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ABSTRACT

Amag: Diabetik retinopati ilerlemesinde oksidatif stresin etkisini in-

celemek.

Gereg ve Yéntem: Calismamiza 25 proliferatif diabetik retinopatili

hasta (PDR grubu), 25 nonproliferatif diabetik retinopatili has-
ta (NPDR grubu) ve 25 diabetik olmayan saglikli birey (kontrol
grubu) olmak dzere toplam 75 kisi dahil edildi. Tim bireylerden
ven kan &rnekleri alindi. Alinan kan érneklerinde trigliserit, to-
tal kolesterol, HDL, LDL ve VLDL kolesterolleri, lipid peroksitleri
(tiyobarbitirik asit tirevleri= TBARS) eritrosit glutatyon peroksi-
daz ve katalaz aktiviteleri ve HbA1C ¢alisildi. Ayrica PDR grubu
ve NPDR grubu hastalarinda total antioksidan status caligildi.

Bulgular: Serum total kolesterol, LDL ve HDL kolesterol seviyelerin-

de her 3 grup arasindaki fark anlamli degildi (p>0,05). Serum
VLDL kolesterol ve trigliserit seviyeleri PDR grubunda kontrol
grubundan yiksekti (p=0,001). Serum TBARS seviyeleri PDR
ve NPDR gruplarinda kontrol grubundan yiksekti (p<0,05).
Gruplarin hicbirinde plazma TBARS seviyeleri ile serum lipidleri
arasinda ilinti saptanmad. Eritrosit katalaz ve glutatyon perok-
sidaz seviyeleri agisindan her 3 grup arasinda anlamli fark yok-
tu (p>0,05). Total antioksidan durum dizeyleri PDR grubunda
NPDR grubuna gére yiiksekti. HbATC dizeyleri PDR ve NPDR
gruplarinda kontrol grubundan yiksekti (p<0,001).

Sonug: Diabetik hastalarda serbest radikal olusumu ve antioksidan

savunmasi arasinda olusan dengesizligin diabetik retinopatinin
ilerlemesinde rol oynayabilir.

Anahtar Kelimeler: Diabetik retinopati, oksidatif stres, total anti-

oksidan durum, lipid peroksidasyonu.

Purpose: To evaluate efficiency of oxidative stress in the progressi-

on of diabetic retinopathy.

Materials and Methods: Twentyfive patients with proliferative di-
abetic retinopathy (PDR group), 25 patients with nonprolife-
rative diabetic retinopathy (NPDR group) and 25 nondiabetic
healthy subjects (control group) were included in the study.
Fasting venous blood samples were collected from all subjects.
Serum samples were analyzed for triglycerid, total cholesterol,
HDL, LDL and VLDL cholesterol, lipid peroxides (thiobarbituric
acid substances=TBARS), erythrocyte glutathione peroxidase
and catalase activities and HbA1C. However Total antioxidant

status was also studied in patients with PDR and NPDR.

Resulis: There was no statistically difference significant between
3 groups for total cholesterol, LDL and HDL cholesterol le-
vels (p>0,05). Serum VLDL cholesterol and triglycerid levels
were elevated in PDR group compared with control group
(p=0,001). Serum TBARS level were higher in PDR and NPDR
groups than control group (p<0,05). There was no correlation
between TBARS and lipid levels in all groups (p>0,05). Total
antioxidant status levels were higher in PDR group than NPDR
group (p<0,05). HbATC levels were elevated in diabetic pati-

ents compared with control subjects (p<0,001).

Conclusion: Free radical generation and antioxidant defense im-
balance may play a role in the progression of diabetic retino-

pathy.

