizorligiinde okside glutatyon ve su olusur. Okside glutatyon, NADPH

2,25,32,42

- 29,

bagimli glutatyon rediiktazla indirgenir ve tekrar redikte glutatyon olusur

GSHPx
H,0, + 2 GSH > 2 H,O + GSSG

Glutatyon rediiktaz » GSH

GSSG

NADPH NADP

Glutatyon peroksidaz tetramer yapida bir enzimdir. Selenyuma bagmli ve
bagimsiz iki farkli tipi vardir. Selenyum icermeyen tipi sadece lipid hidroperoksitlerini,

selenyuma bagl tipi ise H-O» ve lipid hidroperoksitlerini metabolize eder. Total enzim

30




miktarimin 2/3°si sitozolde, 1/3’1 mitokondride bulunur. Hicre disi sivida da ok az

, 32,44

oranda glutatyon peroksidaz aktivitesi gosterilmistir™ °

IL5. GLUTATYON VE RADIKAL HASARINDAN KORUYUCU

ETKINLIGI
Glutatyon ; y glutamik asit, sistein ve glisin aminoasitlerinden olusmus bir
tripeptiddir.
ATP ADP + Pj
Glutamat + Sistein @2 —» 7-Glutamilsistein
M ATP Glisin
K J®
ADP+Pj
NADP y-Glutamilsisteinil glisin (GSH)
ROOH veya H202
ROH veya H20
NADPH + H - Okside glutatyon (GSSG)

T

Pentoz Fosfat Yolu
(HMP santi)

Sekil-5 : Glutatyon metobolizmasi®’.
1. y-glutamil sistein sentetaz, 2. GSH sentetaz, 3. Glutatyon peroksidaz, 4. Glutatyon rediiktaz

Glutatyon, y-glutamil sistein sentetaz ve GSH sentetaz enzimleri tarafindan

sentezlenir. Sentez igin iki basamakta birer ATP gerekir®.

Glutatyon (GSH) organizmada birgok hiicrede bulunur. Yapisindaki sistein

aminoasidinin “-SH” grubu sayesinde oksidatif strese karst korunma mekanizmasini

olusturur. Organik lipid peroksitlerin ve HO'in inaktivasyonunda rol oynar’” ¥




2 GSH + ROOH GSSG + H,O + ROH

2 GSH + H,0» > GSSG + 2 H,0

Hiicresel proteinleri ve zarlari serbest radikal hasarindan koruyan enzim glutatyon
peroksidazdir. Bu enzim, herbiri bir selenyum atomu igeren 4 subiinitten olusur.
Selenosistein yapisinda olan bu subtnitler asil reaksiyona giren kisimlardir. Rediikte

glutatyon, glutatyon peroksidazla okside glutatyona donerken serbest radikalleri de
indirger** *>*

Glutatyon ayrica proteinlerin “-SH” gruplarinin saglanmasinda, eritrositlerde hem
demirinin ferréz (Fe™) sekilde kalmasinda etkilidir. GSH, potansiyel olarak zehirli bazi

elektrofilik ksenobiyotikleri konjuge ederek hiicreden atilimini saglar. Bu sirada glutatyon

S-transferaz enzimini kullanir. Bu enzim Se igermeyen bir peroksidaz enzimidir™*’,

Okside glutatyon yeniden rediikte glutatyona donerken glutatyon rediktaz
enzimini kullanir. Glutatyon rediiktaz, insanda 8. kromozomun kisa kolunda, tek bir
lokiiste kodlanmistir. Flavin adenin dintikleotid yapisinda ve iki subinitten olugur.
Glutatyon rediiktaz, glutatyon ve proteinlerin mikst distlfid baglarinin rediksiyonunu
katalizler. Bu reaksiyonlarda heksoz monofosfat santindan elde edilen NADPH’1

kullanir® .

Glutatyon reduktaz _ >GSH

GSSG

NADPH NADP+

Protein-S-S-G + NADPH -+ p_Glutatyon rediktaz _ p. i opf + GSH + NADP"



Hucrelere aminoasit transportunda kullanilan y-glutamil siklusu glutatyonun
yeniden sentezini de saglar. Bu siklusta sadece y-glutamil transferaz enzimi membranda,
diger enzimler sitozolde yerlesmistir. Her bir aminoasit transferi igin 3 ATP gereklidir.
Siklusa giren GSH, siklus sonunda yeniden sentezlenir. Siklusun regiilasyonunu

y-glutamil sistein sentetazin nonallostreik inhibisyonu saglar*’

Karaciger, bobrek, ertrositler gibi pekgok dokuda o6nemi gosterilmis olan
glutatyon, katarakt olusumuna karsi lensin korunmasinda da rol oynar. Bu koruyucu etki

i¢ asamada olmaktadir :

[

. Lens proteinlerinin tiollerinin redikte durumunun siirdiiriilmest,

19

. Katyon transportu ve permeabilitede onemli olan membran “-SH” gruplarinin

korunmasi,

3. H,0, ve diger organik peroksitlerin detoksifiye edilmesi"’.

I1.6. MEMBRAN TRANSPORT SISTEMLERI

I1.6.a. Hiicre Membranlarinin Yapisi

Hiicre membranlari, hicrenin etrafimm  ¢evirerek hiicre sitoplazmasi ile
ekstraselliiler gevre arasindaki farkliliklarin devamini saglar ve gegirgenlik bariyeri olarak
rol oynar. Biyolojik membranlar tabakali yapilardir ; 4-5 nm kalinliga sahip olup, lipid,
protein ve karbonhidrat molekiillerini igerirler. Lipid : protein : karbonhidrat orani, hiicre
tipine gore degisir. Yapinin yaklagik % 50’sini lipidler olusturur ve lipid ¢ift tabaka
seklinde bulunurlar. Zar yapisinda en belirgin lipid fosfolipidlerdir ve zann yapisal

temelini olustururlar, digerleri ise kolesterol ve glikolipidlerdir®.
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Hicre zarinda 4 major fosfolipild grubu bulunur. Bunlar fosfotidilkolin,
sfingomyelin, fosfotidilserin ve fosfotidiletanolamindir. Zardaki lipid ¢ift tabakanin iki
yarisindaki fosfolipid igerikleri farkhidir, asimetrik dagilim vardir. Zar yapisinda bulunan
kolesterol, lipid ¢ift tabakanin gegirgenlik bariyeri olma 6zelligini artinir. Hiicre zarinda
yer alan glikolipidler, yapisinda seker igeren lipid molekulleridir. Bunlar lipid ¢ift
tabakanin dig yarisinda bulunurlar. Zar yapisinda bulunan glikolipidler gangliozidler ve

- - 4
serebrozidlerdir®®.

