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Proliferatif Diabetik Retinopatili Olgularda Vitreusdaki
Oksidatif Stress
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OZET

Amag: Proliferatif diabetik retinopatide (PDR), vitreustaki oksidatif stressin aragtirilmas).

Yontem: PDR tanisi alan 38 olgu "PDR" gurubunu olugtururken, idiopatik epiretinal
membran tansi ile opere edilen 6 olgu, regmatojen retina dekolmant tamst ile opere edilen 11
olgu ve makiila deligi tamsi ile opere edilen 5 olgu olmak iizere toplam 22 olgu "kontrol" gru-
bunu olugturdu. Olgularin vitreusunda katalaz (KAT), siiperoksid dismutaz (SOD) aktiviteleri
ve Malondialdehit (MDA) diizeyi 6lciildii.

Bulgular: "Kontrol” grubuna nazaran "PDR" grubunda KAT (p<0.001), SOD (p<0.001)
aktiviteleri diisiik; MDA (p<0.001) diizeyleri yiiksek bulundu.

Sonug: PDR'H olgularda, vitreusta lipid peroksidasyonu olusumu ve antioksidan enzim dii-
zeylerinde anlamh degismeler oldufu saptandi.

Anahtar Kelimeler: Proliferatif diabetik retinopati, vitreus, katalaz, siiperoksid dismutaz,
malondialdehit.

SUMMARY

Oxidative Stress in Vitreus of Proliferative Diabetic Retinopathy Patients

Purpose: To investigate the oxidative stress in vitreus of proliferative d1abetlc retinopathy
(PDR) patients.

Material and Method: Thirty-eight patients with PDR included in the "PDR" group, 6 pa-
tients with idiopathic epiretinal membrane, 11 patients with regmatogenous retinal detachment,
5 paitents with macular hole included in the "control group”. Catalase (CAT), superoxide dis-
mutase (50D), malondialdehide (MDA) levels of the vitreus of the all patients were measured.

Results: CAT (p<0.001), SOD (p<0.001) levels were higher and MDA (p<0.001) level
was lower in PDR group than control group.

Conclusion: In the vitreus of PDR patients, increased lipid peroxidation and antioxidant
enzyme activity is present.

Key Words: Poriliferaitve diabetic retinopathy, vitreus, catalase, superoxide dismutase,
malondialdehyde.
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GIRIS

Diabetli olgularda artmig nonenzimatik glikozilas-
yon, hipergliseminin komplikasyonlarini olugturmada
etkin bir fakeérdiir. Glikoz baglanmg proteinlerin ser-
best radikal (SR) kaynag olusturduklar: bilinmektedir.
Bu nedenle oksidatif stressin diabet komplikasyonlarin
olusturmada tol oynayabilecegi one siiriilmigtiir (1).
Oksidatif stress SR olugumunu hizlandirr. SR'ler son
derece reaktif elamanlar olup protein, lipid, niikleik asid
gibi tnemli molekiillere baglanmak suretiyle hiicrelerin
yapilarint, fonksiyonlarm bozar ve hiicre dliimiine yol
acabilirler. Organizma SR'lerin zararli etkilerinden anti-

oksidan enzimler ve radikal toplayicilar vasitasiyla ko-
runur (2-4).

Oksidatif stressin ve antioksidan enzimlerin prolife-
ratif diabetik retinopatideki (PDR}) rolii tam olarak bilin-
memektedir. PDR olugumunda oksidatif stressin durumu
hakkmda; Katalaz (KAT), Siiper Oksid Dismutaz (S0D)
enzim akfivitelerine ve Malondialdahit (MDA) diizeyle-
rine bakarak fikir edinilebilir,

SOD siiperoksit radikallerini temizleyerek hidrojen
peroksit olugumuna yol acar, giiglii antioksidan enzim-
lerdendir. Ancak antioksidan etkisinin tam olugabilmesi
i¢in hidrojen peroksitin de pargalanmas: gerekir, ¢linki
H202 bir SR olmamasina ragmen SR iiretimine yol aga-
bilir. Bu agamada devreye giren diger bir antioksidan
enzim KAT'dir. KAT, HxO4't suya gevirerek hiicreyi ok-
sidatif stressten kurtarir. SR aractll hasarin 6niine gegil-
mig olur. SR aracili doku hasaninin gdstergelerinden bi-
risi lipid peroksidasyonu iiriinlerinden olan MDA'mun 61-
ciilmesidir. MDA artist hiicre zarlanindaki yag asitlerine
SR ata ile peroksidatif hiicre duvari yilam eldugunu
gbsterir (5).

Bu ¢alismada amag; PDR'li olgulanin vitreusunda
SOD, KAT aktiviteleri ve MDA diizeylerini 8lgerek bu
maddelerin PDR patogenezindeki roliinit incelemektir.