Key Words: Diabetic retinopathy, oxidative stress, total antioxidant

status, lipid peroxidation.
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GiRig

Oksidatif doku ve organ hasari diabette ve kompli-
kasyonlarinda rol oynar. Diabetik retinopati olusumunda
ve proliferatif evreye geciste artmig oksidatif alanlar (ok-
sidatif stres) veya iskemi ve reperfizyon hasar etkilidir.
Ayrica diabetik hastalarda antioksidan koruyucu sistem-
de de kusur vardir'2,

Serbest oksijen radikallerine bagl lipid peroksidas-
yonu hicre hasarinin en énemli sebeplerinden biridir.
Serbest oksijen radikalleri (6ncelikle superoksit (O,-),
hidroksil radikal (OH) ve nitrik oksit (NO) ve hidrojen
peroksit (H,O,) gibi) reaktif oksijen alanlarinda aerobik
metabolizma sirasinda fizyolojik sartlar altinda olusur.
Oksijen radikallerinin Gretimi artmigsa veya hicresel
antioksidan savunma sisteminde kusur varsa proteinler,
lipidler ve nUkleik asidler ile tepkiye girerek hicrede islev
bozukluguna sebep olurlard*.

Diabetes mellitusta serbest radikal aktivitesinde artig
oldugunda ateroskleroz ve kardiyovaskiler hastaliklarin
sikhginda artig gézlenmektedir. Lipid peroksitler (TBARS)
serbest radikaller ile olusur ve aterosklerotik damar has-
taliklarinin gelisiminde énemli rol oynarlar. Diabetik has-
talarda hiperglisemi ve hiperlipidemi ile TBARS seviyeleri
arasinda iligki vardirs,

Lipid peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan
baglatilan ve zar yapisindaki doymamis yag asitlerinin
oksidasyonunu iceren kimyasal bir olay olarak tanimlan-
maktadir. Lipid peroksidasyonu, lipid hidroperoksitleri-
nin aldehid ve diger karbonil bilesiklere dénismesi ile
sona ermektedir. Bu bilegiklerden biri olan malondialde-
hid (MDA) miktari, tiyobarbitirik asit testi ile 8lgtlmekte
ve bu yéntem lipid peroksit dizeylerinin saptanmasinda
kullanilmaktadir®.

Calismamizda diabetik retinopati Gzerine lipid pe-
roksidasyonu ve oksidatif stresin etkili olup olmadigini in-
celemeyi dolayisiyla antioksidan replasman tedavilerinin
gerekip gerekmedigini saptamayi amacladik.

GEREC VE YONTEM

Caligmamiza klinigimiz retina biriminde takip edilen
25 proliferatif diabetik retinopatili hasta (PDR grubu), 25
nonproliferatif diabetik retinopatili hasta (NPDR grubu)
ve polikligimize refraksiyon muayenesi igin bagvuran dia-
betik olmayan saglikli 25 birey (kontrol grubu) dahil edil-
di. Koroner arter hastaligi, periferik vaskiler hastaliklar
gibi diabetes mellitusun makrovaskiler komplikasyonla-
rina sahip olan hastalar ¢cahgma disi birakildi. Antioksi-
dan vitamin ve mineral takviyesi alanlar, lipid dustrici
ilaglar kullananlar calismamiza alinmadi.

Diabetik retinopatili hasta grubunun evrelendirilme-
sinde diabetik retinopati erken tedavi ¢alisma grubunun
(ETDRS) kriterleri kullanildi’.

Calismaya dahil edilen tim kigilere Snellen egeli ile
gdérme keskinligi muayenesi, biyomikroskop ile 6n seg-
ment ve 90 diyoptrilik lensle genisletilmis pupil ile fundus
muayenesi, applanasyon tonometresiyle gézici basing
8lcimi yapildi. Gerektiginde bazi hastalara fundus fl6-
resein anjiografi uygulandi. Her 3 gruptan oniki saatlik
acligi takiben antekubital vendz kan érnekleri alindi. Or-

nekler caligilana dek —70°C deki dondurucuda muhafa-
za edildi.