Hicre zannin yapist 1972°de Singer ve Nicholson tarafindan tanimlanmistir. Bu
modelde sivi ve asimetrik lipid ¢ift tabaka bulunur. Proteinlerin bir kismi ya sadece i
yiizde ya da sadece dis yuzde yerlesmistir. Bunlara periferal zar proteinleri denir. Ankrin
ve spektrin birer ornektir. Zarda bulunan diger proteinler ise lipid ¢ift tabakanin iki
tarafinda asimetrik olarak dagilmuglardir ve her iki yize de bakan kisimlart vardir.
Bunlara integral zar proteinleri denir ve spesifik molekiillerin ya da kimyasal sinyallerin
zar boyunca taginmasinda rol alirlar. Zar proteinleri de karbonhidratlar ile kovalan olarak

bagl bulunurlar, bunlara glikoproteinler denir*®.

I1.6.b. Membran Transportu

Hucre zarlarinin en 6nemli gorevi segici gegirgenligi saglamaktir. Molekiiller
gesitli yollarla hiicre membrani boyunca taginirlar. Molekdllerin membrandan gegisi tek
yonlii ise uniport, ge¢mesi i¢in bir bagka maddeye ihitiyag duyuyorsa simport ya da
kotransport, kendi girerken baska bir maddenin ¢ikmasi gerekiyorsa antiport denir.

Membran transportu ti¢ mekanizma ile olur :
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1. Basit diffiizyon,

8]

. Kolaylastirilmis difftizyon

39,45, 48

W

. Aktif transport

Basit Diffiizyon

Membran transportunun en basit tipidir. Coziinmis molekiiller konsantrasyon

gradienti yoniinde hareket ederler. Gegis, zarn iki tarafindaki madde konsantrasyonu

49
ayni olana kadar devam eder™ .

Bir maddenin lipid ¢ift tabakadan kolay gegebilmesi igin yagda ¢oziiniirligiintn
fazla, suda ¢ozinirliginiin az olmasi gerekir. CO,, O, N, ve gliserol gibi kiigitk
molekiiller zarin hidrofobik bolgelerinden elektrokimyasal gradient boyunca kolayca

diffiize olurlar’™*’.

Hiicre zarinda tasiyici proteinlere benzemeyen transmembran kanal proteinlert
bulunur ve zar boyunca hidrofilik kanallar olustururlar. Kanal proteinlerinin bir grubu
“gap junction” denilen ve uygun hiicreler arasinda baglantiyr saglayan kanallardir.
Hiicreler arasinda yer alan ve bir hiicreden dierine uzanan bu baglantilar elektriksel ve
kimyasal sinyallerin iletilmesini saglar. Hiicre zarindaki diZer kanal proteinlerinin ¢ogu
inorganik iyonlar igin segici gegirgenligi olan kanallardir. Bunlara “iyon kanallan” denir.
Bu tagimada enerji gerekmez, basit tasimadir. Iyon kanallan Na', K7, CI ya da Ca™
iyonlart i¢in spesifiktir. Iyon kanallarin birinci ozellikleri iyon segiciligi, ikinci 6zellikler:
ise devamlt acik bulunmamalandir. Cogunlukla spesifik bir uyartya cevap olarak agilirlar.
Bu uyari membran potansiyel degisikligi veya bir mediator ya da norotransmitter olan bir

: % .1- 39,48
ligandin baglanmast olabilir™ ™.



Hucre membranlarindaki  kanallarin ¢ogu K7a gegirgendir. K™ kanallan
istirahatteki hiicrede agiktir. Bu gegirgenlik membran potansiyelinin  korunmasinda

onemli rol oynar. Normalde membran potansiyeli -50 mV ile -90 mV arasinda degisir*®.

Kanallar Ca™ iyonu konsantrasyonunda degisikliklere cevap olarak acilir ya da

kapanir. Ca™ iyonlarinin hekzamerik kanalin protein alt birimlerinin konformasyonunu

degistirdigi diisiniilmektedir®.

Kolaylastirilmis Diffiizyon

Tasiyict  aracii  diffizyondur. Enerji  gerektirmez, tasinan molekiillerin
konsantrasyon gradienti yoninde c¢aligir. Kolaylastinlmis diffizyon fosfolipid gift
tabakada yer alan integral membran proteinlerine baghdir. Transport proteinleri bir
molekil ya da grup igin spesifiktir. Tasima esnasinda transport proteini iki ayri
konformasyon arasinda degisime ugrar. Transport proteinin tasinacak molekili baglama
bolgesi zarin digina dogrudur, molekili baglayinca proteinde konformasyon degisikligi

olur ve molekiil zarin 6bir yiiziine aktariir. Sonra protein eski konformasyonuna

doner39. 48,49

Tastyict aracili diffizyona hiicre membranlarindaki Na'-Ca™* ve Na'-H" antiport
sistemleri 6rnek olarak verilebilir. Na™-Ca ™ degistirici normal sartlarda Na" gradientinden
yararlanarak hiicre igine 3 Na' iyonunun taginmasina karsilik 1 Ca™ iyonunu hiicre disina
pompalayarak, hiicre i¢inde dusiik Ca™ konsantrasyonunun sirdiiriilmesine katkida
bulunan bir proteindir’. Ancak hiicre i¢i Na" arttigi durumlarda durum tersine doner ve

disar1 Na"~ atilmasina karsilik igert Ca™ alinir ve hiicre i¢i Ca™ artar.
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Aktif Transport

Membran transportunun {giinct tipidir. Molekiller, zardaki tastyici proteinler
araciigiyla, enerji kullanilarak, konsantrasyon gradientine kargi olarak tagimir. Primer

aktif transport, sekonder aktif transport ve grup translokasyonu olarak tge ayrilir*” ¥,

Primer aktif transportun en dnemli érnegi Na” ve K™ iyonlarim tagiyan Na', K'-
ATPaz antiportudur. Diger 6rnekler ise Ca? iyonlanni hiicre digina tastyan Ca >-ATPaz

ve proton transportu yapan bakteriyorodopsindir®’.

