T.C.
Kirikkale Universitesi
Tip Fakdiltesi
Go6z Hastaliklari Anabilim Dali

Ultraviyole B lsinina Maruz Birakilan Rat Gozlerinde
Retinol Palmitatin Fotokeratit Qlumunu Onleyici
Etkisinin Deserlendirilmesi

UZMANLIK TEZ i

DR. MEHMET CANER HLIiZAY

DANISMAN

Yrd. Dog. Dr. Nesrin BUYUKTORTOP

2013-KIRIKKALE



ONAY SAYFASI

T.C.
KIRIKKALE UN iIVERSITESI TIP FAKULTES i
GOZ HASTALIKLARI ANAB iLiM DALI

GOz Hastaliklari Anabilim Dali uzmanlk programirgevesinde yurittlnd olan
Arastirma Gorevlisi Dr.Mehmet CanerilHZAY’In “Ultraviyole B 1sinina maruz
birakilan rat gozlerinde retinol palmitatin foto&etr olusumunu onleyici etkisinin
dezerlendiriimesi” konulu caymasi, aagidaki juri tarafindanUZMANLIK TEZ i
olarak kabul edilnytir.

Tez Savunma Tarihi: 14.11,2013

Yrd Dog. Dr. Nesrin BUYUKTORTOP
Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi
G0z Hastaliklari A.D.

Jiri Bgkani
Yrd. Dog. Dr. Reyhan QGUREL Yrd. Dog. Dr. Zafer ONARAN
Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Kirikkale Wrirsitesi Tip Fakultesi
GO0z Hastaliklart A.D. Go6z HastaliklarD.

Uye Uye



TESEKKUR

Uzmanlik gitimim boyunca bilgi ve tecrubelerinden yararlagfich hocalarim Sayin
Doc. Dr. Kemal ORNEK’e, Sayin Yrd. Dog. Dr. ZafeNARAN’a, Sayin Yrd. Dog.
Dr. Reyhan GUREL'e ve Sayin Yrd. Dog¢. Dr. Nurgil ORNEK'e sonsuz

tesekkUrlerimi sunarim.

Klinikte bulundygum sure zarfinda hemgé@m sorumlum hem de tez damanim
olarak bana ve tezime bilimsel tecribeleriyle kdakbulunan; akademisyen Kighin
yani sira Kili giyle de bana 6rnek olan tez dgmani hocam Sayin Yrd. Dog. Dr. Nesrin
BUYUKTORTOP’a sonsuz tekkirlerimi sunarim.

Tez calgmamiz sirasinda bizden desteklerini esirgemeyererver Hekim Cengiz
YALCIN’'a ve tium Ankara [Eitim ve Aratirma Hastanesi hayvan laboratuvari

personeline sonsuzsekkirlerimi sunarim.

Deney modelimizi olgturmak icin gerekli olan ultraviyole cihazini ve tdterapi
Unitesini kullanimimiza sunan ve yardimlarini esingyen Kirikkale Universitesi Tip
Fakultesi Dermatoloji Ana Bilim Dali B&ani Sayin Prof.Dr. Mukadder KOCAK’a ve

Arastirma Gorevlisi Dr. Esra OCAL’aonsuz tgekkirlerimi sunarim.

Tez calsmama katkilarini esirgemeyen ESOGU Histoloji ve Eyatoji Ana Bilim
Dali dgretim Uyesi sayin hocam Prof Dr. VarShhintirk’'e sonsuz tekkurlerimi

sunarim

Tez calsmama katkilarini esirgemeyen ESOGU Biyoistatistiiretim (yesi sayin

hocam Dog. Dr. Setenay Oner’e sonsiek&irlerimi sunarim

Tip esitim ve @grenim hayatimda desteklerini yanimda hisggtti aileme sonsuz

minnet ve sevgilerimi sunarim.



OZET

Filizay C, Ultraviyole B 1sinina maruz birakilan rat gozlerinde retinol palmitatin
fotokeratit olusumunu onleyici etkisinin deserlendiriimesi, Kirikkale Universitesi
Tip Fakultesi G6z Hastaliklari Anabilim Dali, Uzmank Tezi, Kirikkale, 2013

Fototoksik keratit, kar korigil, kaynakcl keratiti, fotokeratit, ultraviyole kéta fazla
sure veya dozda ultraviyole (UV3imina maruz kalmakla ortaya c¢ikan akut kornea
hasarina verilen isimlerdir. Siklikla koruyucu dgideltakmadan kaynak yapan veya ki
sporlari ile @rasan kkilerde gorulmektedir. Ultraviyole hasarina gha belirtiler
genellikle 6-12 saat icerisinde ortaya cikmaktadiastada yuzeysel punktat keratit,
total epitel deskuamasyonu ve bunglbaiddetli ggri ve gorme kaybi goértlmektedir.
Go6z kapama, siliyer spazmi ¢ozicigriakesici damla ve suni gozyiadamla gibi
semptomatik tedavi ile 36-72 saat icinde kornedadgmepitelize olmaktadir. Ancak bu
iyilesme sirecinde hastgrai ve is gbremez haldedir.

Ultraviyole sini epitelde mitozu inhibe etmekte, nikleer fragtaayion yapmakta,
stroma keratositlerinde geri dauimli hasara ve endotelde pleomorfikgidiliklere
sebep olmaktadir. Bu hasarda serbest radikalledinoynadgl ve bazi antioksidan
ilaclarin hasarin ortaya ¢ikmasini énlemede veglaviee etkili oldgu deneysel olarak
gosterilmektedir. A vitamini (Vit-A, retinol palrmat) antioksidan etkisi oldw bilinen
bir maddedir ve literatirde farkli mekanizmalarlasturulan kornea epitel hasarinin
tedavisinde faydali oldiu bildiriimektedir. Retinol palmitat iceren Vit-Ags ™ goz
kremi; A vitamini eksiklgine bal keratokonjonktivit, atopik keratokonjonktivit,
kseroftalmi gibi kornea bozukluklari icin terapogkdikasyonu olan bir ilactir. Ancak
ultraviyole hasari Onlemeye veya tedavi etmeye Monetkisi olup olmadg

bilinmemektedir.

Calismamizda ratlarda fototoksik keratit modelinde reltipalmitatin hasari 6nleyici
etkisini incelemeyi amacladik. 15 adet Wistar ciediek rata UV cihazi ile 311 nm
dalga boyunda UV-Bsini vererek totalde 1 J/¢nenerii ile fototoksik keratit modeli



olusturduktan sonra 14 rat iki cghna grubuna ayrildi. Birinci gruba 5. dakikada, diin
gruba 120. dakikada olmak lizere sgzlere 250 1U/ml Vit-A pos kref sol gozlere
sadece tayicl madde (Vit-A pos kremdekiggyici madde olan vazelin, parafin, lanolin
karisimi) uygulandi. Retinol palmitatin serbest radikakarini olasi durdurucu etkisi
dokusal dizeyde Hematoksilen&Eozin boyama ve hatidiszeyde TUNEL apoptosis
immunohistokimyasal kit sistemi ile ¢calarak deerlendirildi.

Bu sayede etken maddenin kornea epitgfindaki korneal hicrelere olasi etkileri
incelendi.istatistiksel olarak retinol palmitat uygulanarg sgzler ve retinol palmitat
uygulanmayan sol gozler morfoloji ve apoptotik rgisayilari agisindan kaastirildi.
Ayrica 5. ve 120. dakikada ila¢ uygulanan gruplaagiai parametreler kglastirilarak
ilacin zamanlamasinin sonuclara etkisi olup olfadisaptanmaya calld1.

Elde edilen histopatolojik ve immunhistokimyasal Igularin istatistiksel analiz
sonugclarl giginda retinol palmitat etken maddesi iceren kremulssigan gozler ile
sadece tayici madde iceren krem uygulanan gozler arasimtizdl fark bulunamadi.
Retinol palmitatin istatistiksel anlamli olarak dkeratit olyumunu engelleyici etkisi
saptanamadi. Ayrica ilacin 5. veya 120. dakikadgulandg! iki grup arasinda da
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edildieAncak 120. dakikada g@goze Vit-A
pos kremM" uygulanan grupta hasarirngdi gruplara gore biraz daha az hasar gogildii
kanaatine varildi.

Calismamizda sonu¢ olarak retinol palmitatin literatUtoidirtilen diger A vitamini
tirevi antioksidanlar gibi ultraviyole Kkeratitinimrtaya cikmasini onleyici etkisi
olmadgi gosterildi. Ancak epitel iyilgmesi Uzerine bilinen olumlu etkileri nedeniyle
ultraviyole keratitinin tedavisinde faydali olalukgini disinmekteyiz. Bu nedenle daha
sonraki cakmalarda tedavi sirecine olan etkilerinin sardmasinin yol gosterici

olduguna inanmaktayiz.

Anahtar Sozcukler. A vitamini, fototoksik keratit, kaynakgi keratitkar korl(gu,

kornea, rat, retinol palmitat, ultraviyole.



ABSTRACT

Phototoxic keratitis, snow blindness, welders kisat photokeratitis, ultraviolet
keratitis are the names given to acute corneatynjuie to excess dose or duration of
ultraviolet (UV) radiation. It is generally seen welders working without protective
glasses or the ones dealing with winter sports. @gms of ultraviolet injury starts in
6-12 hours, there is superficial punctate keratibtal epithelial desquamation causing
severe pain and visual loss. Cornea is reepitleelimethin 36-72 hours with
symptomatic treatment such as eye patching, pdier land ciliary spasmolytic eye
drops and artificial tears. But during this healpggiod patient is painful and unable to
work.

Ultraviolet radiation inhibits mitosis in epithetiy produces nuclear fragmentation,
causes reversible injury in stromal keratocytes ghebmorphic changes in the
endothelium. Experimentally, it is shown that fre€elicals play role in this injury and
some antioxidant drugs prevent the damage or deetieke in treatment. Vitamin A
(Vit-A, retinol palmitate) is a known antioxidannhé it is shown to be effective in
treatment of corneal epithelium injuries of othezamanisms. Vit-A pd$' eye ointment
(trade mark of retinol palmitate) has indicationr foorneal disorders such as
keratokonjunctivitis due to vitamin A deficiency,topic keratokonjunctivitis,
xerophthalmia. But it is not known that this drugslan effect on ultraviolet injury.

In our study we aimed to evaluate whether retirsdhyitate had a preventive effect on
phototoxic keratitis model in rats. After creating phototoxic keratitis model on 15
rats with a UV equipment producing a UV radiatidr8d1 nm wavelength and 1 J/&ém
of energy 14 rats were recruited into 2 study gso@ne group received 250 IU/ml vit-
A-pos™ ointment to right eyes and vehicle (vaseline, fiarand lanolin) to left eyes
in 5" minute and second group received the same i ¥@Mhute. The possible
preventive effect of retinol palmitate against freslical injury was evaluated by
hematoxyline&eosin staining on tissue basis and BWNEL apoptosis
immunohistochemistry method on cellular basis. Big twvay we also observed other
possible positive effects of this active ingrediesmt corneal tissues other than
epithelium. Statistically morphology and apoptatedl counts were compared between

right eyes receiving retinol palmitate and left ymt receiving retinol palmitate, Also

\'



same parameters were compared between the eyes mehiived drug in'Sand 128
minutes, in order to evaluate the timing on resuhscording to the results of
histopathologic and immunohistochemical findingsréhwas no statistically significant
difference between the eyes that received retiabhpate and the eyes received only
vehicle. It couldn’t be detected that retinol pahte had significantly preventive effect
on the onset of phototoxic keratitis. Besides theses no statistically significant
difference between the groups where the drug wadiesbon %' or 120" minutes.
However the damage was seemed to be less in tisethfereceived Vit-A pos kret

on 128" minutes.

In conclusion, in our study retinol palmitate wa®wn to have no preventive effect on
the onset of ultraviolet keratitis as other vitanmAn derivatives on the literature.
However we think that retinol palmitate can be ubkeh treatment of ultraviolet
keratitis on the basis of it's known positive eteon epithelial healing. Therefore we
believe that it will be helpful to evaluate it'sfefts on treatment process in further

studies.

Key Words: Vitamin A, snow blindness, welders flash, phoxitokeratitis, cornea,

keratitis, rat, retinol palmitate, ultraviolet.
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1. GIRIS

Fototoksik keratit belli doz veya dalgaboyunda auiyole sinina maruz kalmak ile
ortaya cikan kornea hasarina verilen isimdir. Witrale keratiti, kaynakc! keratiti, kar
korlugu gibi bagka isimlerle de anilan fototoksik keratit korneatelphnde eksfoliasyon,
azalmg gorme keskinfii, inflamasyon, 6dem, kizariklik vega ile karakterizedir.
Ultraviyole sini sadece kornea epiteline hasar vermekle kalnméymgkornea katlarinda

hatta lens ve retinada inflamatuaggeklikler ortaya ¢ikarabilmektedir.

Ultraviyole keratiti korunmasiz kaynak yapan kaynagilerinde, gerekli koruyucu
donanimi kullanmayan kisporcularinda ve ozon tabakasi defekti bulunarenenl
kusaklarinda korunmasiz gignebanyosu yapan $lerde gorulebilmektedir. sin
maruziyetinden 6 ila 12 saat sonsaldetli gr ve gorme az§i balamaktadir.
Muayenede yluzeyel punktat keratit, epitel deskugoras konjonktiva kemozisi,
lakrimasyon, blefarospazm goérulmektedir. Bu klitaklonun iyi bir yoni silier spazmi
cbzlcu damlalar,@u kesici damlalar, suni gozyagibi ilaglara cevap vererek tablonun
36-72 saat icinde kornea reepitelize olarak norndidemesidir. Hastalarda tedavi
sonras! bir sekel gozlenmemektedir. Ancak reepdsiion tamamlanana kadar hasta
cok arih ve is goremez haldedir. Erken dénemde olaya midahalenesii sglci

kaybinin dnlenmesi acisindan énemlidir.

Ultraviyole sinin meydana getirgi hasara bgi epitelde mitoz inhibe olmakta, nukleer
fragmantasyon olumakta, stroma keratositlerinde geri dginiali hasar ve endotelde
pleomorfik dgisiklikler meydana gelebilmektedir. Bu hasarda iriikihler, sitokinler,
matriks metalloproteinazlari ve niukleer fakii-(NF- «B) gibi ¢esitli proinflamatuar
ajanlarin rol oynagh gosteriimektedir. NF«B aktivasyonu ile inflamatuar hicreleri
toplayan induklenebilir nitrik oksit sentaz (i-NOSg siklooksijenaz-2 (COX-2) gibi
anahtar inflamatuar medyatérlerin transkripsiyonwz tkazanmaktadir. Deneysel
calismalarda fototoksik keratitin patogenezinde serbasiikallerin rol oynadii ve
topikal astazantin, laktoferrin, intraventz C vitam diyette zerumbon, diyette C
vitamini, intraperitoneal okreotid gibi gdi anti oksidan maddelerin hasarin ortaya

ctkmasini 6nlemede veya tedavide etkili @dgosteriimektedir (1-5).



Calismamizda antioksidan etkisi bilinen ancak fototokkdeatit Uzerine etkisi daha
once bildirilmems bir A vitamini tirevi olan retinol palmitatin fotoksik hasarin
onlenmesine yonelik etkisi UV-Bsini ile olwturulan deneysel keratit modelinde

arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KORNEA EMBR iYOLOJiSi

Go6z kdresinin  embriyolojik geliminde noéral ektoderm, ylzeyel ektoderm ve
mezerim olmak tzere u¢ dokunun katkisi bulunmaktaBmbriyogenezis doneminde
kornea stromasi ve endotelin ghmunu s@layacak néral krest hiicreleri, néral gila
dorsalindeki néroepitelyal hicrelerden kdken aKornea endoteli ve stromasinin
kokeni hakkinda bazi farkh g&lér mevcut olup kornea endotel hcrelerin ve
keratositlerin ndral krest hicresi kokenli ofgh sonradan mezeimal hiicrelere
farkhlastigli sonucuna varilngtir. Kornea epiteli intrauterin hayatin 5. haftasindaeyii
ektoderminden gelimeye balar. Bowman membrani ise gestasyonel hayatin hday!
kornea epitelinin altinda eozinofilik bir membraaklinde izlenebilen bir yapi olup
korneal stromanin mezgmal hicreleri tarafindan Uretiliyor gibi gorinmed@tr.
Descement membraninin ise gestasyonel 8. haftattstedrhiicrelerince obum sireci
baslatiimistir. (6)

2.2. KORNEA ANATOM isi

Kornea gtz kuresinin 6n kisminda yer alir. G6z kiimie ds tabakasinin 1/6’lik kismini
olusturan saydam ve damarsiz bir yaeklinde organize olmgur (7). Kornea skleraya
saat cami misali yerenis ve 40-45 Dioptri (D) kirma guict olan konveks biizgye
sahiptir. Optik goérevi dinda ds etkenlere kan koruyuculuk goérevini de Ustlengtir.
Normal kalinlgr merkezde 52@, periferde 65Qu'dir. Erigkinde horizontal ¢api 12,6
mm, vertikal ¢api 11,7 mm, 6érg@ik yaricapi 7,8 mm ve arkagglik yaricapi 6,5
mm’dir (8,9). On yiizey kirma glicii +48,6 D, arka inin kirma giicii —6,8 D olmak
Uzere toplam kiricilik gtict +42 D’dir. Refraktifdaksi 1.376'dir. Kornea g6ziin toplam
kirma gucunin %70’ini okturmaktadir (8,9,10).

Yenidagan doneminde vertikal kornea capi 10 mm’dir. Kirkciglici yaklalk 51
D'dir. Kornea cap! 1 yanda ergkin seviyeye ul@rken kornea geimi ise 6 ya
civarinda tamamlanmaktadir (11-13).



Santral kornea normalde antijen udreten ve sunarrelgiden yoksunken ancak
enfeksiyon, immunolojik red ve yaralanma gibi dutarda, limbal periferden géc¢en
langerhans hucreleri ve T lenfositleri bulundurabiSinir yoninden ¢ok zengin bir
doku olan kornea Nervus Trigeminusun oftalmik dadum gelen uzun posteriyor siliyer
sinirlerin 70—-80 adet dalinin sklera, episklerakemjonktivadan girmesiyle innerve
olmaktadir. Bu sinir lifleri limbusu gectikten 1-Bam sonra myelin kiliflarini

kaybederler. Bowman katinin arkasinda pleksuslastuiarak epitele innervasyon

dallari gonderirler (7,14).

Kornea mikroskobik olarak 6 anatomik katmandan olusmaktadir.
1- Epitel tabakasi

2- Bowman tabakasi

3- Stroma

4- Dua tabakasi

5- Descement membrani

6- Endotel tabakasi

Epitel tabaka: Kornea epiteli 40-50 mikrometre kali@indadir ve korneal kalirgdin
%10’unu olyturmaktadir. 5-7 sira tabaka hicreden swiwtur. Uc c¢ait hiicre
icermektedir:

1-Yiuzeyel hiicre

2-Poligonal kanatsi hiicre

3-Kolumnar bazal hiicre

Yuzeyel hicrelerin elektron mikroskobik incelemetgrgok sayida mikrovillus ve plika
icerdikleri goralmigtar. Yuzeyel hicrelerin ylzeyi epitelin gozyéilmine yapgmasini
salayan mikrokaliks ile ortulmgttr. Mikrovillus yapilari hiicrelerarasi siki giant

yaplilari ile birlikte hiicreler arasinda anatomikiyer olustururlar (13).

Kolumnar hiicreler, bazal membran tzerine tek seiénds halde bulunan hicrelerdir.
Bu hucreler mitotik aktivite igerirler ve bazal Wéter olarak da bilinmektedir.
Cogalarak 6ne dgru ilerleyip kanatsi yapida hicreleri giururlar. Kolumnar

hicrelerde aktin filamanlar ve tonofilamanlar buhaktadir. Tonofilamanlar hicre
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iskeletini korurken; aktin filamanlar yara iyglmesi safhasinda hicre gocgunde rol
alirlar (13). Hemidesmozomlar, epitel hicrelerimirasinda ve epitelle bazal lamina
arasinda bulunup epitel hicrelerini birbirine vezdlalaminaya bglama gorevini

ustlenen yapilardir. ‘Gap junction’ adi verilenishigslanti noktalari ise sadece hicreler

arasindaki kucuk molekil alerisine izin verecelgekilde organize olmuyapilardir.

Epitel hicreleri, korneada periferden merkezegrdoilerleyen bir morfolojiye
sahiptirler. Bazal ve kanatsi hicreler, arka tarafine dgru ilerler ve doékulrler. Bu,

X-Y-Z hipotezi olarak adlandirilan bir fenomendli3(15).

Kok hucreler ise limbusun yuzeyinde bulunan veetpyenilenmesinde yardimci bir

role sahip olan epitel tabakada bulunan bir hticobuydur.