Serbest radikallerin, doymamis ya§ asitlerinin pe-
roksidasyonunu arttirmasi sonucu olusan peroksidas-
yon UrUnlerinden MDA, tiyobarbitirik asit yéntemi ile
dlcUlerek lipid peroksidasyonu tayin edildi. Metod, yag
asitlerinin peroksidasyonunda bir son Grin olan MDA in
tiyobarbitrik asit ile reaksiyona girerek 532 nm dalga
boyunda spekirofotometrik él¢imde maksimum absor-
bans vermesi ilkesine dayanir.

Glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz enzim aktivi-
teleri spektrofotometrik dlcim ile tesbit edildi (UV 1601-
Shimadzu).

Total antioksidan status tayini otoanalizatérde (Spe-
ctramax Plus, Molecular Devices, Sunnyvale, Ca, USA)
total antioksidan status kiti (Bioxytech AOP-490) ile tayin
edildi. Kit teminindeki sikintilar nedeniyle bu él¢om yalniz
NPDR ve PDR gruplarinda yapildi.

Trigliserit dUzeyleri kolorimetrik enzimatik test ile
otoanalizatérde (Hitachi 902) lipoprotein lipaz enziminin
katalize ettigi reaksiyon ile 8lculdU. Kolesterol duzeyleri
ise ayni yontemle kolesterol esteraz enziminin katalize
ettigi reaksiyon ile 8lguldu.

HbA1C dizeyleri, otoanalizatérde (Hitachi 902),
HbA1C kiti (Roche) kullanilarak tesbit edildi.

Gruplar arasi istatistiksel kargilagtirma tek yénlt var-
yans analizi testi (ANOVA) ile yapildi. Varyans homojenli-
gi saglanamadigi icin ANOVA testi yapilamayan HbA1C
ve total kolesterol parametreleri icin Kruskal-Wallis testi
uygulandi. Ayrica T-test ve Ki-kare testlerinden de yarar-
lanildi.

BULGULAR

Proliferatif diabetik retinopati (PDR) grubunun yas-
lart 40-72 (ortalama 57,32 +8,6), nonproliferatif diabe-
tik retinopati (NPDR) grubunun yaslart 40-80 (ortalama
60,16=9,5) ve kontrol grubunun yaglan 40-77 (ortalama
62,8+12,5) arasinda degismekte idi. 3 grup arasinda
yas agisindan istatistiksel farklilik bulunmadi (p>0,05).

PDR grubunda 16 erkek (%64), 9 kadin (%36) NPDR
grubunda 8 erkek (%32), 17 erkek (%68) hasta kontrol
grubunda 12 erkek (%48), 13 kadin (%52) mevcuttu.
Gruplar arasinda cinsiyet agisindan anlamli fark yoktu
(p>0,05). Hipertansiyon, PDR grubunda 11 hastada
(%44) varken NPDR grubunda 13 hastada (%52) mev-
cuttu (p>0,05). Bagka sistemik hastalik saptanmadi.

PDR grubunda 13 hasta (%52) instlin, 12 hasta oral
antidiabetik (%48) kullaniyordu. NPDR grubunda ise 6
hastada (%24) instlin, 19 hastada (%76) oral antidia-
betik kullanimi vardi. Bu iki grup arasinda ilag kullanimi
acisindan fark yoktu (p>0,05).

Her Ug grup igin kan HbA C, Trigliserid, HDL, LDL,
VLDL, total kolesterol, TBARS, GPx, katalaz ve total anti-
oksidan status ortalama seviyeleri tablo 1'de gdsterilmis-
tir. HbA,C seviyeleri PDR ve NPDR gruplarinda kontrol
grubundan yiksekti (p<0,001).