Na"-K' pompasi

Konsantrasyon gradientine karst galisarak hiicre igt ve dist Na" ve K’
konsantrasyonlarimi sabit tutar. Boylece hiicre voliminin korunmasini ve osmotik
dengenin siirdirilmesini saglar. ATP ile yuriiyen pompanin antiport sistemi her hidrolize
olan ATP molekilii basina hiicre igine 2 K™ iyonu, hiicre disina 3 Na" iyonu pompalar.
Na", K-ATPaz 2 a ve 2 B olmak iizere dort alt birimden olusan bir integral zar
proteinidir. Iyon transportu igin ATP ve Na  hicre iginde, K" ise hiicre diginda
bulunmalidir. Zarin sitozolik yiiziinde 3 Na™ iyonu Na', K'-ATPaz ile baglanir. ATPaz’in

bir aspartat yan grubuna ATP’den fosforil grubu transfer olur ve yuksek enerjili
acil-fosfat bag1 olusur. Na', K'-ATPaz’da konformasyonel degisiklik meydana gelir ve
3 Na' iyonu hiicre digina geger. 2 K iyonu ise hiicre disinda Na', K'-ATPaz’a baglanir,
agil-fosfat hidrolizi ile tekrar konformasyonel degisiklik olusur ve 2 K iyonu hiicre igine

47, 48, 49
geger "
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Ca™-ATPaz

gy

Kas hiicrelerinde bir uyart ile zar potansiyeli degistiginde sarkoplazmik
retikulumdan hiicre igine Ca™ iyonlar1 bogalimi baslar. Bu, kas kontraksiyonunu uyarir.
Ca’-ATPaz, sarkoplazmadan, sarkoplazmik retikuluma Ca” iyonlanmin geri
depolanmasii  saglar. Ca>-ATPaz hidrolize ettigi her ATP molekuli bagina

. : " ; i 5
sarkoplazmik retikulum limenine 2 Ca ~ tyonunun transportunu saglar®.

Birgok hayvan hiicresi sitoplazmik membranlarinda, sarkoplazmik retikulumdaki
enzime yapi ve mekanizmasi ¢ok benzeyen Ca™-ATPaz pompasi saptanmistir. Bu
pompanin kinetik mekanizmast Na“, K’-ATPaz enzimininkine gok benzer, fakat tersine

calisan 2 Ca™ ile 3 Na' iyonu degisimi seklindedir®’.

I1.7. AMILORID

Bir pirozinoilguanidin derivesidir (Sekil-6). Primer olarak renal epitelyal Na'
kanallart inhibitéri olarak kullanilir. Organik baz yapisinda oldugu igin, proksimal

tibiilde organik baz sekretuar mekanizmasi ile tagiir’'.

0] NH

| |
Cl N C—l\II iR
HoN N NH>

Sekil-6 : Amiloridin kimyasal yapist’ .
Amiloridin organizmada renal orijinli olmayan diger epitel hiicreleri tzerine de

etkili oldugu gosterilmistir. 1 pmol’iin altindaki konsantrasyonlarda maksimum



inhibisyonun yarisini olugturur. Amilorid epitel hiicre membranindaki Na kanallarinda
Na ile kompetitif veya nonkompetitif olarak etkilesir. Noron ve kas hiicreleri gibi

eksitabl hiicrelerdeki voltaj bagimli Na™ kanallarina etkisi yoktur’".

Canessa ve arkadaslarinin 1994°te yaptiklari molekuler klonlama ¢aligmasinda rat
distal kolon epitelindeki amilorid sensitif Na  kanallarinin ¢ subiinititten olugtugu
gosterilmistir (o, B, y). Kanal aktivitesi igin o subinitinin yeterli oldugu, ¢ subtinit
birlikte aktive olduklarinda maksimum Na™ gegirgenliginin meydana geldigi saptanmugtir.
Oligomerik yapida olan subtnitler bir heterotrimerik proteinde birlestirilmigtir. Amiloridin

Na~ kanali iizerinde kesin olarak baglandigi yer bilinmemektedir’'.

Amilorid daha vyiksek konsantrasyonlarda Na-H ve Na'-Ca™ antiport

sistemlerini de bloke eder”".
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III. MATERYAL VE METOD

Bu ¢alisma SB. Ankara Hastanesi Biyokimya ve Klinik Biyokimya
Laboratuvar’'nda yapimustir. Calismada agirliklari 15-20 gram arasinda degisen 10

giinlik yavru Wistar-Albino ratlar kullanilmustir. Ratlara ilag uygulanmast, bakimi ve

cerrahi prosedir Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Farmakoloji ve Biyofizik

Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.

I11.1. KULLANILAN ARACLAR

Homojenizator - B. Braun Melsungen AG Tip 853202
Spektrofotometre - Shimadzu 120-01

Santrifty - Heraeus Megafuge 1,0 ve Jouan CR 4 11
pH metre : Radiometer Copenhagen

Vorteks . Elektro-mag

Terazi - Libror AEG 220 (Shimadzu)

ISE : Nova Stat Profile Plus 5

Ayrica Biyokimya ve Klinik Biyokimya Laboratuvari’nda bulunan ve analizlerde

kullanilan diger malzemeler.

