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DENEYSEL RETINAL iSKEMi VE REPERFUZYON OLUSTURULAN
KOBAYLARDA VITAMIN E TUREVLERININ GLUTATYON DUZEYINE ETKISI
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The Effects of Vitamin E Derivatives on the Level of Glutathione in Experimentally Ischemia-Reperfusion Induced
Guinea Pigs

Summary

The purpose of this study is to determine protective effects of vitamin E derivatives against oxygen radicals in
guinea pig retina with ischemic injury. The right eyes of 40 male guinea pigs weighed 500-600 g were used and
we divided them into 5 groups with randomly selected 8 guinea pigs. The animals were randomly assigned as
group 1 (control), group 2 (I/R), group 3 (/R + alpha- tocopherol), group 4 (I/R + gamma-tocopherol) and group
5 (/R + d-alpha-tocopherol polyethylene glycol 1000 succinate, TPGS). Groups 2. 3. 4 and 5 were applicd
ischemia-reperfusion (I/R) and recevied serum physiologic, alpha-tocopherol, gamma-tocopherol and TPGS
respectively. Retinal ischemia was induced for 90 minutes then followed by reperfusion for 24 hours. The
animals were sacrificed at 24 hours of reperfusion. Then, retinas were isolated and processed for the
quantification of glutathione (GSH) levels.

According to retinal GSH levels gamma-tocopherol did not have significant protective effect (p=0.53). Alpha-
tocopherol and TPGS groups had significant protective effect but in the comparision of these two groups no
statistically significant difference was determined (p=0.60).

Our results suggest that according to GSH levels in eyes that were induced to ischemia-reperfusion, vitamin E
derivatives especially alpha-tocopherol and TPGS can have protective role by decreasing lipid peroxidation.
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Ozet

Bu ¢alismada iskemi-reperfilizyon (I/R) siirecinde oksijen radikallerinin zararh etkilerini engelleyen vitamin E
tiirevlerinin, kobay retinasinda olusturulan iskemik hasarn Onlemedeki etkinlikleri arasunlmigur. Calismad a; 400-
600 gram agirhginda, 40 adet, erkek Guinea pig (kobay)’ in sag gozii kullamilmistir. Kobaylar her bir grupta 8
denek olacak sekilde 5 esit gruba aynlmusur: Grup 1 (kontrol), grup 2 (I/R), grup 3 (/R+alfa-tokoferol), Zrup 4
(I/R+gama -tokoferol) ve grup 5 [I/R+d-alfa-tokoferol polietilen glikol 1000 siiksinat (TPGS)). Grup 2, 3, 4 ve §'
e /R islemi yapilmus ve grup sirasina gore serum fizyolojik, alfa-tokoferol, gama-tokoferol ve TPGS
uygulanmistr. Kobaylara 90 dakika retinal iskemi uygulanmis ve takiben 24 saat reperfuzyon onaminda
bekletilmistir. Reperfizyonun 24. saatinde denekler oldiiriilerek retinalan izole edilmiy ve retinal glutatyon
(GSH) seviyesi olglilmiigtiir.

Retina glutatyon diizeylerinde; gama-tokoferol grubunun iskemi grubuna gore anlamh koruma saglamadigi
saptanmigtir (p=0.53). Alfa-tokoferol ve TPGS gruplanmin iskemi grubuna goére anlamh koruma sagladig
saptanirken kendi aralannda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik saptanmanmustir (p=0.60).