Kornea epitel tabakasi g0zya akéz himor ve limbal kapillerden beslenir.
Rejenerasyon yetepie cok yiksek olan bu hicreler oksijen ihtiyacintmasfer,
konjonktiva, kapak damarlari ve akézden temin eelerknetabolik glukoz ihtiyacini

himor akdzden temin etmektedir.

Epitel hicrelerinde metabolik yikim sonrasi galn laktik asit birikimi; epitel hiicre
membranini harap ederek bazal hiicrelerin bazal meratyapmmasiyla kornea édemi,
kistik desisiklikler, erozyon ve neovaskiilarizasyon meydanargeimektedir. Odem
Isik yansimasi ve diizensiz astigmatizmaya yol acagfakneyi bozmaktadir. Epitel
tabakasi olmagdinda ise stromal iyilane gecikmektedir.

Bowman tabakasi: Embriyonel hayatta stromanin 6n ylzeyine wenlig olan
keratositler tarafindan ajturulur. 8 — 14m kalinhktadir (16). Kisa rastgele dizilgni
kollajen liflerinden olgur. Aselltlerdir. Arka siniri korneal stroma ilerlbgerek
sonlanir. Travmaya kgr direnclidir. Mikroorganizma ve timoér hicrelerinkorneaya
invazyonuna kar bariyer olgturur. Yenilenme yeterge yoktur. Travma sonucu skar

dokusu olarak iyilgr; eski haline geri ddbnemez.

Stroma: Kornea kaliniginin %90'in1 olgturur. %78’i sudur. 50Qum kalinligindadir
(16,17). Kuru giriginin %80’i kollajen, %15’i glikozaminoglikan (GAG)%5'ni
5



keratositler olgturur. Stromanin lica kollajeni kollajen tip I'dir; ayrica tip IV, VI
kollajen bulunabilir. Kollajen lif demetleri mukopsakkaritlerle lameller tarzda
ayrilmistir. Kollajen fibriller birbirlerine parallel olakauzanirken fibril dizilglerindeki
anormallik seffafligi etkiler. Travma, enfeksiyon ve distrofiler strdnfébrillere etki

ederek 6dem ve skar dokusuna neden olur.

Stroma icerisinde seyrek olarakgdanis keratosit adi verilen fibroblast kokenli hiicreler
bulunmaktadir. Sayilari 200 milyon ile 1,5 milyaasinda dgismektedir. Keratositler
glikozaminoglikan yapimina aktif olarak katilirlagtromal yaralanmada keratositler
yaralanan bolgeye goc¢ edip fibroblastlara donikal&ajen Ureterek skara sebep olurlar
(18,19). Glikozaminoglikanlar; fibriller arasi méskeri doldurmakta ve anyonik bir
ortam olyturarak katyon ve su Bmmaktadir. Bu ara maddenin su tutulumunu
artirmasinin fibriller arasi acilkgh artirarak kornea kalir@dini artirarak kornea 6deminde
rol oynadgl distinulmektedir. (18).

Stromada 3 tip glikozaminoglikan bulunur; kerataiifag (%50), kondroitin silfat
(%25) ve kondroitin stlfat A (%25).

Dua tabakasi (Pre-Descement)Lameller kornea cerrahisi Uzerine gaialari olan

Harminder Dua tarafindan yakin zamandgfédilen bir tabakadir. Kornea’nin stroma
ve descement katlari arasinda 10.15_ 3, &alinliginda oldukga sert bir yapidir. 1-1.5
barlik bir basinca dayanabilecek glgcte bir membrgagsi seklinde organize olmyiur.

Aselliler bir tabaka olup tip 1 kollajen demetlénimuzunlamasina, transvers ve oblik
planda yerlgmesiyle olgan Ilamellalar icermektedir. Derin anterior lameller
keratoplasti cerrahisinde yontem hava enjekte &dgrema ile descement membranini
birbirinden ayirmaktir, Dua ve arkagi@arina gore ¢gu vakada ayrilma stroma ile bu
yeni tanimlanan tabaka arasinda olmaktadir, boygeeye descement membrani

yerine ¢cok daha gkam bir yapi kalmaktadir (20).

Descement membrani:Stromanin arka siniri ile endotel arasinda uzamatubbasal
laminadir. Intrauterin hayatta ggkn 6nde yer alan bantli bélge ilesgan boyunca
endotel tarafindan salgilanan arkada yer alan lzabtige olmak Uzere 2 tabakadan

olusur. Ince kollajen fibriller icerir. Ygla beraber kalinlik agn gozlenir. Elastiki
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Ozellige sahiptir. Kaling 10 pum dizeyindedir (16). Korneanin endotelyal
hastaliklarinda karakteristik gigiklikler gorilir. Iridokorneal aglya 2 mm uzaklikta

olup burada son bularak Schwalbe ¢izgisinstltur.

Endotel tabakasi: Endotel hiicreleri dgqumda yaklaik 3500-4000 hiicre/ mMeriskin
bireylerde 2500-3000 hiicre/mmivarindadir. Endotel tabakasinda yakta350-400
bin hicre bulunmaktadir (8). Yeni glenda endotel hicreleri buyik cekirdekli, kiicik
sitoplazmali ve yuvarlak gorinimli iken syderledikce hicrelerinsekli desiserek
dizenli altigen poligonal bir dizilim gosterirleBu poligonal dizilim geometrik ve
termodinamik avantajlar gkmyan en stabil ve yuzey gerilimi en giik olan hicre
dizilimidir ( 21,22). Bu poligonal hiicreler 4-bm kalinlikta ve 18-2@m gengliktedir.

Ak6z huimarle direkt temas ederler. Korneanin basksini Ustlenngierdir.

Endotel metabolik pompa mekanizmasi icermektediu Bompanin c¢ayma

mekanizmasi 1sidan etkilenmektedir (17).

Endotelyal hicreler ¢ocuklukta bdlunebilirken buaylyetgkinlerde nadirdir. Yga
beraber hiicre sayisinda azalma, hticre bugikide arty gorular. Hicre sayisi 300-400
mn¥nin altinda digerse édem galir. Asiri stres ve travma sonucu endotel hiicreleri
fibroblast benzeri hiicrelere ddmbilirler. Kornea endotel hiicre kaybi durumunda
cogalamayan endotel hicreleri sitoplazmalarini geterek kayip olan yerleri
doldururlar (23,24).

2.3. GOZYASI FILM TABAKASI

Kornea 0On ylzeyini saran tabakadir. Gz kirgiltda kalinlair ve ikinci kirpma
hareketine kadar giderek incelir. Kornea ve konjosekepitel sgligl icin nemlendirme
Ozelligiyle 6nemi yanisira diuzgun bir optik ylzeyslsamasi ve kiricilik 6zelfinin
bulunmasi bakimindan da 6nemlidir. Yakka7 um kalinligindaki gozyai film tabakasi
kornea igin gerekli besin ve oksijenigsar. icerdisi laktoferrin, lizozim, betalizin ve
immunglobulinler sayesinde bakterisitik etkiyle gucu role sahiptir (11,25,26).



Gozya filmi 3 tabakadan okur:

1-Lipid tabaka: En ds tabakadir. 0,5um kalinligindadir, kolesterol esterleri ve ga
icerir. Meibomian, Zeiss ve Moll bezleri tarafindasalgilanir. Go6zyanin
buharlgmasini geciktirir.

2-Ak0z tabaka: 6,5um kalinhktadir. NaCl, glukoz, ure, gigik enzim ve proteinler, Ig,
kompleman ve albumin icerir. Lakrimal gland, Krause Wolfring bezlerinden

salgilanir.

3-Musin tabaka: 0,2 — 0,5um kalinhktadir. Goblet hiicrelerinden salgilanipitél ile

gozyal film tabakasi arasinda yuzey gerilimini ayarlar.

2.4. KORNEA FizYOLOJisi

Korneada bulunan hiticrelerin ana gorevi korgeféafligini saglamak ve optik kiricihk
sglamaktir. Korneada bulunan epitelyum, keratosit erelotel htcreleri metabolik
olarak aktif olan htcrelerdir.

2.4.1. Kornea Hucrelerinde Metabolizma
2.4.1.1.Glukoz Metabolizmasi

Korneanin epitel hicreleri, keratositleri ve entlbtigcreleri icin balica enerji kayng
glukozdur. Epitel hicreleri glukozun %90’ in1 akomdeeri kalan %10’unu ise limbal
damar ve gozyandan sglarlar. Korneada glukoz ¢ metabolik yol: TCA siily
anaerobik glikoliz ve heksoz monofosfat yolu ile taimlize edilir. HMFsanti ile
glukozdan elde edilen NADPH ortamdan serbest rddika uzaklagtiriimasi icin

gerekli antioksidan sistemlerle birlikte kullani{&7).

2.4.1.2.0ksijen Metabolizmasi

Oksijen epitel tarafindan gozyatabakasindan alinirken, stroma ve endotel oksijen

akdz sivisindan almaktadir. Oksijen; glukoz TCAlusknda metabolize olurken



kullanilir. Oksijen metabolize olurken superoksieeondan sonra da hidrojen peroksite
cevrildiginde organizma icin son derece hasar yaratici gelebilmektedir. Epitel ve
endotel hicrelerinde serbest radikallerin inaktivale getiriimesinde gorev alan
glutatyon rediktaz ve peroksidaz enzimleringtevleri icin de glukoz ve oksijene
ihtiya¢ duyulur. Antioksidan enzimlerin faaliyegin hicre i¢i glutatyonun 1:3 oraninda
azalmasi durumunda endotelin pompa fonksiyonu estkilek korneaseffafliginin

belirgin olarak azalgy gozlemlenmitir (28).

Pentoz fosfat yolunda heksoz pentoza cevrilirkdokarun yikimi sirasinda ajan
drnler nukleik asit ve lipid sentezinde kullaniktedir. Mitotik faaliyet icin gerekli
NADPH olusumunu da bu yolla ganir. Bu yikim yolunun drtini olan NADPH
askorbat ve glutatyon degtele serbest radikallerin oksidatif etkilerindetidneyi korur
(30).

Oksijen, slUperoksite ve ondan sonra da hidrojeioksédr radikallerine cevrildinde
organizma icin zararl hale gelmektedir. Antioksidastemler bu bilgkler Uzerine etki

ederek hicreyi oksidan etkiden korumay! amacl#28ay.

2.4.1.3.Stromal Hidrasyon ve Korneanir§effafli g

Kornea @irliginin %78’i sudan olgur. Korneaninseffafligini idame edebilmesi icin
suyun surekli stromadan epitelyum ve endotel yaludgari pompalanmasi gereklidir.
Endotel ve epiteli fonksiyon gOstermeyen bir korf3e&atina kadar gegieyebilir ve
opak bir gérinum kazanir. Korneal hidrasyon koiitndee 5 faktor etkin rol oynar:

1-Epitel ve endotelin bariyer fonksiyonu
2-Stromanirgisme basinci

3-Epitel ve endotel iyon pompalari

4-GOz ici basinci

5-Kornea yuzeyindeki suyun buhaaasi (28)

Endotelde bulunan iyon pompasi endotelin aktif deftasyonundan sorumludur.

Stromadan akdze @ou aktif iyon pompalanmasi s6z konusudur. Su daf mdarak
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iyonlari takip eder. Bu pompanin esas gorevi aldktd sodyum pompalayarak buna
bagll su geggini sgzlamaktir (29).

Ultraviyole wsInina maruz kalmak glukozun hareketini inhibe edéqrneal
metabolizmanin bozulmasi ile endotel pompa fonksiyetkilenir, sonucgta kornea
O0demi ortaya cikar (32).

2.5. KORNEANIN PATOLOJ iK CEVAPLARI

Korneanin, ¢gtli immunolojik, travmatik ve infeksiy6z uyarankikagi verms oldugu
patolojik cevaplar kornea morfolojisi ve fonksiyoma ciddi sorunlara yol
acabilmektedir. Korneadaki hasar ve yenilenme simptik saydamlik nedeniyle daha
hassastir. Odem, fibrozis, skar, neovaskilarizasyouliizensiz astigmatizmayagha
kalict gorme kayiplar galebilir.

2.5.1. Kornea’nin immunolojik Cevaplari

Kornea hcreleri, immunolojik, travmatik ve inflatnar gibi olaylarda aktif rol
oynamaktadir (33). Epitel, keratosit hicreleri veda@tel, hicreler arasi gkiler ve

sitokinler gibi mediyat6érlerin salinimi ile immueapta yer alabilmektedir.

Kornea Epiteli

Okdler yuzey Uzerinde pek cok yilzey reseptori veteprin bulunmaktadir. Bu
molekdller ayrica inflamatuar mediyatorlerin uyarasi ile sentezlenir veya sayilari
artirllabilir.  Epitel hicre yizeyinde bulunan MHCing 1 antijeni kornea
transplantasyonu sonucunda immuin cevabi uyarirRdrlC sinif 2 antijenleri
interferon-gamma (IFN) ile inkibasyonu sonucunda allojenik lenfositleryarir.
Epitel hicrelerinin, interlokin (IL) 1, 6,8, timdrekroz faktoru-alfa (TNFe), IFN-y,
TGF{$3 kompleman (C) 5a, I6kotrien (LT) B4 gibi eriyelilsitokin ve prostaglandinleri
sentezleyip salgiladiklari gosteritir (33).

Fare korneasi ile yapilan gahalar travmay takiben 6.saatte IL-1a’'nin, 18 saae

IL-6’'nin kornea tarafindan sentezlenerek maximumndgamtrasyona wagini
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gostermektedir. Kuvvetli bir kemotaktik ajan olae inflamasyonda 6nemli bir rol
oynayan IL-8 de kornea tarafindan travmaya yaiatadd sentezlenmektedir (31).

Yapilan calgmalarda normal g6z ylzey epitelinde 6zellikledeblisda langerhans
hicrelerinin (LH) varlg gosterilmgtir (34,35). Langerhans hucreleri inflamasyon
sirasinda santral korneaya go¢ eder. Bu go¢ sudestanIL-1, TNF-alfa gibi bircok
primer ve sekonder kemotaktik faktoriin kontrolireladir ve steroid, rapamisin, TGF-
B ile durdurulabilir. Langerhans hucreleri aktif larhasyon bitiminden sonra bile
allogreft reddi olan kornealarda herpetik stromagratolveitte veya belirgin
neovaskularizasyonu olan kornealarda epitel vensida yiksek konsantrasyonlarda

gozlenmitir (36,37).

Kornea Stromasi
Keratositler inflamatuar ve immin cevaplarda onagdliev alirlar. Genel olarak MHC
sinif 1 yuzey reseptort bulundurur. ICAM-1 ylzegtpii sentezlerler. IL-1a, IL-6, IL-

8 ve TNFe salgisi yaparlar (38,39).

Kornea Endoteli

Kornea endoteli Uzerinde bir¢cok yuzey reseptoripwveteini bulundurur. Bu ylzey
reseptori ve proteini uygun uyaranlaraskaentezlenebilir. ICAM-1, NCAM ve duk
agirhkh lipoprotein reseptorleri kornea endoteliginde dgal olarak bulunur (39,40).
MHC sinif 2 antijenleri, VCAM, ELAM, CD44 vb. adhgan molekulleri ise IL-1,
TNF-alfa ve IFN-gamma gibi sitokinlerin etkisiyléeisentezlenirler (33,34). Kornea
endoteli IL-8 salinimi yaparken, IL-2 yapimini elge ve bdylece T-hilcre

proliferasyonunu engelleyebilmektedir (41-43).

2.5.2. Immunopatolojik Cevaplar

Effektdér ve regulatuar hicreler inflamasyon varda gozya, limbal damarlar,

neovaskularizasyonlar ve akézden gelir (44,45).dsitker vaskiler endotelden kornea
icine gecerek kornea matrikse yféar. Burada kemotaktik bir go¢ yolu boyunca
goceder. Bu goc¢ hareketinin her safhasinda vaskeémeiotel, kornea hicreleri ve

inflamatuar hdcreler Uzerindeki adhezyon molekillletkin rol oynar. Adhezyon
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molekdllerinin bir kismi makrofaj kokenli IFN-gamm@rafindan module edilirler.
Adhezyon molekdilleri; integrinler, selektinler venmunoglobulin molekullerinden
olusan immun inflamatuar olaylarda ve lenfositlerin bdakularda yerlgk olmasinda

onemli rol oynayan ylzey reseptérleridir.

2.5.3. Kornea’'nin Yaralanmaya Cevabi

Korneanin yaralanmaya cevabi, yaralanmanin turderecesine ve yaralanan dokunun
Ozelliklerine bghdir. Epitelle ilgili yaralanmalar dinda ¢c@u kornea hasari rejenere
olamamakta, dokunun organizasyon yoluyla tamirist@uclanabilmektedir. Dizelgi
doku; hasaragramams kornea dokusuna histolojik ve fizyolojik olarak @ezildir ve
dizelen doku hicbir zaman yaralanmakornea dokusunun saydagmha veya gerilim
kuvvetine egemez. Yaralanmalar genelde hiicre membrani hadaaghaolarak hiicre
Olumu ile sonuglanan tarzda meydana gelmektedircrédikonyulugundaki sglam
hiicre cevabinin BEamasi icin gerekli sinyaller ancak hticre dliumuolesur. Korneada
en fazla hicre epitelde bulunmaktadir, yalniz dpitgilendiren bir yaralanma
durumunda limbal kdk hicre havuzunda mitozis, gécdifferensiasyon ile iyilgne
meydana gelmektedir. Hasarli epitel hicresininfeégazal membraninin gozyaa
veya dolaimina temasi nedeniyle meydana gelen sinyalleregeki sglam epitel
hiicrelerine gonderilir (46). Hicre iskeleti, hierelarasi bgarin module edilmesi,
bazal hiicrelerden hemidesmosomlar kaybolmasi veauluisgibi spesifik proteinlerin
sentezi yapilmasi gibi bir hazirhk doneminden sog@zyaindan gelen bazal membran
ve ciplak stromada biriken fibronektin Uzerindercialigocu bslar (47). GO¢ eden
epitelde; mikroplika, glikokaliks gibi yapilar 64&lerini kaybeder. Yara yeri iyilgerek
kapandginda epitel 1-2 hicre katl kaligindadir. Go¢ kontakt inhibisyon olana kadar
surer. Go¢ sona efginde ve defekt tamiri sonrasi epitel normal kagmla doéner.
Glikokaliks, mikrovillus, mikroplikalar ve bazal BEntilartekrar olgur. Epitel
kalinhgindaki degisimlerle kornea yluzeyindeki ki¢cuk duzensizlikler malize edilir.
Epitelyal bazal bgantilarin eski kuvvetine dénmesi haftalar geréktiBu strecte
epitel hafif travmalara ¢cok hassastir ve tekranalgarnea erozyonlari gibi problemler

ortaya cikabilir (48).
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Bowman membrani, Descement membrani gilsiite tip IV kollajenden olgur ve
yenilenme 0Ozelfii yoktur. Stromada reaksiyon hiicre olumi ilglamaktadir. Cok az
saylida keratosit kaybinda ognme kiicik yabanci bir cismin epitel tabakasini gekdm
stromaya kadar saplanmasi durumunda keratosit cgaabok azdir ya da hi¢ yoktur.

Epitel defekti fokal iyileme ile doldurulur.

Epitel kaybr meydana gelen durumlarda ylzeyselt@sitter 6zellikle geken ozmotik
degisikliklere kari cok hassastir. Keratositler fizyolojik olarak nmral mitotik
aktivitesi olan, yav@areaksiyon veren aktif hiicrelerdir. Yaralanma duwaaa keratosit
uyarimi ve yaralanma yerine gocin EGF, bazik FGIFF@&-beta uyarilari ile olgiu
disunulmektedir (49). Keratosit gocl ancak yluzeyselteepkapandiktan sonra
baslayabilmekte ve aktive olan keratositler tip 1 kpdin sentezlemektedirler. Fakat capi
degisken olan kollejen lifleri g1g1 iyi gecirmez ve sonug olarak korneanin saydamli
bozulur (50). Yeni sentezlenen proteoliglikanlar gigl miktarda, dgisken
karakterdedir ve daha fazla su tutuggigkeen kollajen dizilimine ve doku hidrasyonuna
neden olabilir. Bunun sonucu korneada opasifikasyartar (50). Yara gec iygagi
takdirde stromal keratositler karakter gdgirip kas htcresi karakteri alir, intra-
sitoplazmik aktin-miyozin kontraktil elemanlari ndgna getirerek myofibroblast veya
skar dokusunun hiperselltlaritesi kalicidir. Bu do&sla normal gerilim kuvvetini
kazanamaz, en fazla% 70’'ine kadar tekrar gerilimakaabilir. Zedelenen kornea
sinirleri aylar yillar icinde zedelenmegni periferik sinirlerden rejenere olur.
Rejenerasyonda sinirlerin uyumugiikendir ve kornea hassasiyeti hi¢gbir zaman hasar
oncesi durumuna tekrar donmeyebilir. Denervasyekratlayan epitel defektlerine ve
artms epitel gecirgenfiine yol acar. Sitolojik olarak endotel cevabi dalzadramatiktir.
Insan endotel hiicrelerinin ancak uygun mitojenikbgganma faktorlerinin varfiinda
mitoz ile ¢c@alabilecgi gosterilmitir (52). Genellikle endotel defektleri @&kl komsu
endotel hiicrelerinin incelerek fibronektin matrikserinde yayillmasi ile kapanir. Defekt

kapandiktan sonra Descement membrani salgilanir (53

Kornea; yara iyilgmesinde bilhassa limbal bélgedeki kan damarlaif adt oynar. Bu
damarlar sayesinde doku debrilerinin atilmasi werasinda yapisal rejenerasyon icin

gerekli polimorf I6kositler, monositler, makrofajog hiicreler; koagilasyon ve buyime
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faktdrleri yaralanma bélgesinestair. Adhezyon molektllerindeki agta beraber damar
endotelinde ve ekstraseliler alanda lokositler dadwana tginir. Bu sirada salinan
proteolitik enzimlerin etkisiyle hiicresel ve hiakslimayan atiklar fagosite edilirler.
Bolgeye gelmi bulunan makrofajlar da debriyi temizleyip sitoldalgilarlar. Bu sayede
inflamatuar hicre gocu ile doku tamiri icin gereltiffamasyonu bgamis olur.