II1.2. DENEY HAYVANLARININ HAZIRLANMASI

Agirliklart 15-20 gram arasinda degisen 10 giinlik yavru Wistar-Albino ratlar tig

gruba ayrild1.
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. Grup : Kontrol grubu (22 rat)
I1. Grup : Na-Selenit katarakti grubu (23 rat)

I Grup - Na-Selenit katarakti + Amilorid tedavi grubu (23 rat)

Yavru ratlar tartildiktan sonra birinci grup higbir uygulama yapilmaksizin ayrildi.
Ikinci gruba 30 umol/kg viicut agirhgi dozunda Na-selenit, Uglincii gruba ise yine
30 umol/kg viicut agirhigi dozunda Na-selenit ile 1 pumol/kg vicut agirhgi dozunda
amilorid subkutan enjeksiyonla uygulandi. Ug haftalik deney protokolii siiresince ratlar
normal laboratuvar kosullarinda tutuldular ve ayni sekilde beslendiler. Ug haftalik izleme
siresi sonunda tim hayvanlar tekrar tartildi. Ratlar 35 mg/kg intraperitoneal
Na-pentobarbital anestezisi ile uyutuldu. Lensler intrakapsiler olarak ¢ikanldi ve
% 0.9’luk NaCl ile yikandi. Lenslerin herbiri gorsel olarak degerlendirildi. Her grupta 3
veya 4 lens bir araya getirilerek GSH ve katyon analizi igin caliyma numuneleri, aymi
sekilde 3 veya 4 lens bir araya getirilerek MDA analizi i¢in ¢alisma drnekleri olusturuldu.
Ornekler hassas terazide tartilarak lenslerin yas doku agirliklan tespit edildi. Ayni giin

biitiin numuneler ¢aligild1.

IIL3. REDUKTE GLUTATYON OLCULMESI

Lenslerdeki rediikte glutatyon (GSH) duzeyleri Ellman metodu ile olguldu.
Ellman reaktifi olarak da isimlendirilen 5,5’-dithiobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB)’in
substrattaki her -SH grubu igeren molekiil basina, 1 molekiil 2-nitro-5-merkaptobenzoik
aside, -SH gruplan tarafindan rediiklenmesi temeline dayanir. Nitro-merkaptobenzoik

asidin olusturdugu san renk spektrofotometrik olarak slgulur’™ ™.
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S NO» i NO»

COOH COOH
R_SH 15 _— 2=
S NO» HS NO»
COOH COOH
DTNB Kromojen Bilesik

Sekil-7 : DTNB’nin -SH gruplar ile reaksiyonu.

Reaktifler

Triklorasetik asit % 10 (Riedel-De Haen Ag 272 42)
Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,) 0.3 M (Merck 6573)
Dithionitrobenzoik asit (DTNB) (Sigma D-8130)
Trisodyum sitrat % 1 (Merck 6431)
Rediikte glutatyon (Sigma G-4251)
Ornekler 1 ml distile suda 5 cm’lik cam baghkli strok homojenizatorle homojenize
edilerek akoz lens ekstrakti elde edildi. Homojenatin 0.5 ml’st katyonlarin analizi i¢in

ayrildi, kalan 0.5 ml’si GSH tayini igin kullanildi.

0.5 ml homojenat iizerine 0.5 ml % 10’luk TCA ilave edildi. +4°C’de
3500 rpm’de 15 dakika santrifiy edilerek protein igermeyen berrak bir siipernatan elde

edildi.
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0.5 ml siipernatan ayri bir tiipe alinarak tizerine sirayla 4 ml 0.3 M Na,HPO, ve

0.5 ml DTNB reaktifi eklendi. DTNB reaktifi, 10 ml % 1’lik trisodyum sitrat

soliisyonunda 4 mg DTNB nin eritilmesi ile hazirlanmustir.

2. dakikada, olusan sar1 renk spektrofotometrede 410 nm dalgaboyunda okunarak
absorbanslar alindi.

100-5 uM arasinda degigen konsantrasyonlarda GSH standartlari hazirlanarak
standart egrisi ¢izildi.

Hesaplamada, olgiillen absorbans degerleri standart egriden yararlamlarak
konsantrasyona cevrildi. Lenslerin GSH konsantrasyonlart umol/g yas doku olarak

hesapland:™ .

I1L4. LIPID PEROKSIDASYONUN OLCULMESI

Lipid peroksidasyonun son iriinii olan malondialdehit (MDA) diizeyi Ohkawa ve
arkadaglarinin tanimladig: tiyobarbitiirik asit (TBA) testi ile belirlendi. TBA testt “TBA
reaktif substans” olarak nitelendirilen lipid peroksitlerin dusiik pH’da TBA ile girdikleri
reaksiyon sonunda olusan pembe renkli kompleksin konsantrasyonunun kolorimetrik

wed s : 54
olarak olgtilmesi esasina dayanir .

TBA MDA TBA-MDA Kompleksi

Sekil-8 : TBA reaksiyonu.
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Reaktifler

Potasyum klortr (KCI) 0.15 M (Merck 4935)

Sodyum dodesil sulfat (SDS) % 8.1 (Merck-Schuchardt 822050)
Asetat tamponu 3 M (pH = 3.5)
Tiyobarbitiirik asit (TBA) % 0.82 (Sigma T5500)
Sodyum dodesil stlfat (SBS) % 35 (Merck-Schuchardt 822050)
1, 1, 3, 3-tetraetoksipropan
Deneyin Yapilisi
Ornekler 1 ml KCI iginde homojenize edildi. Uzerine sirayla 0.2 ml % 8.1’lik
SDS, 1.5 ml 3 M asetat tamponu (pH = 3.5) ve 1.5 ml % 0.82’lik ak6z TBA soliisyonu
ilave edildi.
Kanisim 45 dakika siire ile 95°C’deki su banyosunda bekletildi. Oda sicakligina
kadar soguduktan sonra iizerine 0.5 ml % 35’lik SDS ilave edildi ve tupler 10 dakika

daha 95°C’deki subanyosunda bekletildi.
Karigsim soguduktan sonra 10 dakika stire ile 3500 rpm’de santriflyj edildi.

Pembe renkli siipernatanin 532 nm dalgaboyunda absorbansi alind1.

Tetraetoksi propandan 10-0.3215 nmol/ml arasinda degisen konsantrasyonlarda

standart soliisyonlarn hazirlanarak standart egrisi ¢izildi.