Bu sonuglar degerlendirildiginde; retina GSH diizeyleri ile, akut iskemi-reperfiizyona maruz kalan gozlerde,
dzellikle alfa-tokoferol ve TPGS’ de daha belirgin olmak tizere vitamin E tiirevlen lipid peroksidasyonunu
azaltmaktadir,

Anahtar Kelimeler: Retina, iskemi-reperfiizyon, vitamin E

Giris
iskemi-reperfiizyonun olusturdugu doku antioksidan ajanlanin etkinligi son yilann Snemli
hasarinda oksijen serbest radikallerinin rolii ve arasuirma konulanindan birisidir. Iskemi hasan, bir
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dokuyu besleyen arteriyal sistemin belli bir zaman
dilimi iginde tikanmasi sonucunda ortaya g¢ikan
durumdur (1). iskemi hasarinin giderilmesi igin, bu
kntik zaman diliminde dokunun tekrar oksijene
olmasi sarttir. Iskemi olusmus dokuda kan akiminin
yeniden saglanmasma reperfizyon denilmcktedir.
Ancak, reperfiizyon sirasinda oksijen serbest
radikallerinin rol oynadig: reperfiizyon hasari olusur
).

Retinanin oksijen ile iligkili hasara kargi birtakim
savunma mekanizmalan vardir. Retina reaktif oksijen
molekiillerine  karst enzimatik  detoksifikasyon
yapmakta veya E vitamini ile radikal zincir
uzamasim sonlandirmaktadir. Retinada vitamin E ve
siiperoksid dismutaz, glutatyon peroksidaz gibi
enzimler mevcuttur (3-5).

Glutatyon, serbest radikaller ve peroksitlerle
reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara kars
koruyan 6nemli bir antioksidan ajandur (6).

Vitamin E, membranlarda diisiikk konsantrasyon-
larda bulunmasina ragmen lipidde ¢6ziinen zincir
kinci1 baglica antioksidandir. Vitamin E benzeri
etkiye sahip bilesiklerden tokoferoller; alfa, beta,
gama ve delta olmak iizere 4 gesit molekil ve
bunlann steroizomerlerinden olusur (7). Yeni bir
vitamin E tiirevi olan d-alfa-tokoferol polietilen
glikol 1000 siksinat (TPGS), hidrofilik polar bag
(tokoferol siiksinat) ve lipofilik alkil kuyruga
(polietilen glikol) sahip olup suda ¢oziinir ozellik
gostermektedir (8,9).

Bu galiymada; deneysel iskemi-reperfiizyon
olusturulan kobay retinalannda serbest radikal
giderici etkiye sahip vitamin E tiirevlerinin (alfa-
tokoferol, gama-tokoferol ve TPGS) retinal dokuya

etkisi, retina glutatyon diizeyleri  olgiilerek
arastinlmagtir.
Materyal ve Metot

Bu ¢alisma, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Géz
Hastaliklar Anabilim Dali ve Firat Universitesi Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Molekiiler
Biyoloji Laboratuarinda yapilmustir. Denekler, 400-
600 gram agirhpinda erkek cins 40 adet saglikh
pigmentli Guinea pig (kobay)’den olusmustur.
Kobaylar her bir grupta 8 denek olacak gekilde 5
gruba aynlmustr,

Grup 1 (kontrol/noniskemik grup): Bu gruba
herhangi bir islem yapilmamis 6lup, sadece normal
degerlerin  saptanmasi amaglanmigtir.  Grup 2
(iskemi/reperfiizyon grubu): Bu gruba iskemi-
reperfiizyon (I/R) islemi yapilmig ve plasebo olarak
serum fizyolojik verilmigtir. Grup 3 (alfa-tokoferol),
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grup 4 (gama-tokoferol) ve grup 5 ( TPGS grubu):
Bu gruplara ise I/R iglemi sonrast sirasiyla alfa-
tokoferol, gama-tokofcrol ve TPGS uygulanmistir.