Komplike kornea vyaralanmalarinda kollajen, kigukplgcadamarlar, proteoglikan

matriks, akut ve kronik inflamatuar hiicrelerdensalugranilasyon dokusu gabilir.

Korneal yara iyilemesi sirasinda bazal membran glikoproteinlerindeminin, ve
proteoglikanlarindan heparan sulfat poliformonukle&ositlerin gbcu Uzerine olumsuz

etki gostererek durdurucu 6zellik gostermektedir.

Yaralanma bolgesinde gorev alan metalloproteinagilar diger protein mediyatorleri
kornea skarlarinin rezorbsiyonu ve yenidekillenmesinde rol oynar (54).

Sonraki bélimde c¢almamizin konusu ile ilgili olarak apoptosis ve gdadgeri, UV

Is1g1 ve teknik Ozellikleri, UV-B maruziyetinde apoptsin modulasyonu, UV keratiti
serbest radikaller ve serbest radikal hasar mekwalari; antioksidanlar ve etki
mekanizmalari, eksojen ikincil antioksidan etkiledavi edici molekullerden

karetenoidler ve vitamin A tirevi maddelerden baliseektir.

2.6. APOPTOZIS ve GOZDEKIi YERI

Asin bir fizyolojik strese maruziyet ve bazi patdkopyarilar, fizyolojik ve morfolojik
hiicresel adaptasyonlarin nedenidir. Bu sirada uoydaktbre cevap olarak hicre
yasamini devam ettirirken, fonksiyonunu ve Ozellikterdtizenleyerek dgsmis olan
mevcut yeni duruma uyum go6sterir. Bu adaptasyonamieknalari atrofi, hipertrofi,
hiperplazi ve metaplazi olarak siniflandirabilirgee adaptasyon sinirlarinsaa bir
uyarl meydana gelir veya adaptasyonsabdamazsa hlcre zedelenmesi olarak
adlandinlan olaylar zinciri geir. Hicre zedelenmesi belli bir noktaya kadar geri
dontumltdir, uyararsiddetli yeterli ise geri dongiimsiiz zedelenme alur ve hiicre
olur (55). (Tablo-1)
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Tablo 1. Zararli Uyaran Kagn Hicresel Yanit

Zararll uyaran do gasi vesiddeti Hucresel yanit

Degismis fizyolojik uyaran Hucresel adaptasyon

* Artmis ihtiyac veya trofik uyarim(Blylme | » Hiperplazi Hipertrofi
faktori, hormon)

* Azalmis besi maddesi, uyaran * Atrofi

» Kronik irritasyon (Kimyasal ve fiziksel) * Metoplazi

Azalmis oksijen kaynagl, kimyasal hasar, | Hicre hasari

enfeksiyon
* Akut ve sinirh * Akut geridonigumli
* ilerleyici vesiddetli (DNA hasari iceren) | » Geri dénigiimsiiz hiicre 6limi

Nekroz

Apopitoz
» Hafif kronik hasar * Cssitli organellerde subselluler gaiklikler
Metobolik degisiklikler genetik veya Hucre ici birikimler ve kalsifikasyon
edinsel

Biriken dlduriict olmayan hasarla birlikte | Hicresel yaglanma
uzamis hayat suresi

2.6.1. Hucre Zedelenmesinin Nedenleri

1-Oksijen yetersizi

2-Fiziksel ajanlar: UVgiga maruziyet gibi
3-Kimyasal ajanlar veya ilaglar
4-Enfeksiyoz ajanlar

5-immunolojik reaksiyonlar

6-Genetik bozukluklar

2.6.2. Hicre Olumi

Suan sahip olunan bilgiler canli olan hicrelerin farkli mekanizma ile 6ldgiinG
gostermektedir. Bu mekanizmalar nekroz ve apopdazidNekroz; hipoksi, g@ri isi
degisimleri, toksinler gibi hiicre @i faktorlerle olgabilen travmatik htcre olumadar.
Apoptozis ise yganarak émrini tamamlagpifonksiyonunu vyitirmg, fazla Gretilmg,
dizensiz geyimis veya genetik olarak hasarli hiicrelerin, organizgirabelirli givenlik
sinirlarinda yok edilmesini glayan ve genetik olarak kontrol edilebilen progranmhg

hicre olumudur. Programh hicre 6lumu, hicre imtjhdizyolojik hicre 6lumu
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literatiirde apoptozis ile se anlamda kullanilan ifadelerdir. Nekroz her zaman
patolojikken apoptozis fizyolojik veya patolojik asanlarla olgabilmektedir.

Fizyolojik hiicre 6lum0 eskiden beri bilinmesingmeen ‘apoptozis'terimi ilk kez 1972
yilinda iskogyali Kerr, Wyllie ve Currie gibi bilimadamlatarafindan kullaniingtir
(55). Kerr fizyolojik olarak Olen hiicre cekirdekiede ygunlasmis kromatin
parcalarini incelergi ve organellerin iyi korundiunu goézlemlensi ve bu olaya
bizisme nekrozu ismini vermiir. Yunan dilinde ‘apo’= ayri, ‘ptosis’= dgn
kelimeleridir. Bundan esinle Hormer tarafindagaglarin sonbaharda yaprak dokimunu
misali, hticre 6lumunid anlatmak maksadi ile kullamgtir (55).

Apoptozis programli hicre 6lumi normal dokularinmeostazi acisindan 6nem
arzeder. Normal embriyogenezde hicrelerin fokatsiginunda 6nemli bigleve sahip
olan apoptozisin 3#a kanser, AIDS, sinirsel dejeneratif hastaliklemak Uzere birgcok

hastaliklarda roli vardir.

Apoptozis; dger ismiyle programli hiicre 6lumd uzun sure bilinsanlarinca yeteri
kadar onemsemeyen bir alandi. Apoptozisin sgaBel biyoloji, fizyolojik doku
dinamigi ve immun sistem hicrelerinin sitotoksik fonksijam gibi bazi 6nemli

sureclere katihmi fark edildikce 6nemi de hizlaragtir (55).

Hucre morfolojisi

Nekrotik o6lim ve apoptotik hiicre 6lumu denilen fiétmleri birbirlerinden farkli
surecler izlemektedirler. Apoptotik dliumin ilk basal olan balangic basamanda,
O0lmek Uzere emir almgi hiicreyi normal hiicreden morfolojik olarak ayirimek
mimkin dgildir. Uyar sonrasi ikinci saatte, emri aknihicrenin kromatini
yogunlasmaya balar ve belli bolgelerde sigmaya balar. Takiben sitoplazma
yogunlasmaya ve hiicrenin boyutlar kiculmeye slaanistir. iki saatin  sonunda
apoptozise grayan hucrelerde yeni gaiklikler meydana gelir ve hiicre apoptotik
cisimcik denilen daha kiguk parcalara boluntr. Barcplarin en belirgin 6zedh,
fragmante olmg nukleuslarin ve parcalanan hiicreye ait tim yapilptazma zari ile
kaplanarak immun sistemi uyarmamasidir. Apoptotgintcikler ylzeylerinde ortaya

ctkardiklart yeni sinyal molekdlleri ile kogu hicreler ve lokal makrofajlar tarafindan
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fagositoz yoluyla elimine edilirler. Bu sire¢ odala 5 saatlik zaman diliminde
tamamlanmytir (55).

Hucre cekirdgi ve
Sitoplazmada ygunlasma

!

=

n=3, t=0 saat n=3, t=2 saat

Resim 1 Apoptosis

Apoptotik hicre o6lumlerinde enflamasyona ait klindemptomlar yoktur, immun
sistemi uyarmagh icin otoimmun sistem uyarimi ortaya ¢ikmaz, aptkt hicre

olumleri ATP harcanan enerji ganl streclerdir (55).

Normalde hicre membraninin i¢ yuzinde bulunan fhpstfierden fosfatidilserinin
erken apoptozis doneminde membrangydiziine transloke olmasi apoptotik hiicrede
gorulen 6nemli erken bir gegsimdir. Bu sayede apoptotik hiicreler kgmhtcreler ve

makrofajlar tarafindan taninarak fagosite edilel{b,56).

Apoptozis enerji gerektiren bir tepkime olmasi magke hiicrede bir ATP yetmezii
mevcutsa olungekli nekrozise kaymaktadir. Bir mitokondrial ATPnsez blokeri olan
Oligomisin ile yapilan ¢cagmalarda, hem oligomisin hem de Fas reseptorlerriiaya

hiicrelerde olingeklinin nekrozise kayg gozlemlenmytir (55,56).

Apoptozis Basamaklari:

*  Apoptozisin indiksiyonu

* Hucre ylzeyindeki 6lum reseptorlerinin uyariimasi
*  Sitokrom c'nin salinimi

e Apoptozom olgumu

* Mitokondriyal transmembran potansiyeligigmi
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» Kaspazlarin aktivasyonu

» Fosfatidilserinin hiicre zarinin i¢ yuzindes giiziine transloke olmasi

« DNaz'in aktivasyonu ile DNA'In fragmantasyonu

* Yapisal proteinlerin yikilmasina @ga olarak apoptozise 0zgu morfolojik
degisikliklerin olugsmasi

2.6.3. Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Yontemler (57)

Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler(57
1. Morfolojik goruntileme yontemleri
Immunohistokimyasal yontemler

Biyokimyasal yontemler

Immunolojik yontemler

o b~ 0N

Molekdler biyolojik yontemler

Apoptozisin saptanmasinda kullanilan yontemler sgmope 6zgl herhangi bir hiicresel
olay veya aktivitenin belirlenmesi esas alinarak¢dk sekilde yapilabilmektedir.
Ornesin, apoptozis DNA fragmantasyonu esas alinarakasagbksa o zaman siralanan
yontemlerden teki veya birga birlikte kullanilabili. DNA fragmantasyonu
histokimyasal olarak gosterilebilegiagibi, biyokimyasal olarak da gosterilebilir. Aym
yapilirken dnemli olan c¢allacak numunenin ttraddr. Biyokimyasal bir yontetarno
agaroz jel elektroforezi hiicre kultirt ile eldeledibir numunede uygun ikesayet bir
dokudaki DNA fragmantasyonlari atailacaksa histokimyasal bir ydntem olan

TUNEL yo6ntemi uygun yontem olacaktir.

2.6.3.1.Morfolojik goriintileme yontemleri:

Istk mikroskopisinde Hematoksilen ve Giemsa boyamaesdleri uygun yontemlerdir.
Morfolojik goérintileme yontemleri icinde en ucuz vkolay uygulanabileni
Hematoksilen ile boyamadir (HB). HB; hem hiicre éiilithem de doku boyamalarinda
rahathkla kullanilabilir. Apoptotik hicrelerin sigmmasinda genellikle ilk tercih olarak
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baslanmasi uygundur ve géli acilardan (ilk dgerlendirme, maliyet) ger metotlara
karsi avantajlidir.

Hematoksilen boyasi ile hiicre nikleus kromatini ds@rak icin apoptotik hicreler
nikleus morfolojisine gore @erlendirilebilir. Bu dgerlendirme deneyimli ¢alicilara
gereksinim gosterir. Bunun nedeni bazi durumlardéotik hicreler ile apoptotik
hicreler kagtirilabilmesidir. Bu yontemle saptanabilen hicredegisimler; hicre
kiculmesi veya sitoplazmik kictlme, kromatin korsesyonu ve nikleus zarinin

kenarinda toplanmasi, nukleus kigulmesi veya bodangeklindedir.

Apoptozis de en derli yontem Elektron mikroskopisi ile derlendirme metodudur.
Morfolojik degisikliklerin  en daqru olarak go6zlengi, subselliler detaylarin
(mitokondri, hicre zari ve nukleus zarinin butgdl deserlendirilebildigi  bir
yontemdir.

Faz kontrast mikroskopisi sadece kultlr ortamindigitiilen hicreler Gzerinde yapilan
calismalarda kullaniimaktadir. Bu yontem ile apoptotikcteler tGzerinde geken cepsi

yaplilar izlenebilir.

2.6.3.2.Histokimyasal yontemler:

Anneksin V yontemi: Bu yontemde normal hicrelerircte membraninin sitoplazmik
yluzunde bulunan fosfatidilserinin (PS) apoptotilctalerde, hicre zarininsdyizine
transloke olmasindan yararlanarak giize transloke olan PS’lerin, floresan bir madde
ile isaretlenmg Anneksin V kullanilarak gortnebilir hale getirilsieden yararlanilir.

Bu sayede apoptotik hiicreler saptanabilmektedir.

TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferase biottJTP Nick End Labeling)
yontemi: DNA kiriklarinin in situ olarak saptannrassalayan bir yontemdir. Hlcre
kultarleri ve doku kesitlerinde cok duyarll bir tixs Yapiimis calsmalarda testin
sensitivitesi % 60-90, spesifitesi %87 civarindarak bildirilmistir. Nekrotik hicre
Olumundn induklengs durumlarda test spesifitesi %70’lere kadagetilmektedir (58).
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Kaspaz-3 yontemiimmunohistokimyasal bir yontem olup sadece apoptuiisrelerde
olusan aktif kaspaz—3'in belirlenmesi prensibine dagani

2.6.3.3.Biyokimyasal yontemler:

Agaroz jel elektroforezi: DNA kiriklarini gosterédm bgka bir yontemdir. Jel
elektroforezde tipik merdiven imajini glmaktadirr Apoptozisin karesteristik 6zgili
olan bu bulgu nekroziste gérilmez. Bu nedenle ajmgitnekrozdan ayirmada énemli

bir metot olarak 6ne cikar.

Western blotting: Bazi 6zgul apoptototik proteimeeksprese olup olmadiklarini (bcl—
2) ya da kirthp kirilmadiklarini (kaspaz—3) sap#dta kullaniimaktadir. Mitokondriden

Sitokrom c’nin ayrilip ayrilmaginin belirlenmesi de bu metot ile saptanabilmektedi

Flow sitometri: Floresan madde ilearetli antikorlarin kullanilarak apoptozisde
eksprese olan hicre vylzey proteinlerinin  sapfandbir yontemdir. Kolay
uygulanabilirlik, kisa sirede ve kantitatif sonudabdime acisindan Klinikte pratikte

kullanighdir.

2.6.3.4immunolojik yontemler:

ELISA: Hucre kiltirlerinde ve insan plazmasinda DRAgmantasyonunun tespitinin

mamkun oldgu bir yontemdir.

Fluorimetrik yontem: Hucre kulturlerinde kaspaz iakesinin tayin edilmesinde

kullanilan bir yontemdir.
2.6.3.5.Molekiiler biyoloji yontemleri:

DNA microarray: Binlerce genin ekspresyon dereceier (MRNA’larinin) ve
apoptozise 6zgu hiicre ylzey olim reseptorleringpedsyon durumlari hakkinda geni
bilgi edinme olang sunan bu yéntem yeni ve maliyeti yuksek bir yomde. M30 fare

monoklonal antikorlari ile yapilan immun enzim képle apoptozise gidecek hicreyi
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erken evrede gosterebilmektedir. DNA pargcalanmaiface apoptozisi saptayabilmesi
ile fevkalade bir yontemdir

2.6.4. Apoptozisile Goziliskisi

GoOziun gestasyonel donemsgkekillenmesinde, korneanin rejenerasyon fazindaalet
distrofi ve dejenerasyonlar, katarakt, glokom venlea distrofileri gibi birgcok durumda

apoptotik surecler 6nemstanaktadir

2.6.5. Kornea Yara lIyilesmesinde Apoptosisin Yeri

Kornea epitel hasari ile keratositlerde apoptozmseydana geldi yapilan cagmalarda
gosterilmitir. Verilen bu yanit ile virsler gibi patojenlariyayilimini 6nlenmsi
olmaktadir. Kronik apoptotik uyari sonrasi, tot@r&tosit sayisini azalmakta, otolitik

enzimlerin salinmasi sonucu korneada stromal kayapdana gelmektedir (59).

Go6zun immun secicilik mekanizmasi; fizyolojgartlar altinda kornea epiteli ve
endotelinin FasL sentezlemesi ve Fas reseptornceféamatuar hiicrelerle Fas-FasL

aracllglyla apoptozis indiklenmesinegdhaolarak devam eder (60).

Kornea epitel hasarlyla meydana gelen keratosiptagei, iki turli aciklanabilir:
birincisi, hasarl epitelden a@ cikan FasL, keratositlerde Fas reseptorirabarak
hiicreyi olime surukler, ikincisi, hasar sonrastedgen salinan bolgesel sitokinlerden
Ozellikle IL-1 keratositlerde FasL yapimini indikldu sayede hicrelerde otokrin
dizeyde oOlum kontrol edilmiolur.

Mekanik epitel hasarinda izlenen keratosit apoptodnemli kilan 6n stromadaki
keratositlerin apoptozisi nedeniyle enfeksiyon st&gnin stroma ve der g0z
yapilarina yayilimi sinirlandiriimasidir.(61) Epjten altt dokuda apoptozisestayan
hicreler, 3—4 gunlik sure zarfindaglsan komsu keratositlerin proliferasyonu ve

migrasyonu ile yenilenirler (62).
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1. Apoptozisi tetikleyen sitokinler kornea epitelinipapisinda fizyolojik olarak
bulunurlar ve epitel hasarina ilk cevap olarakrsdar. Fizyolojik olarak sglam

kornea epiteli yiksek miktarda ILelIL—1f yani sira FasL bulundurmaktadir.

2. Epitel hucreleri tarafindan apoptozisin modulatdlekilleri yalnizca hasar olan
alanlarda aktive olabilmek tzere kontrol altindtulwr. Hiicre zarina @ formda
olan FasL, hasarin bulunglu bélgelerde zardan ayrilarak aktif ¢ozindr formata
donismekte, serbest FasL anterior stromadaki keratosiderindeki reseptorlerine

baglanarak apoptozisi tetiklemektedir.

Keratosit apoptozisinin dizenlenmesi kornea eptwmiafindan sentezlenen sitokinler

yardimiyla yuratiimektedir.

Korneada epitel yaralanmasi hangi nedenle ne sumtirsa olsun yaralanmanin
altindaki keratositlerde apoptozis giurur. Benzer surette kornea epitelinin mekanik
olarak kazinmasi bu sistemleri aktive edebilir. iaal cerrahi slemler de kornea
tarafindan bir patojen olarak algilanmakta ve melc keratosit apoptozisi
induklenmektedir (62).

Keratosit apoptozisi; epitel yaralanmasi ile segretterhangi bir cerrahinin korneada
izlenen en erken bulgusudur. Hasarlanma sonrasptegie 4. saatte en yiksek

seviyeyedir.

Keratosit hiicresinin 6limda ile yara iyglmesi yaniti bglar.

Bu yanitta:

1. Cevresel ve arka yedenli keratositlerin proliferasyon ve gocu ile anter
keratositlerin alani tekrar doldurulur.

Myofibroblastlar tarafindan kollajen, glikozamindginlar ve dger matriks yapilari
sentezlenir.

4. Hepatosit buyume faktort ve keratosit biyume faktdp. sitokinlerin tretilmesi
ile epitel iyilesmesi sglanir.

5. Epitel hiperplazisi meydana gelir.
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6. Stromal hicrelerin keratositlere d@dinu ile korneanin normal anatomik yapisi

saglanms olur.