Olgiillen absorbans degerleri standart egriden yararlanilarak konsantrasyona

cevrildi. Lenslerin MDA konsantrasyonlart nmol/g yas doku olarak hesaplandr™ .
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IIL.5. Na*, K" ve Ca”> ANALIZLERI

Daha onceden hazirlanmig olan 0.5 ml’lik akoz lens ekstraktlarinda 6lgiimler
yapildi. Na', K ve Ca™* analizi Nova Stat Profile Plus 5 ile yapildi. Sonuglar mmol/L
olarak alindi. Lenslerin daha énce 6l¢giilmils yas doku agirliklart ve yapilan seyreltmeler

g0z Oniine alinarak sonuglar pmol/g yas doku cinsinden ifade edildi.

[statistiksel analizler IBM Compatible PC’de Sigma Plat programi ile yapildi.

[statistiksel degerlendirmede Student’s t testi kullanild.




IV. BULGULAR

Normal rat lenslerinde, Na-selenit uygulanan rat lenslerinde ve Na-selenit +
amilorid grubu lenslerinde redikte glutatyon degerler1 Tablo-III ve Sekil-9’da,

istatistiksel analiz Tablo-IV’de gosterilmistir.

Tablo-III : Kontrol grubu, Na-selenit grubu ve Na-selenit + amilorid grubu rat lenslerinde

2 421 1.52 2.12
- 3.10 1.42 1.95
4 3.07 2.12 2.01
5 3.58 LFL 1.87
6 3.02 1.84 2.64
7 3.33 1.92 234
8 3.50 2.44 2.66
9 2.87
10 3.61
n 8 8 10
Ort £+ SH 3.3963 + 0.1368 1.8150 + 0.1210 2.3920£0.1773
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B1. Grup (Kontrol)
O1l. Grup (Selenit)
Ol Grup (Selenit + Amilorid)

[

GSH umol/g yas doku
N

Sekil-9 : Kontrol grubu, Na-selenit grubu ve Na-selenit + amilorid grubu rat lenslerinde
GSH diizeylerinin karsilastiriimasi.

Tablo-1V : Lens GSH diizeylerinin istatistiksel analizleri.

[. Grup-II. Grup t=28.66 p <0.001
II. Grup-III. Grup t=-2.55 p <0.05
I. Grup-III. Grup t=43 p <0.001

Lens GSH duzeylerinde ; kontrol grubuna goére Na-selenit katarakti olusturulan
grupta istatistiksel olarak anlamli bir azalma (p < 0.001), yine Na-selenit grubuna gore

Na-selenit + amilorid tedavi grubunda istatistiksel olarak anlamli bir yiikselme (p < 0.05)

gozlenmistir. Kontrol grubu ile Na-selenit + amilorid tedavi grubunda istatistiksel olarak

anlamli fark bulunmustur (p < 0.001) (Tablo-IV).

Calisma gruplarinda malondialdehit (MDA) dizeyleri Tablo-V’de ve $ekil-10"da,

istatistiksel degerlendirmesi Tablo-VI’da gosterilmigtir.
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Tablo-V : Kontrol grubu, Na-selenit grubu ve Na-selenit + amilorid grubu rat lenslerinde

MDA duzeyleri (nmol
4
5
6
7
8
9 8.21
n 8 8 9
Ort + SH 6.1025 + 0.1598 15.3750 + 1.2882 8.6233 + 0.6773
20 - 1. Grup (Kontrol)
Il. Grup (Selenit)
O1l. Grup (Selenit + Amilorid)
3
§ 15 |
g
2 10 -
[=] T,
£
3
&
0

Sekil-10 : Kontrol grubu, Na-selenit grubu ve Na-selenit + amilorid grubu rat lenslerinde
MDA diizeylerinin karsilastiriimast.
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Tablo-VI : Lens MDA duzeylerinin istatistiksel degerlendirilmesi.

[. Grup-II. Grup t=-7.14 p <0.001
II. Grup-II1. Grup t=4.7948 p <0.001
[. Grup-II1. Grup t=-3.42 p <0.005

Lens MDA diizeylerinde ; kontrol grubuna gore Na-selenit katarakti olusturulan
grupta istatistiksel olarak anlamli bir yukselme (p < 0.001), yine Na-selenit grubuna gore
Na-selenit + amilorid grubunda istatistiksel olarak anlaml bir azalma (p < 0.001) izlendi.

Kontrol grubu ile Na-selenit + amilorid grubunda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulundu (p < 0.005) (Tablo-VI).

Calisma gruplarinda lens Ca™* diizeyleri Tablo-VII'de ve Sekil-11’de, istatistiksel

degerlendirmesi Tablo-VIII’de gosterilmistir.

Tablo-VII : Kontrol grubu, Na-selenit grubu ve Na-selenit + amilorid grubu rat

lenslerinde Ca ~ diizeyleri (umol/g yas doku).

1 3‘..‘60 4.20 228
2 3.70 3.42 3.01
3 2.65 3.00 3.50
4 5.50 3.39 3.36
5 4.20 432 2,67
6 1.76 - i 2.67
7 3.80 4.60 3.13
8 2.60 5.45 243
9 3.40
10 3.68
n 8 8 10
Ort + SH 3.4763 + 0.4050 4.2188 + 0.3220 3.0130 + 0.1520
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Kalsiyum pmol/g

B1. Grup (Kontrol)
Il. Grup (Selenit)
QIlll. Grup (Selenit + Amilorid)

Sekil-11 : Kontrol grubu, Na-selenit grubu ve Na-selenit + amilorid grubu rat lenslerinde

Ca’* duzeylerinin karsilastiriimasi.

Tablo-VIII : Lens Ca " diizeylerinin istatistiksel analizleri.

I. Grup-II. Grup t=-144 p>0.05
II. Grup-III. Grup t=3.62 p <0.005
I. Grup-III. Grup t=1.17 p>0.05

Lens Ca™ diizeylerinde ; kontrol grubuna gore Na-selenit grubunda istatistiksel

acidan anlamli bir fark bulunamazken, Na-selenit grubu ile Na-selenit + amilorid

grubunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlenmistir (p < 0.005) (Tablo-VIII).