Calismada, biitiin dencklerin bir gozi kullamildi.
Deneklere intramiiskiller 50 mg/kg Ketamin
hidrokloriir (Ketalar, Eczacibagi, Tirkiye) ve 5
mg/kg Xylazin  hydrochlonde (Rompun, Bayer,
Tirkiye) kombinasyonu ile anestezi ve analjezi
uyguland: (10). Grup 2,34 ve 5" deki dencklerde
retinal iskemi olusturmak amaciyla, distile su siscsine
ucunda insiilin ignesi olan serum seti takilmis ve bu
insiilin ignesi ile temporal limbustan 6n kamaraya
gitilmistir. Goz ici basinc1 150 mmHg olacak sckilde
serum sisesi 204 cm yikseklige ¢ikartilarak tespit
edilmis ve bu yilkseklikte 90 dakika sireyle
tutulmustur (10). Iskeminin baslamasiyla birlikte
grup 2’ye lml serum fizyolojik subkutan olarak
verilirken; grup 3’e yagda ¢oziinen %67'lik
konsantrasyondaki  d-alfa-tokoferoliin ~ (Eastman
Kodak, ABD) 880 IU/kg/giin toplam dozun ilk 'A4’(i,
grup 4’e yagda ¢oziinen %99’luk konsantrasyondaki
d-gama-tokoferoliin (Eastman Kodak, ABD) 1070
IU/kg/giin toplam dozun ilk %’ii, grup 5’e ise suda
¢oziinen %20’lik konsantrasyondaki d-alfa-tokoferol
polietilen glikol 1000 siiksinatin (Eastman Kodak,
ABD) 774 1U/kg toplam ginlilk dozun ilk '“%’i
subkutan olarak uygulanmustir,  Plasebo  ve
tokoferoller ayni bélinmiis dozda 6, 12 ve 18’inci
saatlerde  tekrarlanmustir.  Doksan  dakikahk
iskemiden sonra, denekler 24 saat siireyle
reperflizyon ortaminda bekletildi  ve takiben
intrakardiyak 50 mg/kg tiyopental sodyum (Pentothal
Sodium, Abbott) ile dldiirilip gozler eniikle edildi.
Gozler, eniikleasyon sonrasi buz kabi Gzerine konup,
ameliyat mikroskobu yardimiyla retina dokusu
koroidden aynlarak tiiplere kondu ve bu tipler derin
dondurucuda -80°C’de muhafaza edildi.

Biyokimyasal incelemede, antioksidan ajan
glutatyon ol¢imi su sekilde yapilmisur: Ayiraci
olugturan maddeler: Ayirag I: 0.2 N hidroklorik asit
(HCl) Iginde 12x107 M kromojenik ayirag
solisyonu. Ayirag 1I: %30 sodyumhidroksit (NaOH).

Tampon Solisyonu (S3): 0.2 mM dietilentriamin
pentaasetik asit (DTPA) ve %0.025 (W/v) lubrol
iceren 20 mM potasyum fosfat pH 7.8 (25°C),
(11,12).

Retina doku 6meklerinin hazirlanmasi: 1) %0.9
NaCl soliisyonu ile yikandi. 2) Doku foil kagt
lizerine birakilip agirh@ tarularak belirlendi. 3) Buz
ile sogutulmus metafosforikasit ¢ahisma
soliisyonunda doku homojenize edildi. 4) 4°C’de 10
dakika 3000 g’de santrifiij edildi. 5) Ust kisimdaki
faz ahnarak ve 0-4°C’de analiz zamamina kadar
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bekletildi. Bulutsu sitpernatant 0.2 pm’ lik filtreler ile
silzilldi (11).

Aymraglar, tampon soliisyonu ve retina doku
omekleri hazirlandiktan sonmy, glutatyon seviyesinin
Olgimii ~ Anderson”  un uyguladiyi  yontemle
yapilmigur (11,12).

Grup degerleri ortalama + standart sapma (SS)
olarak gdsterilirken; gruplar arast karstlagtirmalarda
p<0.0001 degeri, gruplar arast ikili kargilagtirmalarda
ise p< 0.05 degeri anlamh olarak kabul edilmistir.
Retinal  dokuda GSH  diizeyi degerlendirilirken,
gruplar arast karsilagtirmada Kruskal-Wallis tes,

grupla‘r arasi ikili karsilagtirmada ise Mann-Whitney
U testi kullamlmistr.