Yara iyilesmesinin kronik doneminde géi sitokin ve modulatérlerin, bu kaskad daha
olaya katilmasiyla karng&k hal alan bu iyileme strecinde apoptozisin erken donemde
engellenmesi daha sonradan ortaya cikan olaykadchetini azaltmaktadir. Neticede
apoptoziste meydana getirilebilecekgganlerle yara iyileme silrence etki etmek

mimkuin gozukmektedir.

2.6.6. UV Isini ile ilgili Teknik Ozellikler

Guneg 15181 ¢esitli dalga boylarinda bircok elektromanyetik spekirdan meydana
gelmektedir. Bunlar 1 nm dalgaboyunun altindakgdaliri olan X-Ray (iyonize), 200-
290 nm arasi UV-C, 290-320 nm arasi UV-B, 320- #@® arasi UV-A, 400-800 nm
arasi gorunursinlar, 800-100.000 nm arasi infrared, >100.000 adyo dalgalari ve
mikrodalga spektrumlaridir. Gigigiginin ancak 1/20’lik kismi ultraviyolginlarindan
meydana gelmektedir. Ultraviyole radyasyon, goriyeneiyonize olmayan radyasyon
sekli olup solar radyasyonun gal disuk yogunluklu bir bileenidir. Ultraviyole sinin
solar yanik, fotoallerjik ve fototoksik reaksiyonlafotoimmunolojik dgisiklikler,
mutasyona neden olma, deriskgmmasi ve deri kanserleri, gbz ve cevre dokular i¢
salik acisindan poatnsiyel zararl etkileri vardiV thdyasyonun penetrasyon yetgne
olmadgl icin UV’'den etkilenen organlar goz ve deri gilsiink maruziyetine acik
yuzeysel organlardir. Ultraviyolginlari, dalga boylarina gére 200-290 nm UV-C, 290-
320 nm UV-B, 320- 400 nm UV-A olmak lzere 3 grupteelenir. Yerkireye ukan
UV isinlarinin %90-95'i UV-A, %5-10'u UV-B'den ofur. UV-B’nin blyuk kismi
ozon tabakasi tarafindan tutulmakta, UV-C ise hemnotabakasi hem de nem

tarafindan tutuldgu icin yerkirede maruz kalinan gigngginda genellikle yoktur (63).

UV-A (320-400): Yerylzune ulgan sikta en yaygin izgedir (spektrum). Pencere
camindan gecer. UV-Bsinlarina oranla dokuya olan penetrasyonu fazlad¥ U
radyasyonun en az zarageklidir ve diinyaya blyuk miktarlarda gri Bazi kimyasal

maddelerin daha etkin hale gelmelerine yol acarduyarllik reaksiyonlarinin
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tetiklenmelerinde rol oynar. UV-A, deri hastaliklan tedavisi amaci ile de (PUVA
tedavisi gibi) kullaniimaktadir (63).

UV-C (200-290):Ozon tabakasi tarafindan tutugduicin, normal atmosfegartlarinda
yeryuzine ulgamayan gindir. Son yillarda ozon tabakasinda salu incelmeler ve
delikler nedeni ile yerylzine @gadan ulatigi icin Onemi artmgtir. Havanin
sterilizasyonu gibi amaclarla kullaniimaktadir. @ldarsinojendir. Konjonktiva ve
kornea icin potansiyel zararlh bgimdir. Yapay lambalarla okurabilen UV-C gininin

germisidal (mikrop kirici) etkisi mevcuttur.(63).

UV-B (290-320): UV-B radyasyon potansiyel olarak ¢cok zararlidi/-B isinlari
pencere camindan gecmez (63).Vicutta D vitaminingap bglatan ginlardir. UVB
isinlar;, orta miktarlarda epidermal dehidrokolesti&ro provitamin D3'e
dondsturmektedir. Provitamin D3 gunler icinde ggarak plazma D vitamini lgayici
protein ile dolaima katilmaktadir (64). UVB ve UVC'nin DNA yapismanutasyon,
hiicre yikimi ve transformasyona neden olmaktadyricd UV B ile tumor supresor
gen (P53 geni) aktivasyonu da olmaktadir (663anda apoptozun diizenlenmesi, P53
ile baglayan ve kaspazlara kadar devam eden bir surefgiore ygaminin uzamasi P53
tumor supresor geninin bulunmamasi yada mutasy@namas! sayesinde mumkin
olabilmektedir. Hicrede meydana gelen gen has&'liRiktive etmekte, P53 gen trini
protein yapi DNA'ya bglanarak hasarl hicreyi G1 siklusunda durdurmaktesiu
sayede hasarli genin tamiri icin gerekli zaman kdeas olur.Eser hasar fazlaysa olay
bu genetik komutlarla apoptozise kaymaktadir. BEH®3bununla birlikte Bax/Bax,
Bax/Bcl-2, Bcl-2/Bcl-2 gen gruplarinin oranlarinizénledgi dustnidlmektedir. P53
apoptozisi indiiklemesi, P53’in Bax'in ekspresyanartirmasi bu sayede Bcl-2/Bax
oranini dgistirmesi yoluyla meydana gelir.Sonug olarak apoisiozregtlasyonu Bcl-
2/Bax gen ailesi ile gdanms olur.. Bcl-2 geni ilk olarak insan B hucreli foliler
lenfomada tanimlanmgtir. Bcl-bax gen ailesinin 20 Gyesi mevcut olupnlardan
bazilari apoptoz inhibitéridir (antiapoptotik), bBam ise apoptozu uyaran (
proapopitotik )genler olarak tanimlanir. Bu aileelgyi kendi aralarinda homo veya
hetero-dimerler olgtururak etki gdsterirler (Bcl-2, Bax ile heterodim@usturdusunda
Bcl-2 etkisini antagonize ederler). Bu ailenin groptotik ve antiapoptotik Uyelerinin

rolatif oranina bgl olarak hicre ygamaya devam etmekte yada apoptozise
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yonlendirilmektedir. Bcl-2/Bax gen ailesinin Grtnlenitokondri ve ¢ekirdek zarlarinin
yani sira endoplazmik retikulum zarinin tzerinde/elealirlar (66).

Korneaya akut UV-B maruziyeti sonucu fototoksik &ér ve korneal hucrelerde
apopitozis meydana gelir (1). Akut maruz kalinan-B\fsini kornea epitelinden daha
derine nufuz ederek tim korneal hiicrelere hasanelge ve tim @@gl katman g6z
hiicrelerinde apoptosisi indiiklemektedir (2,67). @okulari UV radyasyonu kolaylikla
emmekte ve kornea temel olarak 300 nm altindakyasgbnu emerken, lens 370 nm
altindaki (UV-A) dalga boylarini emmektedir. Radyasun emildgi noktada enerjisi
dokuya aktarilir (68,69).

2.6.7. Apoptozisin UV-B Maruziyetinde Modulasyonu

UV-B ve UV-C sinlari DNA yapisinda mutasyon, hicre yikimi ve sfarmasyona
neden olmaktadir. Ayrica UV-B ile timor supreson g&53 geni) aktivasyonu da
olmaktadir (65).

P53, hiucre genomunda DNA duzeyinde bir hasar meydgdginde, &er hasar
onarilabilecek durumda ise hicre siklusunu G1 fézidurdurur ve hiicreye DNA'sInI
onarabilmesi i¢cin zaman kazandirngde DNA hasari tamir edilemeyecek kadar ciddi
ise bu vaziyette P53 apoptozisi induklenir. P53jnoptozisi indiklemesi Bax geninin
ekspresyonunu artirmasi, bodylece Bcl-2/Bax oramigiistirmesi sayesinde vuku

bulmaktadir.

Apoptozis genotoksik ajanlarin etkisiyle giurulan &ir DNA hasarina yanit
olarakbalar. P53 geninin indiksiyonuyla fayan surecte P53, bir proapoptotik Bcl-2
ailesi Uiyesi olan bax geninin indiiksiyonuna yolrakaapoptozisi bgatmaktadr. P53,
bax genini indiklemenin ginda ayrica Fas veDR5 gibi hicresel ylzey olum
reseptorlerinin  sentezlenmesine neden olarak datepsi balatabilir. Apoptozis
ayrica reaktif serbest oksijen radikallerinin hemokondri hem hiicre membrani hem

de genom Uzerinde clwrabilecgi hasarlara bgli olarak da bglayabilmektedir (55).
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2.6.8. UV Isinindan Korunma

UV radyasyonu ve g6z hakkinda yapgngalsmalar UV radyasyonun goz uzerindeki

etkilerine ve yeterli koruma geamanin zorluklarina genel bir balgglamistir (70).

UV'ye maruz kalmanin cilt Gzerindeki etkileri hatlkrafindan iyi anlglmis ve cilt
melanomu riskinin hayli yiuksek (%85) olglu bilinirken g6z konusunda anlaydizeyi
cok disuktur ve %7’lik bir halk kesimi UV’yi g6z problemieile ili skilendirmektedir
(71).

UV'nin etkisinden tim gozun korunmasi icin ggngdzIigi UV-B'nin etkisinin en

fazla %1'nin gegiine olanak vermelidir (72,73).

Kardan yansiyarsin ve kaynaksinlarindan korunmada polikarbonatli lenslerle ddste
gozluk tercih edilmeli ve yanlari korumali olmahdvicudunungina kagl hassasiyeti
fazla olan kgiler titanyum dioksitle guclendirilngi gozlik kullanabilirler. Gerekli
sartlar tgimayan gozlukleri kullananlarda g6z bghlen blyumesi nedeniyle UV

Isinlar1 hasar yapabilir (72).

2.7. ULTRAV iYOLE KERAT iTi

Kronik UV maruziyeti gerektirip uzun donem selliggsisimlerle seyreden g6zu tutan
diger fototoksik sendromlarin aksine UV keratiti rdladtlarak hem bglangic hem
rezolusyon olarak hizh bir stire¢ géstermektedind maruziyet sonrasi 6 ve 12 saatler
arasinda anlamli gozgasi ve azalmy gorme keskinfii ile karakterize bir klinik
durumdur. Etyolojide kaynakgi kaygiadan ¢ikan veya brozliaa amaciyla kullanilan
yapay bir UV kayng s6z konusudur. Yiuzeyel punktat keratit tipik alabilateral ve
erken gekirken; ciddi vakalarda total epitel deskuamasyonéribmektedir.
Konjonktival kemosis, sulanma ve blefarospazm diédheltabloya glik etmektedir.
Korneal reepitelizasyonun suni gozhai, g6z kapama ve bandaj kontakt lens
uygulamasi yardimiyla 36 ile 72 saat arasinda niereh@mektedir. Ancak bu iyigene
surecinde hastagall ve is géremez haldedir. Uzun dénem sekel ise nadirdird@rum
alkali ve gucli asitler gibi kimyasal maddelerlemtesla meydana gelen epitel

yaralanmalarinda gec¢ kazanilan reepitelizasyonairzaurum tekil eder. Semptomlarla
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maruziyet arasinda gecen gecikme zamani karakiteoisp; bu olgan durumun termal
bir yanittan ziyade fotokimyasal bir stre¢ agidau kanitlamaktadir. Bu periyod
boyunca &rinin yoklysu hem klinisyen hem de hasta grubu icin kafaskarcidir. Bu
fenomen insanlarda deneysel olarak sgatistir (74). Odaklanngl elektrik kaynai
Isinina subklinik dozda maruz birakilan insan denelddorneal hassasiyet temage
Olctimleri ahinmgtir. Tum deneklerde sensivite kaybinda anlamls anteydana gelrngi
olup bununla beraber duyu kaybi zirve noktasingimlaortalama zamani 1 saat 45
dakikadir. Deneklerde korneal sensivite 4 saatt@lana hassasiyetigine geri doné
gostermgtir. Bu his kaybinin olgma ve geri déndipaterni; Klinik olarak belirtilerdeki
gecikmeyi aciklamaktadir.

UV radyasyonu uygulanmasi yoluyla keratit modelistdrulmasi ilk defa 1946 yilinda
Cogan ve Kinsey tarafindan belirli testskbarinda ceitli hayvan deneyleri yapiimasi
ve tekrarlanmasi yoluyla calimistir (75,76). Belli bir seviyede keratitin glumu igin
gerekli agik dizey; enerji ve dalga boyuyla ilgiligeler; olusum spektrumunu
yansitmaktadir. Zirve duyarlihlk 270 nm dalga boyanolmakta; bu dalga boyunda
0.005 J/crfilik diisiik bir enerji keratit olgturmak icin yeterli olmaktadir. Daha uzun
dalga boylarinda keratit ojfturma gigine ulgmak icin daha yiksek enerjiler
gerekmektedir (320 nm icin 10 J/&m UV 1sigin dogal kaynaklari kisa sireli
maruziyetle UV keratiti meydana getirmezler. Clirddon tabakasi 290 nm’den kisa
UV dalga boyuna gecirgen gigir ve isinlari aktif olarak bloke etmektedir. Bu yizden
insan yapimi UV kayra aletler UV keratitin ana nedenidir (77).

Akut UV keratiti bazi 6zel durumlarda gal kaynaklardan koken alabilir. Gine
tutulmasi yaniklari (78). Ek olarak gignkaynakli keratit, yiksek rakimlar ve karla
kapli bolgelerde (kar korfiil) yuksek gung Isimasina maruziyet sonucu
gelisebilmektedir. Keratit olgmasi icin etkili parlama; ozon tabakasinin yapisi,

bdlgenin karla kaplanrgiik orani ve irtifa etkin faktorlerdir.

Fototoksik etkilerden tum kornea katmanlari etkihektedir. UV gini epitelde mitozu
inhibe ederken nukleer yapida fragmantasyonstoimakta bununla birlikte epitel
katmanin bir kisminin kaybina neden olmaktadir .(A3)ica stroma keratositlerinde

geri dongumli hasara ve endotelde pleomorfikgidikliklere sebep olmaktadir. Bu
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durum akut maruz kalinan UV-Bininin kornea epitelinden daha derine ntfuz ederek,
nikleik asitler, proteinler ve lipidleri yikarakrbest radikal hasar zincirini tetiklemesi
ve apoptozisi uyarmasi ile aciklanabilmektediretatiirde fototoksik keratitin ortaya

citkmasindan serbest radikal hasari sorumlu tututizdak(80-83).

Bu hasarda serbest radikallerin rol oygadee bazi antioksidan ilaclarin hasarin ortaya
citkmasini 6nlemede veya tedavide etkili @dudeneysel olarak gosterilgtir. Bu
etkiler klinik tabloyla uyumlu olup korneanin hizyenilenme kapasitesi goz onine
alindginda beklenen hizli bir iyilne ile sonuclanmaktadir. UVsiginin stroma
tzerindeki etkileri tayanlar tzerinde ¢alilmis olup stromal keratositler tizerindeki geri
donsUmli hasar gosterilrgtir (84). Calsmalarda kornea endotelinde hasartltmak
icin gerekli UV dalga boyu gk araligl standart UV lambalari ile g&nabilmektedir
(85). Japonya’da yapay U¥inina maruz kalan kaynakcilarda yapilan bir vakatiab
calismasinda spekiler mikroskopla yapilan 6lcimlerdeottdabakasindaki mozaik
yapida anlamh pleomorfik @g&im ve hekzagonal hiicre populasyonunda anlamli
azalma oldgu bildirilmistir (86). Calsmaya katilanlarda sonu¢ olarak kalici bir

fonksiyonel gorme kaybi meydana gelmgmi

2.8. SERBEST RADIKALLER VE ANT iOKSIiDANLARIN APOPTOZ iS
UZERINE ETKILERI

Apoptozis reaktif oksijen radikallerinin mitokondhiicre membrani ve genom tzerinde
olusturabilecgi hasara bgll olarak da bglayabilmektedir (87). Bu nedenle oncelikle

serbest radikallere ve glum mekanizmalarindan bahsedilecektir.

2.8.1. A. Serbest Radikallere Giris

Serbest radikaller, glatom orbitallerinde bir veya daha fazla cift @iumams elektron
iceren yiksek enerijili, stabil olmayan Bilderdir. Bu cifttlenmeny elektron serbest
radikallere buyuk bir reaktiflik kazandirarak prote lipid, DNA ve nukleotid
koenzimler gibi bircok biyolojik materyale zarar rebilecek bir potansiyel
kazandirmaktadir. Bu radikallerin dbaalari; tekli oksijen (1@), superoksit anyonu
(Oy), hidroksi (OH), peroksi (ROO) ve alkoksi (RO) ialleridir (88). Bu serbest
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radikaller UV sinlar, ilaclar, radyasyon, stres, sigara, alkolrumgeti ve y&
oksidasyon reaksiyonlari, immunolojik reaksiyonlare biyokimyasal redoks

reaksiyonlari gibi bircok durumda meydana gelebiktedir.

Oksijen insan ygami icin mutlak bir gereklilik olmasina kan, normal metabolizma
sirasinda dretilen bazi serbest reaktif oksijenkedlérinin vicuda ygun bir zarar
verme potansiyeline sahip olglwbilinmektedir. Serbest radikallerin reakiflive vicut
icindeki devinimleri dginuldigiinde bu radikallerle micadele edilmesi 6nemli omk

haline gelmektedir.

Normal metabolizma sirasindaki @lumun yani sira dokulardaki patolojik skdlar
altinda da olgabilen serbest oksijen radikallerinin kontrolindéray alan vicutta
gelismis farkl dasal savunma mekanizmalgeklinde ve bunun yani sira eksojen alinan
micadeleci bilgklerin de 6énemi bulunmaktadir. Serbest radikallereden oldgu bu
oksidasyonlari 6nleyen, serbest radikalleri yakalara stabilize etme yetefiee sahip

maddelere ‘antioksidan’ adi verilmektedir (88).

Aerobik organizmalarin serbest radikal @lmunu kontrol altinda tutmak ve bu
molekdillerin zararl etkilerine engel olmak Uzemganize olmg antioksidan savunma
mekanizmalarinda bazi durumlarda maruz kalinan eserbvadikaller dolayisiyla
antioksidan savunma sisteminin sinigilabilmekte, d¢ kaynakl antioksidanlarin da
yetersiz alinmasi durumunda serbest radikallekisisamamen 6énlememekte ve sonug
olarak oksidatif stres olarak adlandirilan dururtaya ¢cikmaktadir. Bu reaktif serbest
radikalleri ile olgan oksidatif stres durumunun sf@mada ve ayrica kalp damar
hastaliklari, bircok kanser turl, kataraktghelik sistemi hastaliklari, sinir sistemi
dejeneratif hastaliklari gibi bircok hasgaisebep oldiuna dair bilgiler bulunmaktadir
(89). Serbest radikallerin ve etki mekanizmalaridama iyi anlailabilmesi icin serbest
radikal olgturan balica mekanizmalara ve vicudun bu molekiillerle métaderen

dogal antioksidan sistemlerine gbz atilmasinda yanaurbmaktadir.
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2.8.2. Serbest Radikal Oliumundaki Baslica Mekanizmalar
2.8.2.1.B.1 .Otooksidasyon Reaksiyonu

Atmosferik oksijenle spontan meydana gelen bir esrvadikal reaksiyonudur (90).

Lipidlerden coklu doymamgiyag asitleri ve fosfolipidler bu reaksiyonu gdstermeye
egilimlidir. Bu reaksiyon sonucu ilk okan ana drtnler hidroperoksit (ROOH)

arunleridir (91).

Otooksidasyon reaksiyonunda lipid oksidasyonsldmic, ilerleme ve sonu¢ olmak
Uzere U¢ sgamadan olgmaktadir. Bglangic aamasinda, tatici bir radikal (X) ile yg&
asidi substrati reaksiyona girer. Bu reaksiyondassata bir atom H transferi ile bir
lipid radikali (L) olusur. ilerleme aamasinda lipid radikali (L) ile oksijenin tepkimesi
sonucu bir peroksi (LOO) radikali meydana gelmeldeneydana gelen peroksi radikali
ile diger bir ygs asidinden ayrilan bir atom H tekrar bggeek hidroperoksitlere ve yeni
lipid radikaline c¢evrilmektedir. Sonugsamasi ise radikallerin birbiriyle reaksiyon
vererek radikal olmayan kimyasal bozunma UrUnle ester, eter, aldehit, keton ve
alkol) donigmesidir (91).

X- +LH ...... XH + L- (BASLANGIC)
L- + O,...... LOO- (LERLEME a)

LOO- +L'H ......LOOH + L-{LERLEME b)

L- + LOO-..... Radikal olmayan stabil Grint&§ONUC

LOO- + LOO- ......

2.8.2.2. B.2. GegiMetal yonlarinin Etki Reaksiyonu

Canli organizma sistemlerinde demir ve bakir gibi metal iyonlarn oksidatif
katalizor olarak goérev alabilirler. Demir oksidasyon reaksiyonlarinda guclu bir

katalizorken, bakir aracili reaksiyonlar ise net olarak anlagilamamistir (13).
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Serbest demir formlari canli hicreler igin toksikiToksik etki sonucu aktif oksijen
radikalleri meydana gelmekte ve bu radikaller hlgne genetik materyaline zarar
verebilmektedir. Organizma demirin bu toksik etkitden korunabilmek icin demiri
kelat seklinde depolamaktadir (93). Ferritin, hemoglobimyoglobin gibi bilgikler
demirin depo formlarindan bazilaridir (94).