Calisma gruplarinda lens Na~ diizeyleri Tablo-IX’da ve Sekil-12’de gosterilmistir.
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Tablo-IX

Kontrol grubu, Na-selenit grubu ve Na-selenit + amilorid grubu rat
lenslerinde Na ™ diizeyleri (umol/g yas doku)

2 422 148 344
3 530 280 273
4 296 354 378
S 380 380 268
6 395 307 475
7 331 230 509
8 421 381 375
9 492
10 466
n 8 8 10
Ort £+ SH 399.3750 + 24.7213 289.3750 +29.1706 379.0000 + 33.3023
& 1. Grup (Kontrol)
0l B Grup (Selenit)
aIlil. Grup (Selenit + Amilorid)

'=: 400 4

E

E

=

<)

2 200

0

Sekil-12 : Kontrol grubu, Na-selenit grubu ve Na-selenit + amilorid grubu rat lenslerinde
Na’ diizeylerinin kargilagtiriimasi.




Tablo-X : Lens Na' diizeylerinin istatistiksel analizleri.

[. Grup-II. Grup t=288 p <0.05
II. Grup-III. Grup t=1.968 p>0.05
[. Grup-III. Grup t=0.469 p>0.05

Lens Na' diizeylerinde ; kontrol grubuna gore Na-selenit grubunda istatistiksel
agidan anlamli (p < 0.05) bir azalma gozlenirken, Na-selenit grubu ile Na-selenit +

amilorid grubu arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunamamustir (Tablo-X).

Galisma gruplarinda lens K™ diizeyleri Tablo-XI ve Sekil-13’de, istatistiksel

degerlendirmesi Tablo-XII’de gosterilmistir.

Tablo-XI : Kontrol grubu, Na-selenit grubu ve Na-selenit + amilorid grubu rat
lenslerinde K™ duizeyleri (umol/g yas doku).

RU
2 63.3 193 30.1
3 37.6 22.0 19.5
4 24.0 34.0 21.0
5 400 328 16.7
6 373 230 178
7 35.9 294 24.4
8 552 42.2 39.4
9 37.7
10 44.6
n 8 8 10
Ort + SH 43.4125 + 4.5564 27.0500 + 3.2640 27.4000 + 3.1507

W
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60 - E1. Grup (Kontrol)

Il. Grup (Selenit)
Olll. Grup (Selenit + Amilorid)

=
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Sekil-13 : Kontrol grubu, Na-selenit grubu ve Na-selenit + amilorid grubu rat lenslerinde
K" duzeylerinin kargilagtirilmast.

Tablo-XII : Lens K~ diizeylerinin istatistiksel analizleri.

I. Grup-II. Grup f=2.92 p <0.01
II. Grup-II1. Grup t=0.077 p>0.05
I. Grup-III. Grup t=2.98 p <0.01

Lens K™ diizeylerinde ; kontrol grubuna goére hem Na-selenit grubunda, hem de

Na-selenit + amilorid grubunda istatistiksel agidan anlamli bir azalma tespit edilmigtir

(p <0.01 ve p <0.01) (Tablo-XII).




V. TARTISMA

Cevresel ve fotokimyasal nedenlerle primer olarak humor akézde olusan serbest
oksijen radikallerinin katarakt etiyolojisinde 6nemli bir risk faktorii oldugu daha énce
yapilan calismalarda gosterilmistir™ ~ * '°. Lens yapilarinda oksidatif hasar, oncelikle
superoksit radikali, H»O, hidroksil radikali ve singlet oksijen gibi reaktif oksijen
turlerinin etkisiyle olusur. Strekli maruz kalinan ultraviyole 1sik ile serbest radikallerin
olusumunun indiklenmesi sonrasi meydana gelen peroksidasyon lensde opaklagmaya
neden olur™ °. Senil katarakt patogenezinde de fotooksidatif hasarin rol oynadigi
gosterilmistir’®.

Selenitin kataraktojenik potansiyeli ilk kez 1978’de Ostadolova tarafindan
gosterilmistir™ - ' % 1° Bu calismada 10 glnlik ratlara 20-30 pumol/kg viicut agirlig
dozunda Na-selenit enjekte edildiginde 3-4 giin igerisinde bilateral niikleer opasite
gelismistir"®. Dusiik miktarlarda selenyum glutatyon peroksidaz enzim yapisina katilarak
antioksidan sistemde esansiyel rol oynarken, toksik miktarlarda oksidan etkili oldugu
kanitlanmustir. Yiiksek doz selenit uygulamasinin humor akézde H,O, olusumunu, lens

lipidlerinin  peroksidasyonunu artirdigi tespit edilmistir’. Yine rediikte glutatyona

selenoglutatyon (GS-Se-SG) seklinde kovalan olarak baglanarak, glutatyonun
oksitlenmesine neden oldugu gosterilmistir. Bunce ve Hess'® selenyum katarakt:
modelinin biyokimyasal parametreler: tizerinde galismislar ve enjeksiyondan 24 saat sonra

lens glutatyon diizeylerinin 5 umol/g’dan 2 umol/g’a distigiini bulmuslardir.

Selenitle indiiklenmis kataraktta ve diger katarakt tiirlerinde lens epitel hiicreleri

ve fibriller1 membranlarinin permeabilitesinde ve membran transport sistemlerinde




degisiklikler oldugu gosterilmistir'™ **. Rasi ve arkadaslarinin™ kataraktl: insan lensleri ile
yaptiklan galismalarda lens K~ diizeylerinde azalma ve Ca™ diizeylerinde artis tespit
etmiglerdir. Bunun sonucunda kataraktogenezisin mekanizmasina bu iki iyonun katildig
iler1 sirilmustur.