Bulgular

Kontrol, iskemi/reperfuzyon, alfa-tokoferol,
gama-tokoferol ve TPGS grubu deneklerinin retina
dokularina ait ortalama glutatyon (GSH) degerleri
grup sirasina gore 1.5+6.3, 1.0£0.1, 1.8+0.4, 1.0+0.1,
ve 1.740.2 (pg GSH/mg retina yas agirhk) olarak
saptanmus ve $ckil 1’de gosterilmistir.

"
4

225 4
200
s

3

|25J‘
1.00
0rs

GSH (ug/mg retina yay afirlik)

oo o
3 ue

Isk~ep. Alfa-lok Gama-lok TPGS

Graplar

Sekil 1. Kontrol, iskemi-reperfiizyon, alfa-tokoferol, gama-
tokoferol ve TPGS gruplanmn ortalama + standart sapma
GSH degerlen

Calismamizdaki bes grubun Kruskal-Wallis testi
ile istatistiksel olarak kargilastirilmalarinda gruplar
arasinda anlamli farkhlik saptanmustr (p<0.0001).
Daha sonra gruplarin ikili karsilagtirmalari Mann-
Whitney U testi ile yapilmistir. Kontrol grubunun,
iskemi grubu ve gama-tokoferol grubu ile
kargilagirmalarinda  kontrol grubunda istatistiksel
olarak anlamh derecede yiikseklik bulunmugtur
(p<0.001). Her bir ilag grubunun iskemi grubu ile
kargilagtirmalaninda, gama-tokoferoliin istatistiksel
olarak anlamli bir koruma saglamadigi (p=0.53),
buna karsilik alfa-tokoferol ve TPGS grubunun
anlamli  koruma sagladigt  saptanmugtir.  llag
gruplannin birbirleri ile yapilan kargilagtirmalarinda,
alfa-tokoferol ve TPGS grubunun gama-tokoferole
gore anlamh koruma sagladigi saptanirken (p<0.001),
alfa-tokoferol ve TPGS gruplan arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farkhilik saptanmamugtir (p=0.60).
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Tartiyma

{skemi ve reperfiizyon hasarinda dokuda ne gibi
degisiklikler olustugu, dokularda olusan hasarnn
mekanizmalart ve bu  hasarda  oksijen  serbest
radikallerinin - rold ve serbest radikal  giderici
ajanlarin ctkinligii konusunda son yillarda bir ok
aragtirma yapilmigtir (13-16).

insan retinasinin iskemi-reperfiizyon hasar gorsel
kayip ve morbiditeyc yol agabilmektedir. fskemi,
retinanin vazooklusif ve vazoproliferatif
hastaliklarmnda dnemli bir rol oynamaktadir (17).
Retinamin  arter ve ven tkamkhklan, diabetik
retinopati, prematiic  retinopatisi, orak  hiicre
anemisine  bagh  retinopati  ve  inflamatuar
hastaliklarda retina  iskemi-reperfizyon hasarina
ugrayabilir - (18,19). Iskemiyi takiben gelisen
reperfiizyon sirasinda, reperfiizyon hasart olarak
adlandirilan bir fenomen ortaya ¢ikmaktadir. Dokuya
tekrar oksijen desteginin saglanmasi ile serbest
oksijen radikalleri agiga ¢ikmakta ve hasar daha gok
artmaktadir  (20). Serbest radikaller, mecmbran
lipidlerini  peroksidasyona  ugratarak, hiicrede
proteinlerin, karbonhidratlanin, niikleik asit ve
DNA’nmn yapisim degistirerck, kalsiyum dengesini
bozarak, aspartat ve glutamat gibi uyarici
aminoasitlerin salinimini uyararak doku hasarina yol
acmaktadir (15,21).