MATERYAL VE METOD

Bu prospektif calismaya "PDR" ve "Kontrol” grubu
olmak iizere iki grupta toplam 60 olgunun 60 gézii dahil
edildi. PDR tams: alan 38 olgu "PDR" grubunu olug-
tururken idiopatik epiretinal membran tams: ile opere
edilen 6 olgu, regmatojen retina dekelmani tams: ile
opere edilen 11 olgu ve makiila deligi tams1 ile opere
edilen 5 olgu olmak iizere toplam 22 olgu "kontrol"
grubun olugturdu. Diabetli olgularmn tiimil tip IT Diabetes
Mellitus tamsi ile endokrinoloji béliimiince takip ve
tedavisi yapiimakta olan olgulardi. Operasyon Gneesinde
PDR grubundaki tim olgularda kan gekeri diizeyi
miimkiin oldugunca regiile edilmeye calisildi. Kontrol

grobundaki olgulann timiinde arteriyal hipertansiyon,
aterosklerotik kalp hastalifa, vb. herhangi bir sistemik
hastaligifi olmadigi dahilive boliimiince ameliyat Oncesi
yapilan incelemelerle teyit edildi. Olgularm timiine
lokal anestezi ile pars plana vitrektormi (PPV) ameliyati
uygulandi. Olgularin timiinden PPV operasyonu bag-
fangicinda, infiizyon sivis1 agilmadan 6nce, "ocutonie
probe”un aspirasyon ¢ikigina takilan enjektér ile 0.2 mi
vitreus drnekleri almdi. Vitreus érekleri derin donduru-
cuda -70° C'de korundu. Vitreus érnekleri herhangi bir
diliisyon yapilmadan homojenize edildi. MDA diizeyi
(6), KAT(7) ve SOD (B) aktiviteleri, protein miktari (9)
daha dnce tanimlanan metodlarla 8lglimler gercekles-
tirildi.

TBARS (Tiobarbitiirik asit reaktifleri) Olciimi:
TBARS icin Draper ve Hadley'in ¢ift 1s1tma ySntemi
kullanildi. Bunun igin, 0,5 ml homojenat 2,5 ml %10'Tuk
TCA (Trikarboksilik asit) ile kangtirilarak 15 dakika
stireyle kaynar su banyosunda bekletildi. Daha sonra
gesme suyunda sogutularak 1000 g'de 10 dak. santrifiij
edildi. Bu islemden sonra, siipernatandan 2 ml alinarak
1 ml 9%0,67'lik TBA (Tiobarbitiirik asit} ile karigturildi
ve karistm kaynar su banyosunda 15 dak siireyle bekle-
tildi. Kaynar sudan ¢ikarilan tiipler cesme suyunda so-
gutularak 532 nm'de absorbanslart okutuldu. MDA-TBA
kompleksinin 532 nm'deki ‘ekstinksiyon' katsayisindan
(1,56x105 cm-1 M-1) yararlanarak nmoel/ml cinsinden
MDA degeri bulundu. Daha sonra, sonuglar ml deki pro-
tein miktarina béliinerek nmol/mg protein cinsinden
TBARS degeri bulundu (6).

KAT Olgiimii: KAT aktivite 6lglimii igin igin Aebi’
yontemi kullanildi. Bunun i¢in doku homojenatinin
H»0, igeren fosfat tampon ¢ozeltisine eklenmesiyle,
KAT, H:O: den H:O ve O; olusum reaksiyonunu kata-
lizler. 240 nm'de absorbansin azalmast izlenir ve lineer
regresyonlara giire her bir analiz igin en uygun absor-
banslar bulunarak, yéntemdeki formiile gére hesapland.
KAT aktivitesi katal olarak ifade edildi. Sonuglar ml de-
ki protein miktarina biliinerek k/mg protein cinsinden
KAT degeri bulundu (7).

SOD Olciimii: Ksantin oksidazin katalizledigi reak-
siyonla ksantinden iirik asit ve siiperoksit radikali olu-
sur. Olugan siiperoksit radikali kumiz: renkli formazon
bilesigi olugturmak iizere INT ( 2-(4- iodophenyl)-3-(4-
nitrophenol)-5-phenil tetrazolium chloride ile reaksiyo-
na girer. SOD aktivitesi, bu reaksiyonun inhibisyon de-
recesi ile dl¢iildii. U/ ml olarak dlgiilen enzim aktivite-
leri ml deki protein miktarina boliinerek U/mg protein
cinsinden SOD degeri bulundu (8).

Doku Homojenatt mikroprotein Olgtimii: Protein
icerikleri ticari kit kullanlarak tiirbidimetrik metodla
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{Abbott Aeroset, Texas, USA) 6lciildii. Bu metod ile
protein konsantrasyonlart miligram/dl olarak éeiiliir (9).

Her iki grupta elde edilen degerler SPSS istatistik
programu (siiriim 7.5} kullanilarak kargilagtirildi.