Organik sistemlerde travma ve strese yanit olacgakaecikarilan serbest metal iyonlari
da oksidan etki gosterebilmektedir. Ateroskleroees stroke gibi bazi hastaliklarin

patogenezinde bu hasar etkin gorinmektedir (95).

Superoksit anyonunun $0) Fe? varliginda H20 ile verdji reaksiyon Haber-Weiss

reaksiyonu adini alir ve sonugta hidroksil anyq@H) meydana gelir.

Hidroperoksitlerin F& varliginda hidroksi radikaline déstiigii reaksiyonlarda Fenton
reaksiyonu adini almaktadir. OHadikali ¢ok potent olup hizli bigekilde lipid

peroksidasyonunu kiatabilmektedir.

O+ H,O ...... O, + OH + OH
(Haber-Weiss reaksiyonu)

OH+RH ...... R + HO (Zarar)

Fe'? + Hy,0,...... Fe® + OH- + - OH (Fenton Reaksiyonu)

2.8.2.3.Fotooksidasyon Reaksiyonu

Fotooksidasyon reaksiyonlarl, oksidasyonlarda baglatici roli bulunan

peroksitlerin olusumu icin dnemli bir basamak teskil etmektedir.
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Bir 1s1k 1sininin d@rudan molekiler absorbsiyonu sonrasi meydana geliekiron
transferleriyle stiperoksit anyonlari Uretilebilmskten, bunun yanisira duyarktiguci
(sens) denilen molekdllerigigl absorbe ederek giér bazi molekillerin oksidasyonuna
indirek olarak sebep olgu sens aracili reaksiyonlar da vuku bulabilmektedir
Duyarllsstirict reaksiyon veren maddelere o6rnek olarak HKibeg feofitin-a,
hemoglobin ve miyoglobin 6rnek verilebilir (90). '8 maddelerle meydana gelen iki
cesit tip 1 ve tip 2 reaksiyon bulunmaktadir. Tip laksiyonda aktif hale gecen
sensitizer substrata H atomu veya elektron vermedtigle serbest radikaller Uretirken,
tip 2 reaksiyonda aktif sensitizer O ile direkt keigon vererek tekil oksijen
uretmektedir. Meydana gelen tekil oksijende oksjéniinleri meydana getirmek tzere

substratla reaksiyona girmektedir

. HhSens Sens*(duyarlgarici)

O,Sens-duyarlilgtiricr* + Subs Radikaller Uriinlgfip 1)

Subs (substrat)

Sens* + Q...... Sens + 1Q.....Subs- Q(Tip 2)

Histidin, metiyonin, triptofan, tirozin ve sisteiigeren proteinler ve guanidin iceren
nikleik asitler fotooksidasyondan etkilenenllza yapilardir. Bunun yanira gasitleri
ve kolesterol lipidleri de zarar géren hedef yapaeasindadir ve ultraviyole keratitinin

ortaya ¢ikmasindan bu mekanizma sorumlu tutulmakgg).

2.8.2.4. Enzimatik Oksidasyonlar

Serbest radikaller, canli organizmada bircok engisteminin aktivitesi sonucunda da
uretilebilmektedirler. Lipoksigenaz, siklooksigen&santin oksidaz, miyeloperoksidaz

ve sitokrom P-450 gibi bircok enzim sistemi serbvagikal olyumuyla iligkilidir (97).
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2.8.2.4.1. Ksantin oksidaz (XOD)

Bu enzimin faaliyeti sonucu superoksit anyonu verdperoksit radikalleri meydana
gelmektedir. Ksantin oksidaz, purin metabolizmdaigorev alarak bir ara bgien olan
hipoksantini ksantine sonra da Urik aside oksidee&tedir. Normalsartlar altinda
NAD’e elektron transferi yapan bu enzim stresWklar altinda tiyol gruplarini okside
eden ve proteolize neden olan bir enzim yapisikazktadir. Stres altinda bu enzimin
aktivitesi sonucu superoksit anyonu ve hidroperotailikalleri meydana gelmektedir
(98).

2.8.2.4.2. NADPH oksidaz

Notrofillerin plasma zarinda bulunan bir enzim@uperoksit anyonu dretiminde gérev
yapmaktadir. Makrofaj ve monositlerde aktivitesittigmda, oksijen siuperoksit

anyonuna dongerek ekstraseller sivida superoksit anyon miktdmaktadir (99).

2.8.2.4.3. Notrofil miyeloperoksidaz (MPO)

Bu enzim canlh sistemlerde hidroperoksit aracibrikl iyonlarinin oksidasyonu yoluyla
hipoklorik asit tretimini sglar. Uretilen hipoklorik asit immun sistemde baktsin
Olduertulmesine yardim etmekle birlikte, neden @ldwl- antiproteinaz inhibisyonu
nedeniyle s@ikli dokulara zarar verebilmektedir (98)

2.8.2.5. Halojenlenmy Hidrokarbonlar

Su kirleticilerden halojenlenmihidrokarbonlara, hava Kkirleticilerden azot olesit!
maruziyet serbest radikal glumunda 6nem arzetmektedir.

Karbontetraklorir (CG) ve bromotriklorometan (CBrg)l vb hidrokarbonlar biyolojik
sistemlerde oksidatif hasarinstmmasinda rol oyanayabilmektedir. GGh sitokrom P-
450 monooksijenaz aracili metabolizmasi sirasindgydana gelen Triklorometil,
triklorometil peroksil radikalleri gibi potent rddiller, protein denattrasyonlari ve lipid

peroksidasyonuna neden olabilmektedir (99).
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2.8.3. Dogal Enzimatik Ve Peptid Yapili Antioksidan Savunma $stemleri

Bu sistemler farkl hicrelerde ve farkli serbestikaller tizerinde rol oynadiklari icin

birbirlerini tamamlayici niteliktedir (89).

Mevcut mekanizmalarina gore antioksidanlar ikiye rileyaktadir.  Birincil
antioksidanlar; ortamda mevcut serbest radikalleglgksiyona girerek bunlarin daha
potent formlara donginelerini durduran bikgklerdir. ikincil antioksidanlar ise meydana
gelmis reaktif radikal ile reaksiyona girerek onun etkisnétralize eden bilkgklerdir.
Katalaz ve peroksidaz, superoksit dismutaz (SOMDJ}agyon peroksidaz (GSHPXx) gibi
enzim sistemleri birincil antioksidan kategorisingler alirken, C vitamini, E vitamini,

karetonoid ve polifenoller gibi bi&kler ikincil antioksidanlar olarak adlandirilir@).

2.8.3.1. Birincil Antioksidanlar
2.8.3.1.1. Katalaz ve Peroksidaz

Katalaz enzimi; SOD enzim aktivitesi sonrasi meydgelen H202'yi su ve oksijene

cevirmektedir (96).
Katalaz 2HQ....2H0 + O

H.O,, biyolojik sistemlerde 6nem arzeden ggo molekul ile 6zel bir reaksiyon
vermeyen bir molekildir. Zararli etkisi OHadikali gibi potent oksidanlarin
olusumunda bir 6n madde olmasi nedeniyledir. Peroktadada katalaz enzimiyle

benzer 6zelliklere sahiptir (101).

2.8.3.1.2. C.2. Superoksit dismutaz enzimi (SOD)

SOD, calgmak icin Zn kofaktdriine ihtiyac gosteren bir enzmtemidir. Superoksit
anyonunu (O2 hidrojen perokside (¥D,) ve oksijene cevirerek antioksidan etkisini
gostermektedir. Fizyolojik pH gerlerinde oldukc¢a hizlglev gormekte olan bu enzim

sistemi yuksek pH derlerinde dahi stabil ¢gabilmektedir.
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Tum aerob canli organizmalar SOD enzim sistemgmiiigr.

Superoksit anyonu, hidrojen peroksit gibi organikegdklerle direk reaksiyon
vermekten ziyade daha potent oksidansiklerin olusumu icim dncul bir bilgendir.

Lipid bilesiklerinin indirekt ve direkt yolla oksidasyondanorknmasinda 6nem

arzetmektedir (101).
2H+

2.8.3.1.3. Glutatiyon ve Glutatiyon Peroksidaz (GSHPXx)

Glutatiyon tiyol grubu t@yan bir tripeptid olup oksidan hasarin 6nlenmes v
diuzeltiimesinde go6rev alan transferazlar, peraddat gibi bircok enzim sisteminin

substrati olarakslev gormektedir.

Hucre iginde yuksek konsantrasyonlarda bulunaragiiidn biyolojik membranlar lipid
peroksidasyonuna kar korumaktadir. Bu korumaslevi agirlikl olarak glutation
peroksidaz ile enzimatik dizeyde gercekiektedir (102). Enzim kofaktor olarak
selenyum mineralini kullanmaktadir. Bu enzim yargila glutatiyon indirgennsi
formundan oksitlenngi formuna donglim gosterir. Ayrica glutation huicre icindeki
superoksit anyonu, hidroksi radikalleri ve tekilsgkn ile molekiler diizeyde enzimatik
olmayansekilde reaksiyon gosterebilmektedir

GSHPx

2 GSH + HO,...... GSSG +2 KO

2.8.3.2.ikincil Antioksidanlar
2.8.3.2.1. C Vitamini

C vitamini vicudun hicre gi sivilarinda bulunan, suda ¢Ozunebilen ¢ok 6ndmnli
antioksidan olup insan vicudunda sentezlenegmetBn bu vitaminin besinlerle

disaridan alinmasi gerekmektedir (89).
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C vitamini esansiyel bir besingési olmasina ek olarak, indirgen ve antioksidatif
Ozellikleri nedeniyle de 6nem gianaktadir (103). Kollagen doku sentezinde, metal
iyonlari metabolizmasinda, antihistamin reaksiyonida ve bgisiklik sisteminin
gelistiriimesinde gerekli bir vitamindir (104). Ayric&alp-damar hastaliklari, kanserler
ve noronal rahatsizliklar gibi hastaliklarin rigkiazaltmada, serbest radikallerin
indukledigi DNA hasarlarini dnlemede etkin role sahiptir (104

2.8.3.2.2. E Vitamini

Yagda ¢Ozunebilir antioksidanlarin en yaygini olanitamini, bata hiicre membranlari
olmak Uzere hicrenin lipid kisimlarini korumaktadiokoferoller ve tokotrienollerin
bitkiler tarafindan sentezlergili bildiriimektedir (87). Bitkisel dokularda bulunan
bilesiklerdir. E vitamini aktivitesine sahip 8 farkl Kol bilesigi vardir (105). A

tokoferol, dger tokollere oranla daha fazla E vitamini aktivitessahiptir (105).

Tokoferollerin  lipid peroksidasyonu sonucu g@n peroksil radikallerini
etkisizlestiriimesinde biylk 6énemi vardir (106). Organizmaddacre membranlarinda
bulunan E vitamini bilgkleri, membran lipidlerini hidroksi, peroksi, alksi radikalleri,
tekli oksijen, oksijen-metal kompleksi gibi oksidaiiesiklere kagi korumaktadir. Bu
zararl bilgikler sadece lipitlere zarar vermekle kalmayip digieroksidasyon zincir
reaksiyonu olgturan ikincil ara Uriinlere dogébileme potansiyelinde olduklari icin bu

peroksidasyon zincirinin ilerleme basagmtokoferollerce durdurulmuolur (102).

Tokoferoller hidroperoksil radikaline bir hidrojeatomu vermek suretiyle serbest
radikal zincir reaksiyonunu durdurmakta ve lipidrgdesidasyonunu engellemektedir.
Olusan tokoferol radikali (TH’) nispeten daha stabiuplzincir reaksiyonuna devam
edememektedir. Tokoferoller (B peroksi radikalleri (ROQO") ilgu mekanizma ile
reaksiyona girmektedir.

ROQ” + TH; -» ROOH + TH’

Yuksek konsantrasyonlarda ise prooksidan etki gastktedir (90).
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E vitamininin yuksek dozlarda diyete ilavesinin LOidksidasyonunu engelleglive
oksidatif strese kar koruyucu oldgu bildiriimektedir (107). Yapilan c¢aimalarda,
hafiza performansinin zayiflamasi ilesdk antioksidan dizeyleri arasinda birkli
oldugu, ozellikle E vitamini gibi zincir kirici antiokdanlarin hayvanlarda sinirsel
hasari azaltn ve insanlarda da Alzheimer gibi ndrodejenerasistaliklarin gekimini
engelledgi bildiriimektedir (97). E vitamini ve Selenyum (Beéakviyeli bir diyet,
karacgerdeki heme pigmentlerinin oksidasyonuna ve liperogsidasyonuna kgr
onemli 6lctde koruyucu etki gostermektedir (99)viEamini; C vitamini ve koenzim
Q10 (Ubikinon) ile birlikte hicre membranlarinin komasinda ¢ok 6énemli bir rol

oynamaktadir (87).

Tokoferoller hiicre ¢galmasinin ve trombozis denilen pihgrianin dnlenmesi kadar
bagisiklik sistemini koruyucu 6zelle de sahiptir (104). Ayrica E vitaminince zengin
diyet katarakt ve kalp-damar hastaliklari riskiaiakaltmaktadir.

E vitamininin en iyi kaynaklari; bitkisel gtar, sebzeler, et ve baliktir (89). A-tokoferol,
daha cok hayvansal uriinlerdegeali tokoferoller ve tokotrienolleise bitkisel uriinlerde

yaygin olarak bulunmaktadir (103).
2.8.3.2.3. Karotenoidler

Karotenoidler eksojen ikincil bir antioksidan gralw. Karotenoid bilgklerinin
dogada 600 kadar geli saptanmytir (108). Bunlardan 20 kadari insan doku ve kdain
olculebilmektedir. Olgulebilenlerden %90’a yakirskunin 3-karoten, likopen, lutein
ve kriptoksantinden okiugu in-vivo ¢alsmalarla belirlenmgtir (108,109).

Karotenoidler, insanlar ve hayvanlar tarafindartesdanemeyen, mikroorganizmalar ve
bitkiler tarafindan sentezlenebilen pigment ailesimit bilgiklerdir (108,111).
Memelilerde %10’dan az kismi provitamin A olaralgbrmekte ve retinole metabolize
edilmektedir (109). Karotenoidler, provitamin A @& islev gérmesinin yani sira
antioksidan olarak da kalp-damar hastaliklarinigeienmesinde énem arz etmekte ve
son yillarda bu bdamda yg@un argtirmalarin yapildii rapor edilmektedir
(108,109,113). Lutein, zeaksantin, likopen, krig@htin veda-p karoten en iyi bilinen

karotenoidlerdir. Koyu ygl yaprakl bitkiler lutein, yumurta sarisi luteue zeaktansin,
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domates ve domates drunleri likopen (108,110) wrgiller kriptoksantin (114,116)
yesil veya kirmizi renkli sebze ve meyveler, misipkwli ve salgam yuksek oranda
ve B karoten iceren oldukca zengin kaynaklardir (110)1K&rotenoidler icerisinde yer
alan B-karoten likopen, lutein ve zeaksantin non-enziknatiembran antioksidanlari
grubuna dahildir (109,115). Karotenoidler antioksid etkileriyle bilinen genelde
lipofilik formda bilesiklerdir (118). Karotenoidler oksidatif stresin DNA hasarini
engelleyen bitkisel antioksidanlar olup, hasarli hucrelerin geligimini, tumoral
yap! kazanmalarini ve metastazini da engellemektedir (128-130). Retinol

palmitat: retinol ve palmitik asitten alan bir ester form karotenoiddir.

Karotenoidler, bitkilerde fitoen desaturaz adiyiknen ve izomeraz, saturaz gibi demir
icermeyen enzimler tarafindan sentezlenmekte, iag#a membranlarda antioksidan
olarak C ve E vitaminleriyle sinerjistik etki gosteektedirler. Yiksek dansitelerde
antioksidan onceliklerini kaybederek aktif prooksid Ozellik gosterebilirler.
Karotenoidler insanlarda %5-50 oraninda emilir. Bwan Oteki vitamin ©6n
maddelerinden daha azdir. Emilimlerinde gida kitiesyag ve protein (110) icegi ile
safra tuzlar etkilidir. Diyetteki karotenoid fahlga emilimlerini azaltir. Emilme
sonrasinda mukoza hucreleri tarafindan palga kismi retinale ve daha sonra da
retinole metabolize edilir (120).

2.8.3.2.3.1 A Vitaminleri ve Turevleri

Bilinen 2 c¢ait A vitamini (A1,A2) vardir. Hayvansal besinlerddsaracger, yumurta
sarisi ve sutte, bitkisel besinlerden ise 6zellikéa renkli olanlarinda beta-karoten
(6ncdl A vitamini) veya direkt A vitaminkeklinde bulunmaktadir. Baca ¢ tur
karotenden o, B, y) parcalanarak A vitamini sentezi yapilmaktadir.teB&arotenin
izoprenoid zincirinin parcalanmasiyla iki mol A amhini aldehidi meydana gelmekte,
meydana gelen bu aldehid retinal olarak isimletrdektedir. Retinalin alkol formuna

indirgenmesi sonucu retinol yani asil A vitaminntezlenmg olur.

A2 vitaminin etkisi zayif oldgu icin Al vitamini esas A vitamini olarak ele
alinmaktadir. A2 vitamini ancak Al vitaminin %4@adar etki gosterebilmektedir.
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A vitamini yapisal olarak incelenginde bunyesinde bulundurgu yan zincir dgisik
konfigurasyonlar gosterebilmektedir. Bugden zincir yapisina gore 7-cis, 9-cis, 11-
cis, 13-cis retinerseklinde formlari mevcuttur. Burada 6nemli olan foiyolojik

sistemlerde gérme prosesinde rol oynayan Al vitafrin-cis retinendir.

H CHea H CHA

Vitamin Al

\,v - - _CH»0H

" N RN
|
\\ __J

VitaminA2

A — cis — retinal

TUm trans retinol

A Vitaminin Etki Sekili:

A vitamini; omurgali canlilarda goérme siklusu denatayda ©6nemli bir rol
oynamaktadir. Demiri kofaktor olarak kullanan dipdsez enzimi aracgyla 3-
karotenden meydana gelen Al vitamini bu siklusteeg@lmaktadir. Gorme olayi, g6z
retinasinda bulunan ¢comak ve kon hicrelerin ihéitg gorme pigmentleri (rodopsin,
iodopsin) yardimiyla meydana gelen fotokimyasahaidisedir. Kon hticreleri iodopsin,
comak hucreler ise rodopsin pigmentine sahiptir.gg&ymentler, protein bir yapi olan
opsin ile bir karotenoid olan 11-cis retinen’derusaklar.11-cis retinen, 11-cis Al

vitaminin aldehid formudur.
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Gorme olayr sirasindaik retina Uzerine diiince rodopsin yapisindaki 11-cis retinen
izomerizasyona grayarak tum-trans retinen meydana gelmektedir. Ti@ms retinenin
meydana gelmesiyle opsin tim-trans retinendenragikitadir. Acga ¢ikan serbest tim-
trans retinen rod hicreleri Uzerinde ve kendi ieingulundgu vezikul zarlarinda
desisikli ge yol acarak CZ iyonlarinin zar duna ¢ikmasina olanak @ar. Cd? iyonlari

ile uyarilan reseptor sistemleri aragiyla gérme mesaji artik sinirlere iletilgtir.

NADH etkisi ile tim-trans-Vitamin Al’'e dés@n tim-trans retinen, izomerizasyona
ugrayarak 11 cis-Vitamin A1 ve NAD ve alkol dehidroge etkisi ile 11-cis retinene
donisebilir. Bu sayede rodopsinin parcalanmasi ilesatu opsin ile 11-cis retinen
karanlik ortamda birkerek yeniden rodopsin alwrulur. Bu sayede dongu @anms

olur. (Resim-2)

Kon hucreleri, ginsiginda gorme ve renkli gérmeden sorumlu pigmentlapdarlar.

Bu pigmentler biinyesinde 11-cis retinal ihtiva éeler

Sonug olarak comak hicreler insan retinasinda dakaeriferde, konlar ise merkezde
konumlandgl icin bu yapilar sirasiyla periferik ve merkezirg@ klemlerinden
sorumludurlar (121).

Rhodopsin
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1IZomeraz
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NAD+AIkol dehidrogenaz
Resim 2.Gorme Siklusu

40



A vitamini eksikligine ba&l olarak konjonktiva ve korneada musin ve goblétre
kaybiyla birlikte seyreden skuamoz metaplazi vdragayara iyilssme fonksiyonuyla
gorulmektedir (8,9,11).

Vitamin A molekulld tum musin ve keratin yapilariensezi icin mutlak gerekli bir
bilesendir(122-126).