iskemi ve reperfiizyonun olusturdugu hasarlan
azaltmak ve onlemek amaciyla birgok farmakolojik
gjanla degigik ¢aligmalar yapilmigtir (18,19,22,23).
Bu ¢aligmalarda, iskemi olusturmak amaciyla
kullantlan en giincel metod gozigi basincinin (GIB)
sistolik basincin lizerine ¢ikartilmasidir (18,24,23).
Bu metodun alternatifi is¢ vaskiler yatagin
baglanarak retinal iskemi olusturulmasidir. Biz de
¢aliymamizda retinal iskemiyi, kobay goz igi
basincint  sistolik  basincin  {izerine  ¢ikartarak
gerceklestirdik. Bu metodun tercih nedeni kolay
uygulanabilir ~ ve  geri  cevrilebilir  olmas,
reperflizyonun kolay baglatilabilic ve kobaylarda
rahat uygulanabilir olmasidir.

Retinanin oksijen ile iligkili hasara karsi birtakim
savunma mekanizmalar vardir. Retina reaktif oksijen
molekiillerine  kargt  enzimatik  detoksifikasyon
yapmakta veya vitamin E ile radikal zincir uzamasini
sonlandirmaktadir  (4). Retinada  vitamin  E,
siiperoksid dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz
mevcuttur.  Iskemi-reperfiizyonun dokuda neden
oldugu oksidatif stres ortanunda, mevcut savunma
mekanizmalar yetersiz kalacagindan, olusabilecek
hasart &nlemek i¢in gesitli antioksidan maddeler
kullanilmaktadir. Bu maddelerden vitamin E,
membranlarda diisiik konsantrasyonlarda
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bulunmasina ragmen, lipidde ¢dziinen zincir kinc
bashca antioksidandir. Lipidde ¢Ozinirligintn
yiksek olmast nedeniyle kolayca membran
fosfolipidlerine difiize olabilmekte ve 20 karbonlu
doymamug yag asitlerini indirgeyerek serbest oksijen
radikallerinin biomembranlarda olusturabilecegi lipid
peroksidasyonunu §nlemektedir (26). Bu madde, kedi
yavrulannda iskemiye bagh gelisen vazoproliferatif
rctinopatinin -~ gelisimini dnlemcktedir  (27).
Elcktroretinografik ¢aligmalar sonucunda E vitamini
eksikliginin primer ctkisinin fotoreseptorler Gzerine
oldugu saptanmigtir (28). E vitamini cksikliginde
retinada uzun zincirli ¢oklu doymamus yag asitlerinde
geri doniiglimsiiz  kayip, lipid peroksidasyonunda
artma ve membran gegirgenliginde degisiklik
gozlenmistir (28). Tokoferol, rod dig segment (RDS)
membrani  fiziksel 6zelliklerini  degistirerek  ve
membran lipidlerinin  rigiditesini  ve diizenini
ayarlayarak etki gostermektedir. Ciddi vitamin E
eksikligi olan geng g¢ocuklarda sik bir bulgu olarak
rod dejenerasyonu ile birlikte gece korldgi
goriilmektedir (29).

Yapilan ¢ahsmalarda, farelerde 90 dakika iskemi
sonrasi uygulanan reperfiizyonda, vitamin E’nin
belirgin sekilde azaldig: saptanmistir (30). E vitamini
glutatyon peroksidaz ve C vitamini ile birlikte
hydroperoksidleri azaltmaktadir (5).

Glutatyon (GSH) antioksidan olarak, yabanci
biyolojik maddelerin detoksifikasyonunu saglayan
reaksiyonlarda yer alma, izomerasyon
reaksiyonlannda kofaktér olarak kullamlma ve
sistein icin depo gorevi yapma gibi Onemli
fonksiyonlara sahiptir (31). GSH molekiili, RDS’ye
karsi koyan hiicresel savunma sistemi igin ok
onemlidir. GSH, enzimatik olmayan reaksiyonlarda
radikallerle direkt reaksiyona girer. Aynca GSH,
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