Trigliserit ve VLDL dizeyleri PDR ve kontrol grubu
arasindaki kargilagtirmada farkliydi (p=0,001). Total ko-
lesterol HDL ve LDL seviyeleri her 3 grupta birbirinden
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PDR grubu (n=25) NPDR grubu (n=25) Kontrol grubu (n=25) P
Total Antioksidan Status (mMUrik Asit) 0,41 = 0,1 0,36 = 0,7 - P<0,05
GPX (U/mgHb) 0,050 = 0,02 0,061 = 0,02 0,063 + 0,03 P> 0,05
Katalaz (U/mgHb) 0,160 = 0,06 0,164 = 0,07 0,194 = 0,07 P> 0,05
TBARS (mmol/grHb) 1,78 = 0,3 1,34 £0,5 0,05 +0,5 P< 0,05
Trigliserid (mg/dl) 2,28 = 0,2 2,17 =0,2 2,06 = 0,1 P=0,001
Total kolesterol (mg/dl) 202,8 + 48,3 200,48 + 46,8 180 =80 + 17,14 P> 0,05
HDL (mg/dl) 40,44 = 8,5 45,2 + 9,6 41,6 +8 P>0,05
LDL (mg/dl) 113,52 + 34,7 122 + 38,3 120,76 + 20,6 P>0,05
VLDL (mg/dl) 1,61 =0,2 1,47 =0,2 1,3+0,2 P=0,001
HbAlc (gr/dl) 8,11 =19 8,84 = 2,2 6,0+0,3 P<0,001

Tablo 1: Caligilan verilerin ortalama serum seviyeleri.

farkli degildi (p>0,05). TBARS seviyeleri incelendiginde
NPDR grubunda kontrol grubundan yiksekti (p<0,05).
PDR grubuna ait plazma TBARS seviyeleri hem NPDR
hem de kontrol grubuna gére anlamli olarak yiksek tes-
pit edildi (p<0,05). Gruplarin hicbirinde plazma TBARS
seviyeleri ile serum lipidleri arasinda iligki saptanmadi.
Eritrosit GPx katalaz aktiviteleri her 3 grupta farkl degildi
(p>0,05). Total antioksidan status PDR grubunda NPDR
grubundan istatistiksel olarak yUksek bulundu (p<0,05,
p=0,041). Ayrica istatistiksel incelemede glutatyon pe-
roksidaz ve katalaz enzimleri arasinda pozitif yénde
%45'lik bir iligki saptandi (p=0,023).

TARTISMA

Doku hasarinin miktari olugan serbest radikaller ile
antioksidan koruyucu sistem arasindaki dengeye bag-
lidir. Serbest radikal hasarindan koruyucu savunma vi-
tamin E, vitamin C, beta-karoten, glutatyon, Urik asid,
bilirubin ve cesitli metalollenzimler; glutatyon peroksidaz
(selenyum), katalaz (demir) ve superoksit dismutaz (ba-
kir, cinko, manganez) ve drnegin seruloplazmin (bakir)
gibi bazi proteinleri icerir®?. Bu savunma sistemi yeterli
olmadiginda lipid peroksidasyonu basglamasi halinde,
disuk molekdl agirlikli serbest radikal temizleyiciler, yag
asitleri yerine kendileri yUkseltgenerek, reaksiyonlarin
olusmasini énlerler’. Vitamin E ve beta-karoten lipofilik
molekiller olup radikallerle reaksiyona girerek biyolojik
membranlan lipid peroksidasyonundan korurlar. Vita-
min C, glutatyon, Urik asit ve bilirubin gibi non-enzimatik
antioksidanlar ise sitoplazmik yerlegimlidir®1°.

Bazi calismalarda bizimkinde oldugu gibi diabetik
hastalarda eritrosit GPx aktivitesiyle diabetik retinopati-
nin evresi arasinda iliski saptanmamugtir'™-'3. Kesavulu ve
ark.> GPx aktivitesini mikrovaskiler komplikasyonu olan
diabetiklerde daha diusuk bulmuslardir.

Eritrosit katalaz aktivitesinde diabetik hasta ve kon-
trol gruplarinda farkli olmadigini bildirenler vardir'.
Bununla birlikte eritrosit katalaz aktivitesinde azalmanin
oldugunu gdsteren yayinlar da mevcuttur®>. Biz gruplar
arasinda katalaz agisindan fark saptamadik.