Keratin yapilarin terminal differiasyonu Vitamin e modile edilmekteyken musin

gen expresyonu ise all-trans retinoik asit ile dtadir (127-130).

A vitamini eksikligi durumlarinda misin kaybi ve keratin yapisindaggigmlerle
birlikte psédomonas ve herpes simpleks gibi patejénokuler infeksiyon riski artrgi
bulunmutur (131,132).

Cocuklarda Vitamin A takviyesinin gozyafilminde laktoferrin ve demir Qgayici
glikoproteinlerin modilasyonu yoluyla bakteri, \8rive mantar enfeksiyonlarina kar

bagisikligl artirdgr gozlenmgtir (133).

Yakin zamanda IL-5 reseptoru ile yapilan gallarA vitaminin mukozal Ig A

modulasyonunda énemli bir gérev @ohi gostermytir (134).

Makrofajlar immun cevaptan ve fagositozdan soruhilarelerdir. Makrofajlar TNF,
IL-13 ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokinlerin salinimile iliskilendirilmistir.
Retinoidlerin makrofaj sayi ve aktivitesine etkieeek inflamasyonun proinflamatura
basamaina etki gosterdikleri belirlenrgtir (135,136). A vitamini eksikfii olan
hayvanlarda yapilan cainalarda, makrofajlarin lenfoid dokudaki sayilarirartms
olmasi, bu duruma anmstir (137).

In vitro calsmalarda faregillerde all-trans retinoik asitin kproinflamaur TNFe.
Unitelerini dgurdigl; insanlarda ise IL{L Unitelerini regule etsi gozlemlenmgtir
(138,139). Yapilan g@er fare cakmalarinda retinoidlerin IL-1 expresyonu ilesKili
oldugu gozlemlenmitir (140,141).
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2.8.3.2.3.1.1 Retinol Palmitat

Retinol palmitat retinol ve palmitik asitten ean bir ester form karotenoiddir.
Karotenoidler anti oksidan etkileriyle bilinen gdohe lipofilik formda bileiklerdir.
Retinol palmitat ile yapilan ger calsmalarda dier A vitamini bilgiklerine gore daha
az yan etkili bir bilgik oldugu gosterilmgtir (142). Antioksidanlarla cafilirken
meydana gelebilen en 6nemli handikap uygunsuz ¥ikdezda antioksidanlarin
prooksidan aktivite gostermeleridir (143,144). \drstat modellerinde dozdan pmsiz
antioksidan aktivitenin gosterilmiolmasi retinol palmitati hayvan deney modellerinde
daha cakabilir kilmaktadir. Dgerlerine nazaran dahagik yan etki icermesi veik ve
oksidasyon ksgullarindada stabil kalabilmesi, prooksidan aktinite calgilacak deney
hayvanlarinda okmamasi bilgigin pratik ve teorikte uygulanabiligini
kolaylastirmakta ve mantikl kilmaktadir (145). Retinol matiat g6z kremi (Vitamin A-
Pos™) A vitamini eksikligine bali konjonktivit ve atropik kornea bozukluklarinda
destek tedavi amaciyla endikasyonu olan bir ilagetinol ve palmitik asitten okan bir
ester form sentetik karotenoiddir. Erime noktasiC@8erece kaynama sicgklil84C
dir. Suda c¢6zinmez. Gorinimu berrak altig yanginde olup, kokusuzdur. Hava,
okside edici ajanlar ve kuvvetli asidlerle reaksiyeerebilir, cok yuksek sicaklikta
kararsiz hal alabilmektedir.

42



3. AMAC

Fototoksik keratit fazla slire veya dozda ultraveéyglna maruz kalmakla ortaya cikan
akut kornea hasarina verilen isimdir. Siklikla karcu gozlik takmadan kaynak yapan
veya kg sporlari ile grasan kkilerde gorilmektedir (80). Kaynaklémi esansinda UV-
A, UV-B ve UV-C gibi ¢aitli dalga boylarindasinlar etrafa saciimaktadir. Kaynakgi
keratitinde esas olarak UV-Bimi olarak adlandirilan 280-315nm dalga boyundaki

Isinlar suclanmaktadir.

Korneaya belirli doz ve surede akut UV-@ni uygulanmasi sonucu korneal hiicrelerde
apoptozis ve fototoksik keratit ortaya cikmakta@ll). Akut maruz kalinan UV-B
enerjisi kornea epitelinden daha derine nifuz ddeiien korneal hicrelerde hasar
olusturmakta ve apoptozisi uyarmaktadir (2,67). 270-28® dalga boyu araindaki
UV isinlan korneal epiteli ve bowman tabakasi tarafmdamamen emilerekgall
klasik fotokeratit tablosunu ojturmakta, daha dik dalga boylarinda ise kornea
endotel tabakas! etkilenmeyeslaanaktadir (145). 270 nm dalga boyunda sadece 0,005
Jlenflik UV 1sini uygulamakla keratit ortaya cikabilirken bu rak&20 nm dalga
boyunda 10 J/cfidir (80). 280-315nm dalga boyu spektrumundakiaviyole ginlari
UV-B isinl olarak adlandiriimaktadir. UV-Bsinina akut maruziyet ile tim kornea
hicrelerinde harabiyet aifturan serbest radikal mekanizmasi tetiklenmektebwieu
takiben kornea epiteli, keratositler ve endotel relazinde hasar, korneada gecici
bulaniklik, 6dem ve opasifikasyonlarin gorigdiklinik tablo ortaya ¢ikmaktadir (81).
Akut maruz kalinan UV-Bsininin kornea epitelinden daha derine nifuz ederékleik
asitler, proteinler ve lipidleri yikan serbest kalihasar zincirini ve apoptozisi uyagdi
ayrica kornea epitelinde mitozu inhibe @ttintikleer fragmantasyon ya@it stroma
keratositlerinde geri dogumliu hasara ve endotelde pleomorfikgidikliklere sebep
oldugu ve bu olaylarda nikleer faktor, prostoglandin e2pekcok bgka inflamatuar
faktorlerin ekspresyonu ve serbest radikallerinaphadgl gosterilmitir (80-83,118).
Serbest radikal hasari kuramina gore; akut hasgadktan sonra olay zincirleme
reaksiyonseklinde ilerleyici bir surectir. Bu reaksiyonunsge basamaklarinda onleyici
etkisi olan bazi antioksidan bgiglerin lokal ve sistemik uygulamalarinin tedavide
hasar mekanizmalarini 6nlemede etkjnigosterilmitir (1,4,5). Orngin: siiperoksit

dismutaz, katalaz gibi antioksidan enzimlerin, Netdssistein gibi farmakolojik
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antioksidanlarin TNFe aktivasyonunu inhibe ederek hasari durdurduklastegilmitir
(154,157-159). Fototoksik keratit glumunu Onlemek i¢in de serbest radikallereskar
etkileri bilinen antioksidan ajanlarin faydali ol@eegi distintlmekte ve bu konuyla
ilgili bazi calsmalar yapilmaktadir. Literatirdgmdiye kadar, bir A vitamini tlrevi
olan topikal astazantin, laktoferrin, intraventa/€amini, diyette zerumbon, diyette C
vitamini, intraperitoneal okreotid gibi bazi antsatan ajanlarin fototoksik keratitin

tedavisi ve dnlenmesinde yaraghlgosterilmgtir (1,4,146).

Kitaichi ve arkadglarin yapmg oldugu gen cakmasinda farelerde fototoksik etkiyle
meydana getirilngi keratitte, serbest radikal hasar mekanizmasindgy dlerine
makrofajlarin gelmesini engelleyen bir sitokin oldfiFgeni ekspresyonun, hasari

onleyici etkisi oldgu ortaya konmgtur (2).

Yukarida bahsi gecen, fototoksik keratitegkatkili antioksidan ajanlardan astazantinin
B-karoten veo-tokoferole gére daha guclu antioksidan 6zelbldugu, ayni zamanda
anti-tumor, anti-kanser, anti-diyabetik ve antikamhatuar etkilere sahip oldu
gOsterilmitir. Astazantin deniz Urinlerinde bol miktarda mda ancak hentiz topikal
damla seklinde mustahzari olmayan bir karotenoiddir. Desgbycalsmalarda 6zel
olarak hazirlanmaktadir.

Karotenoidler anti oksidan etkileriyle bilinen géaee lipofilik formda bulunan
bilesiklerdir. Calsmamizda, retinol ve palmitik asitten e¢&n ester formunda bir
karotenoidolan retinol palmitati, mistahzarina kalssilabilirli gi nedeniyle fototoksik

keratit hasarini dnleyici etkiacisindansamanayi amacladik.

atopik kornea da&sikli ginde destek tedavisi olarak kullanilan bir ilact.vitamini
iceren topikal ilaglarin keratokonjonktival epitel#eratozisde diizelme ve konjonktiva
goblet hicrelerinde astisgladigl, kornea abrazyonu modelinde yara iyitesini
hizlandirdgl, insan ve tasan konjonktiva doku kudltirinde musin Gretimini
artirdgigosterilmitir (146,156).Hayvan modelleri Gzerinde yapilan deneyselsgaida
retinol palmitat iceren g6z damlasinin n-heptartkblé ile meydana getirilngi kornea

ve konjontiva epiteli yaralanmasi Uzerinde tedadicieetkinligi gosterilmitir (146).
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Retinol palmitat ile yapilan ger calsmalarda dier A vitamini bileiklerine gore daha
az yan etkisininolmasi (154), antioksidanlarla gltken meydana gelebilen en 6nemli
handikap olan ylksek dozda uygunsuz prooksidawitdgte sahip olmamasi (143,144)
ve wistar rat modellerinde dozdan gasiz antioksidan aktiviteye sahip olmasi
nedeniyle retinol palmitatin fototoksik keratit nebthde kullanilabilir oldgunu
distinduk (146,152,153). Bik yan etkiye sahip ve stabilizasyonu iyi olan bamin

A tdrevi bilesigin ratlarda olgturulmus fototoksik keratit modelinde akut dénemde
uygulanmasinin (5. ve 120.dakikalarda) hasari dcileykisinin aratirmayr amacladik.
Yeterli doz ve surede uygulanan UV-gni ile fotoksik keratit modeli okiurduktan ve
takiben ratlarin sagozlerine retinol palmitatin ticari formu olanatinin A-pos krerfi”
sol gozlerine ise ticari kremde yer alagiyeci maddeler olan beyaz vazelin lanolin
karisimi surdiukten 24 saat sonra iki grupta kornea Inasdstatistiksel olarak
kargilastirarak krem icindeki etken madde olan retinol pedtm fototoksik hasari
Onlemede etkisi olup olmagini incelemek istedik.

Kornea tabakalarindan epitel ektoderm kokenligedikatlar mezegim kokenlidir
(7,153-155). Fototoksik keratit sonucu kornea épkeratosit ve endotel hicrelerinin
hasar almasi sonucu hem ektoderm kokenli epiteldeemezegim kaynakl ndral
krestten olgan keratosit ve endotel hucreleri etkilenmekted@alismamizda
literatirdeki oOrnekleri esas alarak glurdusumuz keratit modelinin uygungunu
dogrulamak icin en azindan kontrol rat gozlerinde hektoderm hem mezem

kaynakli kornea hicrelerinde apoptotik hiicrelemggyi bekledik.

Antioksidan etkinlgi bazi yayinlarda gosterilgiolan retinol palmitat literatirde daha
once herhangi bir fototoksik keratit modelinde gahams oldugundan bu konuda
literatuire katkida bulunmayi amacladilacin fototoksik hasar tablosu ortaya ¢ikmadan
once, akut evrede kullaniimasinin hasari 6nleméekié elup olmayacg konusunda
fikir sahibi olmay istedik. Bu ¢calma sonrasi elde edegmiz verilere gore retinol
palmitatin fotoksik keratitte kullanilabiligfi konusunda ileri klinik ¢cagmalar yapmayi
ve ayrica fototoksik keratit tablosu ortaya cildrkisonra iyilemeyi kolaylgtirici etkisi
olup olmadgini argtiran yeni cakmalara yonelmeyi planladik. Cginamizda elde

edecgimiz sonuclarin modellenive diger keratit mekanizmalari Uzerindeki yeni
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tedavi arawlan ve yeni antioksidan etkili bigélerin calsilmasi Uzerine ileri

calismalari tgvik etmesini umut etmekteyiz.
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4. YONTEM VE GEREC

Destek: Bu calsma Kirikkale Universitesi Bilimsel Agirma Projeleri Koordinasyon

Birimi tarafindan 2013/68 numara ile desteklegtmi

Calismanin Yapildigi Yerler: Proje Kirikkale Universitesi Tip Fakiltesi Dermilafd
Ana Bilim Dali Fototerapi Unitesi, T.C. §iak Bakanlgl Ankara Eitim ve Arastirma
Hastanesi Hayvan Deneyleri Laboratuari ve §&ki Osmangazi Universitesi
(ESOGU) Tip Fakiltesi Histoloji Ana Bilim Dali Labatuari.

Etik kurul: T.C. Sghk Bakanlgl Ankara Egitim ve Arsstirma Hastanesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 04.04.2013 tarii3 humarali toplantisinin 186 sayili
karari ile Etik Kurul Onayi alinngtir.

4.1. DENEY HAYVANLARI

Toplam 15 adet @rliklari 200-210 gr arasinda gigen Wistar turt erkek rat
kullaniimistir. Ratlar gurdltiden uzak 22 + 30 °C sicaklikaa 32 saat aydinlik ve
karanlik ortamda dégiamli olarak tutulmsgtur. Tim hayvanlara yeteri kadar yiyecek
ve su verilmgtir.

14 adet,200-210 gr erkek Wistar-Albino cinsi rait eayida (n = 7) ve rastgele olarak
iki deney grubundan birine dahil edildi.

Grup 1: 5. dakikadaila¢ uygulanan grup
Grup 2: 120. dakikada ila¢ uygulanan grup

Ultraviyole sini ile yeterli fototoksik hasar modeli ghluruldugunu d@rulamak icin 1

adet rat kontrol hayvani olaragtna maruz birakildiktan sonra higbir ilag almadi.

Calismadaki sayi literatiirde yer alan gadalar 6rnek alinarak ve istatistiksel gaia

yapilabilecek minimum sayida olacgdkilde planlanmstir(1,2,3,4,5).
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Tablo 2. Deney hayvanlarinin gruplara [grup 1 (5°) ve grufi20’)] gore sayica
dagihmi; etken madde(250 IU/g retinol palmitat)sitact maddelerin (beyaz vazelin,
sivi parafin, lanolin) ga-sol rat gozlerine uygulanmasi

Sag gozler Sol gozler n
Grup 1 etken madde stgict madde 7
Grup 2 etken madde stgict madde 7
Sag goz Sol g6z n
Kontrol Hayvani uygulama yok uygulama yok 1

4.2. 1ILAC:

Vitamin A-POS™ 250 1.U./g gdz merhemi:
Etken madde olarak Retinol palmitat 250 1.U./g icermektedir. Yardinmadde icegi
beyaz vazelin, seyreltik likit parafin, likid panaflanolin’den olgmaktadir.

4.3. DENEY PROTOKOLU

Her bir rat ketamin hidroklortr (1 mg/kg, IM) anezisi altinda,kafa gindaki vicut
ylzeyi acikta kalacakekilde aliminyum folyo ile kaplanarak Kirikkale Waisitesi
Tip Fakiltesi Dermatoloji Ana Bilim Dali Fototeraplnitesinde yer alan UV 181
Waldmann(Herbert Waldmann GmbH & Co. KG, Almany#&)ae! ile 311 nm dalga
boyunda 1 J/cmUV-B isinina maruz birakilrstir. Calsmadaki 14 ratin her birinde ga
ve sol gozler UV gini alarak model keratit ofturulmustur. Keratit modelleri
olusturulduktan sonra 14 adet rat rastgelgeratlik git 2 ayri deney grubuna ayrilarak
1 grup 5, 2. grup 120 dakika grubu olarak belirlesim 5. ve 120. dakikalarda ga
gozlere 250 1U/ml retinol palmitat iceren vitaminpds™ krem ve sol gbzlere gayici
madde (ticari kremin icindeki etken madde harieriic olan beyaz vazelin, parafin ve
lanolin karsimi) uygulanmgtir. Bu ggamadan sonra hayvanlar T.C.gla Bakanlgi
Ankara Esitim ve Arastirma Hastanesi Hayvan Deneyleri Laboratuari’naledilerek
uygun ortamlarina tekrar kasturulmuwstur. 24 saatlik deney siresi burada
tamamlandiktan sonra ketamin 50 mg/kg, IM ve ksgilddmg/kg ile anestezi altinda

tum ratlarda enukleasyorslemi gerceklgtiriimistir. Deney bitiminde tim ratlara
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sakrifikasyon amaclh yiksek dozda anestezik matilealunum depresyonu yapildi.
Endklee rat gozleri uygun doku fiksasyon teknile hazirlanarak H&E ve TUNEL
yontemleriyle histopatolojik ve immunhistokimyasdhrak incelenmek lzere yardimci
argtirmaci olarak projemizde yer alan ESOGU Histolgjia Bilim Dali Uyesi Prof.Dr.
Varol Sahinturk’e ulatirnimistir. Ratlarin retinol palmitat uygulanan gsae retinol
palmitat uygulanmayan sol gozleri arasinda uyguatigtiksel yontemlerle kornea
tabakalarinin morfolojisi, apoptotik hiicre sayigisandan istatistiksel katastirmalar
yapildi. Ayrica 5.dakikada ve 120.dakikada retipalmitat uygulanan deney grubu
arasinda ilacin hemen veya 2 saat sonra uygulanimatde edilen fayda arasinda fark

olup olmadg! incelenmgtir.

Resim 3.Waldmann UV 181 BL cihazi Uzerinde temas mesafiesirgtzlerine UV-B
Isini alan ratlar goérilmekte
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Resim 4Uv 1sinlama sonrasindaggozlerine lokal retinol palmitat ve sol gozlerine
vehicle preparat uygulangwmatlar gérilmekte

Resim Slsinlamadan 24 saat sonra entklee edilomi rat gozkuresi gorilmekte
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4.4.

HiISTOPATOLOJIiK VE IMMUNOH iSTOKIMYASAL
DEGERLENDIRME:

Alnan dokular %10 luk formol icerisinde fikse adiil Daha sonra parafin icine

gomulen dokulardan TUNEL ve Hematoksilen &Eosin &@og icin 5 mikrometre

kalinhginda seri kesitler alindi. gagida ayrintisi belirtilegekilde boyama yapildi.

TUNEL ve Hematoksilen & EosinBoyamaTekngi

Kullanilan kit: “ Apoptag plus peroxidase in situ apoptosis deteckin(S7101-

Chemicon International, USA)”

© 0 N o o b~ wWwDdhPRE

e
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13.
14.

15.
16.
17.

18.
19.

3 kez dgistirilen ksilol 15’er dakika tutuldu.

2 kez %100 alkolde 3 dakika tutuldu.

1 kez % 95 alkolde 3 dakika tutuldu.

1 kez % 70 alkolde 3 dakika tutuldu.

PBSsolusyonunda 5 dakika tutuldu.

Proteinaz K soliisyonunda oda isinda 15 dakikadutul

2 kez dgistirilmi s distile su 2 dakika yikama yapildi.

% 3’luk hidrojen peroksidaz icerisinde oda i1sisibdiakika tutuldu.
PBSicgerisinde 5-10 dakika ¢alkalama yapildi.

. Dengeleyici tampon ¢ozelti icinde oda 1sisinda Elkdainkibe edildi.
. Kesitler TdT enzimi uygulanarak ettivde 37 dereawselali ortamda 1 saat tutuldu.

. Kesitleri daha sonra Working Stop/ Wash buffer sptinunda 15 saniye ¢alkalandi

ve 10 dakika oda 1sinda inklibe edildi.

3 kez dgistirilmi s PBSsolusyonunda 1 dakika tutuldu.

Oda 1sinda kesitlere anti-digoxigenin peroksidaznidaldiktan sonra Uzerleri
plastik lamile kapatildi ve oda 1sisinda nemli ortia 30 dk bekletildi

4 kez dgistirilmi s PBSsoltiisyonunda oda 1sinda 2 dakika yikama yapildi
Kesitler Gizerine DAB sollsyonu damlatilarak 10 #akbekletildi.

Kesitler 3 kez dgstirilmis distile suda 1 dakika yikandi ve son distile s&da
dakika tutuldu.

Metil yesili icindel15 dakika tutuldu.

3 kez dgistirilmi s distile suya 10 kez daldirildi.
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20. Butonolsale icine 2 kez daldirp cikarildi.

21. Ksilol I icinde 2dakika.

22. Ksilol Il icinde 2dakika.

23. Ksilol Il icinde 5dakika.

24. Kapama yapildi.

25. Alinan seri kesitlerden ayrica H&E boyama yapilargknel histopatolojik

deserlendirme yapildi.