David ve Shearer” yaptiklar calismalarda selenit enjeksiyonu sonrasi niikleer
kataraktin Ca™’a bagimlhi bir proteaz olan Calpain II aktivasyonu sonucu olustugunu
gostermiglerdir. Calpain II aktivasyonu lens niikleusunda proteolizise ve irreversibl hasara
neden olmustur. Hem Calpain II aktivasyonu, hem de protein agregasyonu lens Ca™
konsantrasyonunun artigina baghdir'” **. Selenyum katarakti modeli tizerinde yapilan
caligmalar, Na-selenit enjeksiyonu sonrasit 48. saatte en yiiksek diizeyde olmak iizere lens
Ca™ konsantrasyonunun 3-5 katina giktigini gostermistir. Ca™>’un lens epiteli gibi eksitabl
olmayan hiicrelere girisi temel olarak nonspesifik katyon kanallari yoluyladir ve hiicre igi
ile dig1 arasindaki konsantrasyon gradientine baghdir. Bu gradientin siirdiiriilmesi plazma
membraninda gosterilmis olan dusiik kapasiteli ve yiiksek afiniteli Ca™>-ATPaz pompasi
ile dusik afiniteli fakat yiiksek kapasiteli olan Na'-Ca ™ antiport sistemi tarafindan hiicre

<. 2 - : ~ 17
ici Ca"~’unun hiicre digina pompalanmasi ile saglamir .

Yapilan galismalar selenitle indiiklenmis katarakth lenslerde Ca” birikiminin hem
hiicre i¢ine Ca™ akisinin artisi, hem de hiicre disina Ca™ akisinin azalmasi ile meydana
geldigini destekleyici sonuglar vermistir'’. Na-selenit enjeksiyonundan 36 saat sonra lens
membraninin Ca a gegirgenliginin iki kattan fazla arttig1 gosterilmistir. Enjeksiyondan
48 saat sonra Na'-Ca™ degisiminin belirgin sekilde azaldigi, Ca™-ATPaz aktivitesinin
% 50-75 azaldigi gosterilmigtir. Enjeksiyondan 72 saat sonrasinda bu olaylarin geri

déndiigi, ancak bu arada lens Ca™unun 3-5 kat artarak ozellikle niikleusta birikimin

W
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meydana geldigi ileri surilmistir'” *°. Ca-ATPaz enziminin oksidatif strese proteinler
ve lipid membranlara gore daha hassas oldugu ve daha erken donemde aktivitesini

kaybederek Ca~ birikimine neden oldugu tespit edilmistir'®,

Selenit uygulamas: sonrasi lenste erken donemde meydana gelen niikleer Ca™
birikimi, selenyumun direkt oksidan etkisi yaninda Calpain II'1 aktive ederek proteolizis

sonucu katarakt olusumuna neden olmaktadir'” ',

Caligmamizda, Na-selenit grubunda bulunan 10 giinlik ratlara 30 umol/kg viicut
agirhgr dozunda Na-selenit verildiginde butin ratlarda 3. giinde niikleer katarakt
gelismustir. 21 giinlitk deney protokolii sonrasinda ¢ikartilan lenslerin dar 1gikli lamba ile
gorsel muayenesinde de hepsinde + ile 4+ arasinda degisen derecelerde niikleer katarakt
tespit edilmistir. Cerrahi prosediir sonrasi, ayni giin yapilan biyokimyasal analizlerinde
ayni yastaki kontrol grubu ratlarin lenslerine gore redukte glutatyon diizeylerinde anlamli
oranda disme (p < 0.001) ve lipid peroksidasyonu gostergesi olan malondialdehit
diizeylerinde anlamli dizeyde ytikselme (p < 0.001) oldugu tespit edilmistir. Lens 1yon
analizlerinde ise yine Na-selenit grubunda Ca™ diizeyleri (ortalama 4.2188 pmol/g),
kontrol grubu Ca™ diizeylerine (ortalama 3.4763 umol/g) gore yiksek bulunmustur.
Fakat bu istatistiksel olarak anlamli degildir. Buna karsilik Na-selenit grubunun hem Na’
diizeyleri (p < 0.05), hem de K" duzeyleri (p < 0.01) kontrol grubuna gore diisiik
bulunmustur. Bu sonuglara gore selenitin kataraktojenik etkisi oksidatif hasarin bir
sonucu olarak ortaya ¢ikiyor gibi goriinmektedir. Ayrica lens K duzeylerinin disgiik
olmasi membranlarda peroksidatif hasara bagli olarak i1yon transportunun bozuldugunu
gbstermektedir. Na™ diizeylerinin diigitk olmasi muhtemelen Na™-Ca ™ antiport sisteminin

inhibe olmasina ve hiicre igi Na"’un tersine igleyen mekanizma ile kaybedilmesine bagh
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olabilir. Buna gore Na'-Ca ™~ degisiminin inhibisyonu sonucu Ca ~ hiicre igine girerken,

Na' hiicreden ¢ikmaktadir.

Selenit katarakti modelinde birgok antioksidan etkili maddelerle tedaviler
denenmis ve olumlu sonuglar elde edilmistir. Devamanoharon ve arkadaslan’ oksidatif
stres hipotezine uygun olarak, ratlarda selenitle indiiklenmis katarakt modelinde askorbik
asit ile katarakt gelisiminin Onlendigini gostermislerdir. Gupta ve Joshi®, selenyum
katarakt: olusturulmus ratlarda naproksen-Na tedavisinin etkilerini aragtirmiglar ve olumlu
sonuglar elde etmiglerdir. Yine 1992’de Wang ve arkadaslari'®, selenyum kataraktinda,

bir demir selatorii olan desferoksaminin katarakt olusumunu onledigini gostermiglerdir.

Bu calismamizda ayrica selenit katarakti modeli kullanarak amiloridin olast
antikatarakt etkisini incelemeyi amagladik. Amilorid, eksitabl olmayan hiicrelerde
Na™-Ca™ antiportunu inhibe eden bir maddedir. Tedavi grubumuz olan uginci grup
ratlara 30 pmol/kg viicut agirhg dozunda Na-selenitle birlikte 1 umol’kg dozunda
amilorid subkutan olarak yapilmistir. Ug haftalik sure sonunda lenslerin gérsel
muayenesinde Na-selenit grubuna gore ok daha az oranda katarakth lensler tespit
edilmistir. Ratlarin gogunda katarakt olusumu 6nlenmistir. Biyokimyasal incelemede lens
reditkte glutatyon diizeylerinde, kontrol grubuna gore daha dusik kalmakla birlikte,
Na-selenit grubuna gére anlaml bir artis (p < 0.05) ve malondialdehit diizeylerinde ise,
yine kontrol grubuna gore daha yiiksek olmakla birlikte, anlaml bir azalma (p < 0.001)
tespit edilmistir. GSH ve MDA duzeylerindeki degisiklikler, amiloridin lensdeki

peroksidatif hasari olumlu yonde azalttigim gostermektedir.