Diabette artmig lipid peroksidasyonunun nedenleri
glukoz ve glikolize proteinlerin otooksidasyonu sonucu
artmig reaktif oksijen Urinleri ve enzimatik olmayan an-

tioksidanlarin azalmasidir. Ek olarak hiperglisemi trioz-
fosfat olusumunu arttirmaktadir. Trioz-fosfat oksidasyo-
nu ile alfa oxoaldehid ve hidroksiperoksit gibi iki serbest
radikal olusumuna yol agmaktadir. Lipid peroksidasyon
UrOnleri kan hicrelerine, membran lipid ve proteinlerinin
capraz baglarina oksidatif hasar verir ve bu da hicre
yaslanmasina yol acar'®. Hicresel yapilarin serbest ra-
dikaller araciligiyla gerceklesen lipid peroksidasyonu
yaslanmada, aterosklerozda ve diabetin ge¢ kompli-
kasyonlarinda rol oynar'. Lipid peroksidasyon Grinleri
tiyobarbitirik asit reaktif maddeleri (TBARS) olarak él¢tl-
mektedir'®.

Calismamizda bu bilgilerle uyumlu olarak TBARS
seviyesi en yUksek PDRP grubunda bulundu. Kontrol gru-
bunda ise en distk seviyedeydi. NPDR grubunun diger
iki grupla arasindaki fark da anlamliydh.

Bazi aragtrmacilar kolesterol, trigliserid ve TBARS
arasinda iligki bildirirken?, bazilari bu iligkiyi reddetmek-
tedirler'”. Bizim sonuclarimiza gére serum lipidleri ile
TBARS seviyeleri arasinda iligki yoktu. Ancak serum VLDL
kolesterol ve trigliserit seviyelerinin PDR grubunda kon-
trol grubundan yiksek oldugu saptandi.

Bizim calismamizi digerlerinden ayiran énemli bir
fark da NPDR ve PDRP gruplarini total antioksidan status
agisindan karsilagtrmamizdir. Calismamizda total anti-
oksidan status PDR grubunda NPDR grubundan anlaml
olarak yUksek tespit edilmistir. Literatirde bazi calismalar
diabetik hastalarin antioksidanlara ihtiyaglarinin arthigi-
ni géstermektedir'®'2. Artan ihtiyaci kargilamak igin bazi
antioksidan ajanlar azalirken digerleri bu olay: telafi et-
mek igin artmaktadir. Sonuglarimizda GPx ve katalaz ak-
tivitelerinin farkli olmamasini ve total antioksidan duru-
mun PDRP grubunda yuksek olmasini bu mekanizmaya
baglayabiliriz.

Diabetin  komplikasyonlari  metabolik stresin  bir
sonucu gerceklesmektedir. Metabolik stres de oksidatif
stresin artmasina neden olur. Bu diabetik komplikas-
yonlarina sebep olan yapisal ve iglevsel hasari olugtur-
maktadir'®. Diabetik retinopati gelisme riski ayrica k&t
glisemik kontrol ve diabetin siresi ile de artmaktadir'?.
Organizmada proteinler uzun sure yiksek yogunlukta
glukoza maruz kalirlarsa glukoz hizla proteinlerin amino
gruplarina non-enzimatik yolla baglanir. Glikozillenmisg
proteinler otooksidasyona ugrar ve bu sirada serbest ra-
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dikaller Uretilir'®2°. Bu sebeple biz de ¢alismamizda se-
rum HbA C degerlerini inceledik ve NPDR ve PDR grup-
larinda kontrol grubundan yuksek bulduk.

Diabetik hastalarda oksidan ve antioksidan meka-
nizmalar arasinda olusan dengesizlik diabetin mikro-
vaskiler komplikasyonlarinda rol alabilmektedir. Son
yillarda diabetik retinopati tedavisinde énerilen medikal
tedavi secenekleri ile umut verici gelismeler bildirilmek-
tedir. Diabetik hastalarda iyi kan sekeri ve lipid regilas-
yonunun yanisira antioksidan vitamin ve mineral teda-
visiyle diabetik retinopati gelisiminin geciktirilebilecegini
disinmekteyiz.
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