H&E Boyama Teknigi
1.Dokularaetiivde 1 Saat deparafinidemi yapildi
2. Ksilol I 10 dakika

. Ksilol 1l 10 dakika

. % 96’lik 1 Alkol 5 dakika
. % 96’lik 11 Alkol 5 dakika
. % 90'lik Alkol 5 dakika

. %80’'lik Alkol 5 dakika

. %70'lik Alkol 5 dakika

. Distile Su 5 dakika
10.Hemotoksilen 1 dakika

© 00 N O 00 b~ W

11.Ceme Suyu

12. Eozin 5 dakika

13. Distile Su 2 dakika

14. %70’k Alkol 5 dakika
15. %80’lik Alkol 5 dakika
16. % 90’lik Alkol 5 dakika
17. % 96’lik | Alkol 5 dakika
18. % 96’lik 11 Alkol 5 dakika
19. Ksilol I 10 dakika

20. Ksilol Il 10 dakika

21. Kapatma
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5. BULGULAR

5.1. HISTOPATOLOJIK VE IMMUNH ISTOKIMYASAL ANAL iZ SONUC
BULGULARI

SKORLAMA

TUNEL boyama uygulanan kornea kesitlerinde pobitifanan kornea epiteli ve stroma
hicrelerinin sayisal yunlugu yari kantitatif olarak dgerlendirildi. Apoptotik hicre
yogunlugu az ise +, fazla ise ++ olarak puanlandi. Apoftbiicre skorlamasisagida

Tablo-2'de gorulmektedir.

Tablo 3. Gruplara Gore Apoptotik Hiicre Skorlari

Grup 1 (5. DAKIKA) Grup 2 (120. DAKIKA)
TUNEL SAG soL SAG soL
retinol palmitat tastyicl madde retinol palmitat tastyict madde
1. rat ++ ++ ++ ++
2. rat ++ ++ ++ ++
3. rat + ++ + +
5. rat ++ ++ ++ ++
6. rat ++ + + ++
7. rat ++ ++ + ++
Toplam puan 12 13 10 13
Kontrol s& ++ Kontrol sol ++

+. apoptototik hiicre sayisi az

++: apoptotik hicre sayisi fazla

HiSTOPATOLOJIiK BULGULAR:

Grup 1- 5.dakikada retinol palmitat uygulanan sg go6z:

Kornea epitelinde dizensizlik goruldi. Kornea dphécrelerinde vakuoligne ve
piknotik cekirdekler dikkati cekti. Bir korneadar@mnada kanama ve PMNL auti
goruldi. TUNEL boyamada kornea epitelinin 6zellikiddvan kisminda pozitif boyanan
apoptotik hucreler dikkati cekti. Ayrica yilzeysepitel hicrelerinde dokulmeler
goruldd. Kornea epitelinde dizensizlik ve epitetimliigiinde bozulma (epitel kaybr)
gbzlendi. Stromada ise keratositlerin de pozitfrak boyand dikkati ¢ekti.
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Grup 1-5.dakikada taslyict madde uygulanan sol goz:

Kornea epitelinde diuzensizlik ve vakughge gosteren hicreler dikkati cekti. Bir
korneada epitel icine kanama goéruldi. TUNEL boyam@k epitelde dizensizlik,
yuzeysel epitel hiicrelerinde apoptoz ve epiteldaibhte gbzlendi. Ayrica, iki korneada
epitel ile stromanin birbirinden ayrifg dikkati cekti. Stromal hicrelerde de

apoptozisin gercek$tigi saptandi.

Grup 2-120. dakikada retinol palmitat uygulanan s& goz:
Kornea epiteli ve stroma gir gruplara gore daha normal yapi sergilese deckoepitel
hiicrelerinde ve stromal hicrelerde apoptotik hiégecrgbrildi. Epitelde duzensigin

azaldgl, ancak bir korneada Ulserasyon @duorald.

Grup 2-120. dakikada tas1yici madde uygulanan sol g6z

Korneanin ylzeysel epitel hicrelerinin sitoplazmalda asidofili argy dikkati cekti.
Epitel hicrelerinde doékilme ve epitelde ayrilmalgidi. TUNEL boyamada epitel
hicrelerinde ve stromada apoptotik hicrelerin gartlikkati ¢ekti. Bir korneada
stromada PMNL argi goruldu.

Kontrol sag g6z:

Kornea epitelinde dizensizlik dikkati ¢cekti. Kornepitel hicrelerinde vakuolme,
cekirdeklerinde duzensizlik ve piknozis goruldi. ofspotik hiicreler kornea epiteli ve
stromada dikkati ¢ekti.

Kontrol sol goz:
Kornea epitelinde dizensizlik ve epitelde ayriindalddi. Apoptotik hiicreler epitel ve
stromada gozlendi.

Sonug olarak; tim gruplara ait kornea kesitlerihdga kornea epiteli olmak Uzere,
bazen stromayi da kapsayagakilde bozukluklar saptandi, apoptotik hiucreleriydii :
Her ne kadar gruplar arasinda belirgin bir farktistiksel olarak ortaya konulamasa da
120 dk sonra gagoze Vit A uygulanan grupta hasarigeti gruplara gore biraz daha az

hasar goruldgi kanaatine varildi.
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Resim 6 5’ sg g0z kesiti (H%E ile boyama yapilg® mikrometre kalinliktaki kesit)
(Ok:PMNL htcreler gortulmekte)

Resim 75’ sol g6z kesiti (H%E ile boyama yapikrs mikrometre kalinliktaki kesit)
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Resim 8.120" s& g0z kesiti (H%E ile boyama yapilg® mikrometre kalinliktaki
kesit)

Resim 9 120’ sol g6z kesiti (H%E ile boyama yapiind mikrometre kalinhktaki kesit)
(Ok:PMNL hucreler gorilmekte)



Resim 10 Kontrol s& g6z kesiti (vehicle ve ilag uygulanmagni
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Resim 11.Kontrol sol gbz kesiti(vehicle ve ila¢ uygulanmajr(H%E ile boyama
yapiimsg 5 mikrometre kalinlktaki kesit)
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Resim 12.5’ sg5 goz kesiti (TUNEL ile boyama yapilghd mikrometre kalinliktaki
kesit)

(Ok: Apoptotik hiicreler butinfil korunan epitel katmaninda)
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Resim 13 5’ sol g6z kesiti (TUNEL ile boyama yapilsrb mikrometre kalinliktaki
kesit)

(Ok: Apoptotik hucreler butinfii bozulmy epitel katmaninda)
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Resim 14 120’ sg g6z kesiti (TUNEL ile boyama yapil;nd mikrometre kalinhktaki
kesit)

(Ok: Apoptotik hiicreler epitel katmanda)
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Resim 15.120’ sol g6z kesiti (TUNEL ile boyama yapilgrd mikrometre kalinhktaki
kesit)

(Ok: Stroma ve butunfil bozulmyg tst korneal katmanlarda apoptotik hiicreler)
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Resim 16.120’kontrol sg§ g6z kesiti (TUNEL ile boyama yapilgnb mikrometre
kalinliktaki kesit)

(Ok: Stroma ve butunfil bozulmy tst korneal katmanlarda apoptotik hiicreler)
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Resim 17 120’ kontrol sol g6z kesiti (TUNEL ile boyama yhpis 5 mikrometre
kalinhktaki kesit)

(Ok: Stroma ve butunfii bozulmy st korneal katmanlarda apoptotik hicreler)

5.2. ISTATIKSEL ANAL iZ SONUC BULGULARI
5.3. ISTATIKSEL ANAL iZ SONUCLARI

Deney sonucu elde edilen histopatolojik semi-katifiapoptotik hiicre skorlari SPSS
11.0 (Statistical Package for Social Sciences, SB8SChicago, IL, United States)
programi kullanilarak ki-kare fischer exact testi@mtemleriyle istatiksel olarak analiz
edildi. P<0,05 dgeri istatistiksel olarak anlamh kabul edildi.

5. dk sonunda histolojik apoptotik skorlar agismdsez ve sol gdze uygulanan

yontemler sonrasinda anlamli bir farkhlik bulunnektadir.(p=1.00, ki-kare fischer
exact test, p>0.05)
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120. dk sonunda histolojik apoptotik skorlar aglsum sg§ ve sol gdze uygulanan
yontemler sonrasinda anlaml bir farkliik bulunnaadir. (p=0.266, ki-kare fischer
exact test, p>0.05)

Tablo 4. 5. ve 120.dakikalarda semi-kantitatif apoptozigrieinin istatiksel gosterimi

sag goz sol goz
toplam toplam (ki-kare-fischer
apoptotik skor apoptotik skor exact test)
5. dk 12 13 p: 1,00 (p>0,05
120. dk 10 13 p:0,266 (p>0,05

5. ve 120. dakikada ilag (retinol palmitat) uyguwansg g6z gruplari arasindaki fark
istatiksel olarak anlamli gédi. ( p=0.592 , ki-kare fischer exact test, p>8).0

5. ve 120. dakikadageyicl madde (vazelin, lanolin, sivi parafin kami) uygulanan sol
g0z gruplari arasinda istatiksel olarak anlamk farlunamadi. ( p=1.00, ki-kare fischer
exact test, p>0.05)

Tablo 5. Retinol palmitat ve vehicle uygulangrgdzlerde semi-kantitatif apoptotik
skorlarin gruplara gore @giminin iststiksel gosterimi

p
Grup 1 (5. dk) Grup 2 (120. dk) (ki-kare-fischer
exact test)
Retinol palmitat 12 10 P:0,592 (p>0,05]
Vehicle (tg1yici) 13 13 P:1,00 (p>0,05)

5. ve 120. dakikada ila¢ (retinol palmitat) uygwdartim gozler ve vehicle uygularsmi
tum gozler arasinda istatiksel olarak anlamli famkunmadi.( p= 0.209, ki-kare fischer

exact test, p>0.05)
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Tablo 6. Retinol palmitat (etken madde) veitaci madde uygulanmtim gozlerde
semi-kantitatif apoptotik skorlarin ggiminin istatiksel gosterimi

p
(ki-kare-fischer

exact test)

Grup 1+Grup 2 Grup 1+grup 2
sag 9oz sol g6z

Retin_ol . 22 26 P:0,209 (p>0,05
palmitat\vehicle

Sonug olarak retinol palmitatin UV maruziyeti sarala fototoksik keratit tablosunun

ortaya ¢ikmasini dnlemede istatiksel olarak anlatkinligi saptanmangtir.
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6. TARTI SMA

Fototoksik keratit, kar korigil, kaynakcl keratiti, fotokeratit, ultraviyole kéta fazla
sure veya dozda ultraviyolgimina maruz kalmakla ortaya ¢ikan akut kornea hasar
verilen isimlerdir. Genellikle koruyucu gozlik takwhan kaynak yapan veys lgporlari
ile ugrasan kkilerde gorilmektedir. Ultraviyole hasara gha belirtiler 6-12 saat
icerisinde ortaya ¢ikmakta, hastada ylzeysel pukitatit, total epitel deskuamasyonu
ve buna bgl siddetli ggri ve gorme kaybi gorilmektedir. G6z kapama, siligggazmi
¢cOzlcu ve gri kesici damla ve suni gozyagibi semptomatik tedavi ile 36-72 saat
icinde kornea yeniden epitelize olmaktadir. Ancaksfirecte hastgzall ve is géoremez
haldedir. Fototoksik hasarin ©6nlenmesi ve hizliatededilmesi ¢gictu kaybinin

engellenmesi ve ekonomiye katki agisindan dneretangktedir.

GO0z yuzeyini olgturan kornea ve konjonktiva tabakalarg tharuziyete aciktir. Kornea
lensle berabegik isinlarinin retinaya odaklanmasi ayni zamanda; netmaltraviyole
B ve A sinlarindan korunmasini 8ar. Giung 1s1g1 desisik dalga boylarindasinlar
icermektedir. Ozon tabakasi 290 nm’deniddidalga boyluginlari etkili sekilde bloke
ettigi icin dogal UV kaynaklari kisa sure maruziyet ile keratigbep olmazinsan
yapimi UV kaynaklari UV keratitin esas sebebidi®52nm’den daha dik dalga
boyundaki ginlar kornea tarafindan tamamen emilirken, dahanwdalga boylar akéz
himor ve lense iletilir. Ddilkk dalga boylari daha kisa sure ve enerjide hassbap
olabilmektedir. Orngin; 270 nm dalga boyunda 0,005 Jfdik UV 1sini keratit
meydana getirirken bu der 320 nm dalga boyundakinlar icin 10 J/crfidir (80-83).

Kaynak glemi esnasinda UV-A, UV-B ve UV-C gibi gdi dalga boylarindasinlar
etrafa saciimaktadir. Kaynakgi keratitinde esasaklakut maruz kalinan UV-Bini
olarak adlandirilan 280-315nm dalga boyundakalar suclanmaktadir. Akut maruz
kalinan UV-B gininin kornea epitelinden daha derine nifuz edengikleik asitler,
proteinler ve lipidleri yikan serbest radikal hagarcirini ve apoptozisi uyargh ayrica
kornea epitelinde mitozu inhibe &iti nukleer fragmantasyon yaptl stroma
keratositlerinde geri dégumliu hasara ve endotelde pleomorfikgidikliklere sebep
oldugu gosterilmgtir (81). Kornea katlarindan epitel ektoderm koékenliger katlar

mezenkim kdkenlidir. Fototoksik keratit sonucu keanepiteli, keratosit ve endotel
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hiicrelerinin hasar almasi sonucu hem ektoderm Kokgitel, hem de mezgmal
noral krest kdkenli keratosit ve endotel hicrektiilenmektedir. Sonu¢ olarak akut
maruz kalinan UV-Bsininin tim korneal hicrelere hasar veregildjosterilmitir (2-
67). 270-290nm dalga boyu agahdaki UV sinlari kornea epiteli ve bowman tabakasi
tarafindan tamamen emilerelgrdi klasik fotokeratit tablosuna sebep olmakta alah
disik dalga boylarindaki sinlar ise korneal endotel tabakasini etkilemeye
baslamaktadir (145).

Literatiirde fototoksik keratitin ortaya c¢gknda serbest radikal hasarinin rol oygadi
gosterilmitir (80,83). Oksijen; ygam i¢in vazgecilmez bir gereksinim olmakla beraber
oksijenin vicut hicre, doku ve organ sistemleririimke ¢gitli mekanizmalarla zararli
etkileri de olabilmektedir. Vicutta oksijenin kuildanildgl fizyolojik islemler
sirasinda ¢gtli kimyasal desisimler sonucu serbest radikal adi verilen karargsijen
bilesikleri olusmaktadir. Serbest radikaller bunugidda sigara dumani, alkol, nitrojen
oksit gibi ceitli kimyasallar; ultraviole gini ve dger radyasyon formlari gibi g
faktorlerle de olgabilmektedir (18).

Serbest radikaller, glatom orbitallerinde bir veya daha fazla cift @giumams elektron
iceren yuksek enerjili ve kararsiz Bilderdir. Bu cifttenmeny elektron serbest
radikallere buyldk bir reaktiflik kazandirarak prnote lipid, DNA ve nukleotid
koenzimler gibi bircok biyolojik materyale zarar rebilecek bir potansiyel
olusturmaktadir. Bu nedenle g#i mekanizmalar sonucunda glan serbest radikaller
hiicrelere, hicre ici yapilara ve hucrelerin genetiteryaline zarar vermeyesikm
gostermektedirler. Serbest radikallerin realdiflive vicut icindeki devinimleri
distunuldiginde bu radikallerle micadele edilmesi 6nemli loink haline gelmektedir.
Serbest radikallerin neden ofglu bu oksidasyonlari 6nleyen, serbest radikalleri
yakalama ve stabilize etme yetgme sahip micadeleci maddelere “antioksidan” adi
verilmektedir (88). Bu mucadelede vicuttakigdb antioksidan sistemlerin yanisira
vlicut dsl kaynaklardan kéken alan serbest radikallerle rdéta ederek onlarin
etkisini geciktiren ya da yok edebilen eksojen r{il) antioksidan adi verilen
maddeler mevcuttur. Bu antioksidan maddeler hiakudve organ sistemlerine
lokal ve sistemik olarak etki edebilmektedir. Hiateku ve organ sistemlerinde

oksidan etkinin hicresel antioksidan mekanizmalayketerli derecede tolere
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edilememesi ve serbest radikallerin birikici etksginrasi bu sistemlerde hiicresel
dizeyde meydana gelengilgmler ve hasarlanmalar programli ve programsiz éucr
O0lim  mekanizmalariyla  sonuclanmakta olay doku edfaa kadar
ilerleyebilmektedir (118).

Nekroz; hipoksi, gri 1s1 deisiklikleri, toksinler gibi hiicre du faktorlerle olgabilen
travmatik programsiz hicre olimiyken apoptozislayarak 6mrini tamamlagi
fonksiyonunu yitirmg, fazla tretilmg, dizensiz ge§imis veya genetik olarak hasarli
hiicrelerin, organizma igin belirli guvenlik limitiede yok edilmesini ggayan ve

genetik olarak kontrol edilebilen programlagrhiicre dliumudi¢118).

Apoptozis yani programli hiicre oliuma morfolojik, ybkimyasal, immunolojik ve
molekdler biyolojik gibi birgcok dier yontemlerle de belirlenebilirken doku kesitleken
bir immunohistokimyasal method olan TUNEL ydntengrgknsivite % 60-90, spesivite
%87’ler duzeyinde olup pratikte kullanimi uygun hiontemdir (57,58). TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl Transferase biotin — dUJNick End Labeling) yontemi,
DNA kiriklarini in situ olarak doku kesitlerinin ga sira hicre kiltariinde de

saptayabilmektedir (58).

Genetik olarak hasarl hicrelerin apoptozis yolugtagramli 6lim fazina alinmasi
nedeniyle; UV-B ve UV-C sinlarinin DNA yapisinda mutasyon, hicre yikimi ve
transformasyona neden olmasi 6énem arz etmektegirc® UV-B sinlarina maruziyet
ile tumor supresor gen (P53 geni) aktivasyonu @ldoilinmektedir (65). P53, hiicrede
bir sekilde DNA hasari meydana gelthde, ger hasar onarilabilecek dizeyde ise
hicre siklusunu G1 fazinda durdurur ve hiicreye DINA’tamir edebilmesi igin zaman
kazandirir. Ber DNA hasari tamir edilemeyecek kadar biyikse brurdda P53
apoptozisi indukler. P53’Un apoptozisi indiklemeBax geninin ekspresyonunu
artirmasi, boylece Bcl-2/Bax oranini gdgirmesi sayesinde gercekiaektedir.
Apoptozis; sonug¢ olarak genotoksik ajanlarin eykesiolusturulan &ir nikleer veya
mitokondrial DNA hasarina verilen bir yareklinde digunulebilir (55).

UV maruziyetiyle birlikte serbest radikal hasarmadinde meydana gelen fototoksik

keratitin tedavisi ve 6nlenmesinde topikal astapataktoferrin, intraventz C vitamini,
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diyette zerumbon, diyette C vitamini, intraperitah@kreotid gibi ¢gtli antioksidan
maddeler ¢cagtimis ve yararliklar bildirilmgtir (1-5)..

Tsutomu Fujihara ve arkagarinin ratlar tGzerinde yapmoldugu bir calsmada 10
kJ\nf UV-B I1sini ile olwturulan korneal hasar modelinde laktoferrini topikella rat
gOzlerine $ina maruziyet 6ncesi uygulamanin fluorosein skoalam ve slit mikroskop
gozlemsel bulgularisiginda UV maruziyetine @ kornea epitel hasarini 6nlemede
anlamh etkinlgi gosterilmitir. Laktoferrin insan goézyanda dg@al olarak bulunan
demir adsorbsiyonunu uyaran, hicre buyumesi ve DdéAtezini artiran, immiun
modulasyon yapan ve bakteri Gremesini engelleyan pooteindir. Gozyandaki
laktoferrin gibi proteinler UV radyasyonun bir kism absorbe edebilmektedir.
Ozellikle laktoferrinin absorbansi 310 nm dalga Wmyn (zerinde bile devam
etmektedir. Laktoferrinin gozu ultraviyole hasardamumasi UV absorbans yetéimee
bagli olabilecesi dusunidlmektedir. Bunun yani sira laktoferrinin, UMninin kornea
epitel hucrelerinde okiurdusu oksidatif stres sonucu hidroksil radikallerinin
olusmasini engelledi gosterilmitir. Calismada laktoferrinin  topikal olarak UV
maruziyetten énce uygulanmasinin kornea epitelktiefddusmasini 6nledii ancak UV
sonras! uygulanmasinin hasari onler@edildirilmistir. Laktoferrin diger hicrelerde
DNA sentezi ve proliferasyonu uyagdiancak UV maruziyetten sonra tedavi amacli
kullaniimasinin kornea hasarindan korurgadyosterilmitir (3). Kornea epitel hticre
proliferasyonu ve migrasyonunun gogyalaki bUyume faktorlerinden olumlu
etkilenmekle birlikte laktoferrinden etkilenmegi bildirilmistir. Laktoferrinin UV
maruziyetten 6nce uygulanmasinin korneayr UV hasarkbrumasina kan, sonra
uygulanmasinin ayni etkiyi géstermemesi, esas mdkanizmasinin serbest radikal
olusumunu Onlemekten cok, gdozyada UV emilimi yapmasi oldiu hipotezi ile

aciklanabilir.