Na-selenit + amilorid grubunda, Na-selenit grubuna gére K diizeylerinde

degisiklik olmamustir. Bu sonuglar amiloridin lensde K diizeylerine bir etkisinin



olmadigini gostermektedir. Na-selenit + amilorid grubunda lens Na™u (ortalama
379 umol/g), Na-selenit grubuna gore (ortalama 289.375 umol/g) daha yiiksek
bulunmustur. Fakat bu istatistiksel agidan anlamli degildir. Na-selenit + amilorid
grubunda Ca™ diizeyleri Na-selenit grubuna gére anlamli olarak (p < 0.005) disik
bulunmustur. Amilorid tedavi grubunda elde edilen Na" ve Ca"” diizeyleri amiloridin lens
Ca™unu azaltici yonde etki ettigini ve katarakti muhtemelen bu sekilde oOnledigini
gostermektedir. Amilorid, selenyumun etkisiyle inhibe olarak tersine ¢alisan Na™-Ca™
antiport sistemini bloke ederek, hiicre icinden Ca™>un atilimini ve hiicre igine Na"un

girisini saglayip, bu sekilde Ca*’un kataraktojenik etkisini 6nliiyor olabilir.

Lenslerin muayene bulgulari ve biyokimyasal degisiklikler selenyum kataraktinin
onlenmesinde amiloridin olumlu etkileri oldugunu gostermistir. Ancak amiloridin etki

mekanizmasinin agtklanmasinda daha ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Ayrica ¢aligmalarimiz, katarakt patogenezinde Ca™> dengesinin ve oksidasyonun
roliniin agiklanmasinda daha ileri galigmalar igin Na-selenit katarakt modelinin uygun
oldugunu gostermistir. Cinku yiksek doz selenitle katarakt indiksiyonu 3-5 gun gibi

kisa bir sirede meydana gelmekte ve akut stres altinda kisa siirede deneyin

tamamlanmasina izin vermektedir.



VI. OZET

Cevresel nedenlerle ve fotokimyasal olarak humor akozde serbest oksijen
radikallerinin olusumu, katarakt patogenezinde en Onemli risk faktoridir. Lenste ve
diger okuler dokularda bulunan antioksidan savunma sistemleri lensi serbest oksijen
radikallerinin toksik etkilerine kars1 koruyarak bir denge olustururlar. Cesitli sebeplerle bu

denge bozuldugunda lenste peroksidatif hasar baslar ve katarakt olusumuna neden olur.

Yiiksek doz Na-selenit, yavru ratlarda toksik etki gostererek 3-4 gtn gibi kisa bir
siire iginde niikleer katarakt gelisimine neden olur. Kataraktin, yiiksek doz selenyumun
oksidan etkisine bagli olarak hiicre membranlarinda Na'-Ca ™ degisiminin ve Ca-ATPaz
pompasinin inhibe olmast sonucu 3-4 kat artan Ca™un proteolitik enzimleri aktive
etmesiyle olustugu gosterilmigtir. Na-selenit katarakt modeli kullanilarak birgok

antioksidan maddenin katarakti 6nleyici etkisi aragtirimistir.

Bu calismada Na-selenit katarakti olusturulan ratlarda bir Na'-Ca™ degisimi
blokeri olan amiloridin, katarakt: dnleyici etkisi olup olmadig arastinlmistir. Bu amagla
kontrol, Na-selenit, Na-selenit + amilorid gruplarinin lenslerinde antioksidan sistemin
gostergesi  olarak rediikte glutatyon, lipid peroksidasyonunun son Urini olarak

malondialdehit, Ca™, Na" ve K" diizeyleri incelenmistir.

Na-selenit grubu ile kargilagtirildiginda amilorid tedavisi sonrasi rat lenslerinde
reditkte glutatyon diizeyleri anlamli olarak yiiksek (p < 0.05), malondialdehit diizeyleri
anlamli olarak diisiik (p < 0.001) ve yine Ca"™ diizeyleri anlamh olarak disiik (p < 0.005)

bulunmustur.
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Bu olumlu bulgular sonucunda kataraktin onlenmesinde amilorid tedavisinin

faydali olabilecegi, ancak amiloridin etki mekanizmasinin agiklanmasinda  yeni

¢aligmalarin gerekli oldugu kanisina varilmugtir.
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VII. SUMMARY

A common risk factor in the etiology of cataract is the generation of oxygen free
radicals in aqueous humor with the result of ambient and photochemical events. Lenses
and the other ocular tissues are capable of inactivating toxic oxygen radicals with their
own antioxidant systems. Any reasons that cause metabolic imbalance in these
antioxidant systems produce the peroxidative damage in the lens leading to cataract
pathogenesis. It has been shown that high doses of Na-selenite causes nuclear cataract in
rat pups. It has been proposed that cataract was produced by the oxidant stress caused by
high doses of selenium. The inhibition of the Ca™>-ATPase with the peroxidative stress
alters the balance of intra and extracellular Na™-Ca™ and intracellular Ca™ increases as
three or four fold where it activated the cellular proteolytic enzymes. With Na-selenite

cataract model many antioxidants were investigated in view of their protective effects.

We investigated the cataract preventive effect of amyloride, a Na-Ca™ change
blocker, in rats with experimental cataract induced by Na-selenite. Na', Ca™ and K~
levels were measured in order to investigate the changes in electrolyte balance. Reduced
glutathione (GSH) and malondialdehyde (MDA) were measured as a natural antioxidant

and as a product of lipid peroxidation respectively.

After amyloride treatment GSH levels were significantly high (p < 0.05), MDA

and Ca™ levels were significantly low (p < 0.001, p < 0.005) compared with the

untreated group.
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It has been concluded that amyloride treatment could aid in the prevention of
cataract provided that further studies should be done in order to highlight the mechanism

of action of this agent.
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