BULGULAR

Diabet grubunda: ortalama yas 63,2 + 14,6 yil, ka-
dinferkek oran1 17/21 iken; Kontrol grubunda, ortalama
yas 57,7+ 15,8 yil; kadin/ erkek oram 10/12 idi. Yas ve
cinsiyet acisindan her iki grup arasinda anlaml fark
yoktu (p>0,05).

Her iki grupta elde edilen KAT, SOD aktiviteleri,
ve MDA diizeyi tabloda g&sterilmistir.

Tablo. Diabet ve kontrol grublarinde saptanan Katalaz,
Superoksid dismutaz, aktiviteleri ve Malondialdehit

diizeyi
PDR Kontrol P
MDA (nmol/mg prot) 79+15 54+13 0.001

KAT (kU/mg prot) | 16204 | 3606 | 0.001

SOD (U/mg prot 34x11 6317 0.01

PDR: Proliferatif diabetik retinopati
KAT: Katalaz

SOD: Superoksid dismutaz

MDA: Malondialdehit

TARTISMA

Diabete bagli okitler komplikasyonlarn gelismesin-
de oksidatif stersin nemli bir fakttr olabilecegi goriigii-
nii destekleyen ¢alismalar mevcuttur. Retinopatisi olan
ve olmayan tip I diabetikler ve saghikli kontrol grubunda
yapilan bir caligmada; "total dien konjiigatlart", eritrosit
SOD aktiviteleri karsilagtinldiginda; diabetik retinopatili
olgularda lipid peroksidlerini 6nemli dlgiide yiiksek,
eritrosit SOD aktivitesini ise Gnemli oranda diigiik bu-
lunmugtor, Diabetik olgularin, dzellikle de retinopatisi
olanlanin oksidatif stress alunda oldugu gdsterilmigtir
{(10). Diabetik ratlarda, iskemi ve hiperglisemi kombi-
nasyonunda retinal harabiyetin iskemi ve normoglisemi
kembinasyonundan daha fazla oldugue bulunmustur (11).
Yine diabetik ratlarda; oksidatif stressin i¢ ve dig retinal
tabakalarda hiicre azalmasi, dezorganizasyon, fotoresep-
tér kaybi, pigment epiteli bazal membraninda kalinlag-
ma tarzinda retinal harabiyete neden oldugu bulunmus-
tur; ayrica lipid peroksidasyonu ile retinal harabiyet ara-
sida korelasyon gsterilmistir (12). Augustin ve arka-

daslan; proliferatif ve nonproliferatif diabetik retinopati-
[t olgularm vitrektomi materyallerinde, lipid peroksid
diizeyleri ve myelopercksidaz aktivitelerini inceleyerek;
diabete bagl fibrovaskiiler proliferasyon olan hastalar-
da, hem lipid peroksid diizeyleri hem de myeloperoksi-
daz aktivitesinde anlamli gekilde ytiksek bulmuslar ve
SR ile enflamatuar reaksiyonlarin, diabetik retinopati
patogenezinde rol oynayabilecegini bildirmiglerdir (13).

Bizim ¢aligmamizda, PDR gurubunda KAT, SOD
aktviteleri diiglik; MDA ditzeyleri konrol grubuna gore
anlamli derecede yitksek bulundu. Bu sonug Verdejo ve
arkadaglarinin {14) elde ettigi sonuglarla, yukanda belir-
tilen bulgularla (10-13) paralellik gdstermektedir.

S0D ve KAT aktivitesinin diigiik bulunmasi, MDA
yiikseklifi ile uyumludur. Diigitk SOD, sitperoksit an-
yonlarnin yeterince temizlenmemesine yol acarak hiic-
relerdeki oksidan stressi arttiracaktir. Bununla birlikte
KAT aktivitesinin diigiikiiigii ortamdaki H.Os'lerin suya
cevrilmesinde azalmaya yol acacaktir. HoO, suya gevril-
medigi zaman organizmadaki en gii¢li ve en toksik SR
olan hidroksil radikali {iretimi yoluna yénlenecektir, Ge-
rek sliperoksit anyonu, gerekse H.O» ve hidroksil radi-
kali hiicrelerdeki protein, lipid ve karbohidratlara saldi-
rarak doku hasarma yol agarlar (15). Membran lipid pe-
roksidasyonu zincirleme bir gekilde yayilarak membran
biitiinkiglint bozar ve hiicre ¢liimiine yol agarlar. Yag
asitlerinin yikim iiriinlerinden biri olan MDA, lipid pe-
roksidasyonu gostergesi olarak kulianibir (16).

Calismamizda MDA diizeyleri yitksekligi, SR araci-
11 doku hasan oldugunun bir géstergesi olup kontrol gru-
buna gore anlaml sekilde yiiksek bululnmugtur, Bu bul-
gular bize PDR'de antioksidan savunma sisteminin za-
yifladifim ve buna bagl olarak lipid peroksidasyonunun
arttigim diigiindiirdii. .
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