Anton Lennikov ve arkad#arinin calsmasinda C57BL/6 tiirii farelerde 400 mJtiv

Isini ile olwturulmus keratit modelinde astazantinin (astaxanthin) raesarkoruyucu
etkisi argtiriimigtir. UV 1sina maruziyetten hemen 6nce her grupta 10 hayvacakl
sekilde sg gozlere 1, 0.1 veya 0.01 mg/ml dozlarda polietitgikolde seyrelterek
hazirlanmg astazantin, sol gotzlere ise sadecgytar madde olan polietilen glikol

topikal olarak uygulanmtir. 24 saat sonra gozler eniklee edilerek H&E WNEL
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NF-kp immunhistokimyasal boyama yontemleriyle incelegtmiAyrica in vitro olarak
fare korneal epitel hicre kultiriine astazantin lgigaiktan sonra UVsini verileirek
sitotoksisite incelenngiir. UV-B maruziyetinin kornea epitelinde incelmes \hiicre
o0lumine sebep olgu, astazantin uygulanan gozlerin morfolojik olardi&ha iyi
korund@u gosterilmgtir. Astazantin uygulanan gozlerde kornea epitatiece tayici
madde uygulanan gozlere gbre dozgilh olarak daha kalin bulunmyp<0.01) ve
astazantin uygulanan gozlerde anlamli olarak dahapaptotik hiicre tespit edilgtir.
Ayrica astazantinin oksidatif stresi ve in vitrdigaada kornea epitel hiicre kultiriinde
UV isina bl sitotoksisiteyi azaltfii gosterilmgtir (1). Bu calgmada astazantinin UV
maruziyeti Oncesi uygulanmasinin bir nevi giingdzligl etkisiyle UV blokaji
yapabilecgi goz onidnde bulundurularak ¢k@ bir grup farede de uygulama UV
maruziyetinden 5 dakika sonra yapgtm. Bu grupta da benzer sonuclar elde edilmi
astazantinin koruyucu etkisi irradyasyondan sonygulansa bile devam etstir.
Astazantin antioksidan etkigikaroten veo-tokoferolden daha yiiksek olglu bilinen
ancak A vitamini aktivitesi bulunmayan bir karoteidir. Bunun yani sira anti-timor,
anti-kanser, anti-diabetik, anti-inflamatuar 0Zedri oldugu bildirilimektedir.
Astazantindeki her ionone halkasinda hidroksil glgrubunun bulunmasi hem i¢ hem
dis membran ylzeylerini koruyucu kendine 0zgu antidési aktivitesini
aciklamaktadir. Astazantin somon gibi deniz Urinleyrica yenge¢ ve Kkarides
kabuklarindaki kirmizi turuncu pigmentlerde fazjéssibulunmaktadir. Antioksidan ve
immun modulator etkileri bilinmektedir (1). Cainamizda bgka bir karotenoid olan
retinol palmitati UV kerati modelinde hasari 6nt@\gtki acisindan agairildi ancak UV
maruziyet sonrasi uygulanmasinin hasari durdurukisi eolmadgini saptandi. Bu
nedenle retinol palmitatin astazantin kadar gigtiabtioksidan olmagh kanaatine

varildi.

Kitaichi ve arkadglarin yaptgl bir gen cakmasinda UV-B maruziyetinde serbest
radikal olgumundaki zincirleme reaksiyon basgime etki ederek olay yerine
makrofajlarin gelmesini engelleyen, durdurucu bioksn olan makrofaj migrasyon
inhibitor faktér (MIF) gen ekspresyonunun UV hasdmleyici etkinligi ortaya
konmustur. Bu calsmayla 400 mJ\cimdozunda UV-Bsini uygulayarak keratit modeli
olusturulan farelerden sari MIF gen ekspresyonu yapan transgenik grupta H&E

TUNEL yontemleriyle yapilan incelemelerde histopajik diizeyde kornea
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parametrelerinin daha iyi olgu gozlenmgtir. Kornea bazal membranin korungnu
TUNEL boyamada apoptotik hiicre sayisinin daha ae-3en pozitif hicrelerin daha
fazla oldgu gosterilmgtir (2). Calsmada sonug olarak MIF geni ekspresyonunun UV-
B’ye basli kornea hasarini 6nleyici etkisi olg ve bu etkinin MIF’In c-Jun aracili
hicre proliferasyonunu artirmasinaglamabilecgi belirtiimistir. UV hasarina grams
korneanin MIF olmadan da dizelebilgce@ancak bunun daha uzun zaman agaca
yeterince MIF’e sahip korneanin UV’'den daha az hagdrecgi ve daha cabuk

iyilesecezi ileri surdimistr (2).

Chen ve arkadéarinin 7 giin boyunca giinlik 0.72 Jfcdozda UV-B sini uygulayarak
olusturduklari fototoksik keratit fare modelinde, dettzerumbon adi verilen
antispazmotik, analjezik, antiromatizmal etkileridagu inanciyla nedeniyle halk
arasinda kullanilan bir fitokimyasalin etkileri gtralmistir. UV-B irradyasyonunun
korneaya belirgin hasar vegdi kornea Ulseri, fazla miktarda epitel kaybi, kean
epitelinde incelme, inflamasyon, polimorfonikle@kadsit infiltrasyonuna sebep olgiu
gosterilmitir. Ayrica, NF«p, INOS ve TNFe ekspresyonunun aggy bununla beraber
kornea epitel ve stromasinda malondialdehit birikim arttigi bildirilmistir. Diette
zerumbon alan farelerde ise dozgibdi olarak kornea hasarinin anlamli olarak daha az
oldugu gosterilmgtir. NF-kp, INOS ve TNFe. ekspresyonunun zerumbon alan grupta
anlamh olarak daha az olgu, polimorfonukleer I6kosit infiltrasyonunun zeruarbile

bloke oldgu, ayrica malondialdehit birikiminin azagglibildirilmistir (4).

Demir ve arkadgdarinin 2J/cm’ dozunda UV-Asini ile fotosensitize edilmitawan
konjonktiva ve korneasinda oksidatif hasaraskacreotidin etkisi Gizerine yaptiklari
calismada intraperitoneal octreotid ile tedavi alan grutezaransin ile sensitize
edilmis diger gruplarda epitelyal proliferasyon, displazi,imglazi,piknosis,parakeratoz
gibi histopatolojik dgisimlerin daha fazla oldiu g6zlemlenmitir.Octreotid grubuyla
Isin ile sensitize edilmeyen birinci kontrol grubuasnda histopatalojik bulgular
acisindan anlamli fark goézlemlenmezkgn,ialan dger iki grupla histopatolojik
kriterler acisindan anlamh fark gozlemlegtmiOctreotid antioksidan etkisi bilinen bir
hormon analogudur.(5)
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Yukaridaki calmalarda argtirilan maddelerin antioksidan 6zellikleri nedeniyl
korneada UV hasarini onledikleri tGzerinde durujitau Antioksidanlarla c¢adilirken
meydana gelebilen en 6nemli handikap uygunsuz ¥ikdszda antioksidanlarin
prooksidan aktivite gostermeleridir (25,29). Retipalmitat, rat modellerinde dozdan
bagimsiz antioksidan aktivitesinin gosterigmolmasi, gik ve oksidasyon kallarinda
stabil kalabilmesi, yan etkilerinin az olmasi, gdéin deney hayvanlarinda prooksidan
aktivite gostermemesi, bu konuda henilz etkileribildiriimemis olmasi ve hazir

preparatina kolay wdabilirlik nedeniyle caymamizda tercih edilngiir (143,146).

Retinol palmitat iceren géz kremi (Vitamin A-PY3$ A vitamini eksikligine bali
konjonktivit ve atopik kornea bozukluklarinda déstedavi amaciyla endikasyonu olan
bir ilactir; retinol ve palmitik asitten ofan ester formunda sentetik bir karotenoiddir.
Erime noktasi 28C kaynama sicaldl 184 °C dir. Suda ¢6ziinmez. Goérinimu berrak
altin ygz renginde olup, kokusuzdur. Hava, okside edici lajane kuvvetli asilerle
reaksiyon verebilir, cok yuksek sicaklikta kararbel alabilmektedir. Karotenoidler
antioksidan etkileriyle bilinen genelde lipofililofimda bilgiklerdir. Vitamin A olarak
bilinen retinol ygda ¢6zinen ve insanlar icin esansiyel bir vitamiriilt3). Buylime,
epitel hicresi ve mezenkimal hiicre yapilarinin Ifegmasi, mikéz membranlarinin
keratinizasyona kar korunmasi, uzun kemiklerin biyimesi ve geii ile gonadlarin
fonksiyonlari icin énemlidir. Retinol palmitat igar oftalmik sollisyonlarin yan etki
profilinin disik olduzu bildirilmektedir (145-147).

Kasem Abdulmajed ve arkadarinin retinil askorbatin antioksidan etkileriraskorbik
asit, askorbik asit palmitat, retinoik asit, retin@ retinol palmitat ile katlastirildigi
calismalarinda, retinol palmitatin girlerine gore antioksidan aktivitesinin daha az
oldugu bildirilmistir (148). Calsmamizda retinol palmitatin UV hasar 6nleyici eitkiis
olmadginin saptanmasi, retinol palmitatin yukaridaki rétérde bildirilen zayif
antioksidan Ozelfie sahip olmasi ile agiklanabilir.

Retinol palmitatin kornea vyara iy§imesine Uzerine olumlu etkileri olgu

konjonktivada goblet hiicre sayisinda sad&ladigl ve kuru gbz tedavisinde faydal
oldugu asagida bahsi gecen bazi gahalarda bildirilmgtir.
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Hiroshi Toshida ve arkadarinin 30 adet Yeni Zelanda t@aninin gozleri Gzerine n-
heptanol ve etanol karmi uygulayarak kimyasal yaralanma glirduktan sonraki
keratokonjonktival epitel hasarinin iylme sirecini saptamak amaciyla 500 1U/ml,
1000 1U/mI,1500 IU/ml olacalgekilde farkli dozlarda ginde 6 defa 11 gin sureyle
retinol palmitat solisyonu, kontrol gozlerine isadscetasiyici madde (surfaktan)
damlatmak suretiyle yapgoldugu calsmada, iyileme kriterleri floresein, rose bengal
boya skorlamalari yani sira H&E, PAS boyama ve gobillicre skorlama gibi
histopatolojik yontemler kullanilarak gerlendirilmistir. Tedavi slreci sonrasinda tim
dozlarda ve tim gozlerde rose bengal boyama skodarfaktan uygulanan gozlere
nazaran anlamh derecede duzelirken, floreseinlakodaki dizelme 1000 ve 1500
IU/ml dozlari kullanilan gézlerde anlamli fark géshistir. H&E ve PAS skorlama ile
deserlendirilen histopatolojik bulgular ise 1500 IU/mlygulanan goézlerde 7 gunlik
tedavi sonrasi anlamli diizelme gostetmi Calismada retinol palmitatin, bir alkol
turevi olan n-heptanoliin kornea ve konjonktiva @piiizerinde yap# hasari azalth,
yara iyilessmesini hizlandirdn ve konjonktivada goblet hiicre sayisini arfinga dair
sonuclarl géz o6ntnde bulundurugdimda retinol palmitatin ultraviyole keratitinin

tedavisi Uzerine olumlu etkisi olabilegri disinmekteyiz (146).

Ubels ve arkadgarinin, 1983 yilinda, tgan gozlerinde meydana gelen korneal epitel
yaralanmalarin tedavi edilmesi konusunda topikainogdlerin kullaniimasiyla ilgili
yapmsg oldugu bir calsmada 0.1% all-trans-retinoik asitin lokal olarakndé 3 kez
uygulanmasiyla iyilgme oraninda %21'lik bir agikaydedilirken, uygulama giinde 5
kez yapildginda %35’lik bir iyilesmede ary saptanmstir. Ayrica retinoik asitin kornea
dehidratasyon mekanizmalarinda da dizelmgad& go6zlemlenmitir. Calismada
tedavi slrecine etkisi denenen retinoidlerden atfralmitat, retinil asetat, retinol ve 13
cis retinoik asitin ise lyilgme Uzerine etkisi saptanmagtm (149). Ancak literatirde
daha fazla sayida makalede retinol palmitatin korpara iyilgmesi tzerine olumlu
etkileri olduzu bildirilmistir (160)

Kim EC ve arkadgari; NAOH uygulamak suretiyle ratlarda eturduklar alkali
kornea yaralanma modelinde, retinol palmitat veialehicerikli maddeyi tedavi ve
kontrol grubu olacaksekilde iki grupta, ayrica her iki gruba da levoftalsin %0.5

antibiyotik uygulamak suretiyle tedavi edici etkinlagcisindan karlastirmislardir.
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Retinol palmitat ve antibiyotik uygulanggozlerde ,vehicle ve antibiyotik uygulanan
kontrol grubuna nazaran 3 gunlik (gunde 4 kez)uedanrasi floresein skorlar ve
impresiyon sitolojisi analizlerinde daha fazlaanl dizelme bildirnglerdir..Korneal
yara iyilemesinin retinol palmitat uygulanan gaha grubunda daha iyi olgu

gozlemlemglerdir (160).

Odaka ve arkagrinin lakrimal bezleri diseke ederek kuru g6z elodlusturduklar
ve 4 hafta sonra alkali yaralanma meydana getediklawan go6zlerinde, retinol
palmitat %0.1’lik sodyum hyaluronat ile keratokomidival epitel hasarini tedavi edici
etkinlik acisindan karlastiriimis, yiksek doz 1500 IU/ml retinol palmitat uygulagmi
gozlerde sodyum hyaluronat ile tedavi edilen g@zleazaran 7 gunlik tedavi sonrasi
floresein, rose bengal boyama skoru gibi kritegani sira impresyon sitolojisi ile
incelenen goblet hicre dansite skorlarinda anlaothrak daha fazla dizelme
bildirilmi stir (150).

Qiu ve arkadglarinin 48 Yeni Zelanda tasni gozu Uzerinde kazima yoluyla korneal
epitelyal hasar modeli ojturarak yapmy oldugu bir calsmada 7 gunliuk tedavi sureci
boyunca Vit-A palmitat (retinol palmitat) ve b-FGif’(basic fibroblast growth factor)
subselliler dizeyde konjonktiva ve kornea epitelimekanik dgisimi, goblet hicre
sayisiI Uzerine etkileri incelengniHem vit-A palmitat hem b-FGF’'nin mekanik korneal
epitel iyilesmesinde etkin oldgunu; konjonktiva yani sira korneal epitel buti@ilu
sagladigini bildirmigler. Vit-A palmitatin konjonktiva goblet hiicreldizerine koruyucu
etkisinin daha fazla oldwnu ve goblet hicre sayisini anlamli oranda agimdi
bildirmislerdir. Bunun yani sira Vit-A palmitat ve b-FGF’nberaber kullaniimasinin
anlamh olarak daha fazla miktarda igiee sagladigini ve etkinlgin daha fazla
oldugunu bildirmglerdir (151).

Kastl PR ve arkad#arinin her iki gbze korneaskleral insizyon uygusknsuretiyle bg
Zelanda tayaninin gozlerinde okturduklari cerrahi yaralanma modelinde, % 0,5 ‘lik
retinol palmitat ve vehicle icerikli maddenin sida tedavi ve kontrol grubu olacakgsa
ve sol gozlere 13 gun uygulanmasi suretiyle teddigi etkinlgini ,yara yeri direncini
tedavi bitiminde o6lcmek suretiyle kalastirmiglardir. %0,5’lik Retinol palmitat ve

vehicle uygulanngi gézlerde ,yani calma ve kontrol grubunda tedavi bitiminde yara

75



yeri direnci agisindan anlaml fark bulunamazkeni aalsma dokuz ve bgerli tavan
gruplarinda tekrar edilip % 0,5 yerine %0,1 ‘lik zdia retinol palmitat 13 gin
uygulandginda  kontrol grubuna nazaran anlamh  dizelme @ldu
gozlemlemglerdir.Korneasklreal yara iyifenesinde %0,1’lik retinol palmitatin etkin
oldugunu bildirmglerdir..(161)

Calsmamizda retinol palmitatin UV maruziyetinden gergk gerek 120 dakikada
uygulanmasinin istatistiksel olarak kornea hasa@amtemede etkili olmagini saptadik.

ilacin 24 saatlik siurecte istatiksel olarak onlewtkinligi bulunmamaktadir. Retinol
palmitat uygulanan rat gruplariningsgozleri ile sadece ¢gyici madde uygulanan sol
gozlerin apoptotik hiicre skorlari ve gozlemsel digitk bulgular acisindan anlamli
farkhilik tespit edilmedi. 5. dakika ve 120. dakikgruplari kendi iclerinde
incelendginde de s@a gozler ve sol gozler arasinda histopatolojik apuiptskorlar

acisindan anlaml fark bulunmadi.

Retinol palmitatin fototoksik etkiye maruz kalinthk sonra keratit klignin
oturmasina oOnleyici etkisi olmatli saptandi. Bu sonu¢ antioksidan etkisinin gugli
olmamasi ile aciklanabilegmi distinmekteyiz. Daha uzun sureli ve sik tekrarli

uygulamanin sonugclari gatirip degistirmeyecei ileri calismalarda argtirilabilir.

Literatiirde retinol palmitatin kornea yara iyilgesi Gzerine anlamli olumlu etkileri
oldugu cok sayida ¢caimada gdsterilmgtir. Calismamizda, her ne kadar istatiksel olarak
anlamh olmasa da 120. dakikada ila¢ uygulanan tgrgwzlemsel histolojik bulgular
korneanin bir miktar daha iyi olgunu digundurmektedir. Bu godzlem ilacin tedavi
amaclyla UV maruziyet sonrasi kullaniimasinin karngara iyilemesine katkida
bulunabilecgi fikrini desteklemektedir. Literatirde retinol patatin farkli kornea
hasarlarinda tedavi edici veya tedaviyi hizlandetkisinin gosterilmi olmasina kain
UV keratit iyilesmesi Uzerine etkisi henuz galmamstir. ileri deneysel ve klinik
calismalarda retinol palmitatin UV Kkeratiti Onleyici &k yerine tedavi slrecini
hizlandirici etkisinin agtiriimasinin, bu gnli ve siddetli klinik tablo ile bavuran
hastalarimiz agisindan faydali olgea distiinmekteyiz.
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7. SONUC

Gozde ultraviyole hasar mekanizmasinin tam olardks@#masi hasarin ¢cabuk ve en
uygun bir sekilde onlenmesini g#ayacaktir. Klinikte uygulanabilecek stratejilerin
gelistiriimesi igcin klinik olarak uygulanan tedavinin katliginin dogru bir sekilde

Olcilmesi gerekmektedir. Bunun ilk basgingse hayvan deneyi modellerinde 6nleyici
etkisi saptanan bir etken maddenin klinik deneegalsmalarda kullaniimasindan

gecmektedir.

Bildigimiz kadariyla daha once literatirde retinol pafit UV keratitini 6nleyici
etkisi olup olmadii bildirilmemistir. Calismamizda retinol palmitatin fototoksik keratit
modeli olgturulmus rat gozlerinde tek doz olarak maruziyetten 5 v@ dakika sonra
uygulanmasinin istatiksel olarak ultraviyole has@nleyici etkisinin bulunmagini
gorduk. Istatistiksel anlamli olarak onleyici etkinlik saptaasa da; 120. dakika
uygulama grubumuzda retinol palmitat etken maddgulanan gozlerde, ger 5.
dakikada ila¢ grubumuza nazaran daha az hasarnggsiilin ileride yapilabilecek
tedaviye yonelik cagmalara bir esin kaymga olaca fikrindeyiz. Retinol palmitat
ultraviyole hasarini 6nlemekte etkili olmasa dayswius hasarin tedavisinde etkili
olabilecgini dusundiren, farkli hasar mekanizmalari tizerine oluetkilerini gosteren
calsmalar mevcuttur (150,151). Bu konuda daha detaybnuglarin ortaya
citkanlabilmesi icin daha ileri deneysel ve klig&lismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Farkli etken maddelerin farkli doz ve strede eikiatinin karilastirldigi daha ileri

calismalarin insanlarda ogan ultraviyole hasarin énlenmesi ve tedavisindeggsterici

olabilecegini disinmekteyiz.
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