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1. AMAC VE KAPSAM

Ultraviyole (UV) 1sinlart , glines 15181 spektrumunun bir kismini olusturmaktadir ve
g0zde radyasyon hasarmin en yaygin nedenidir. Kornea, ultraviyole B (UVB) radyasyonunun
cogunu engellemenin fizyolojik yetenegine sahiptir ve goéziin i¢ tabakalarmi UVB ile
indiiklenen fototoksisite ve oksidatif hasara kars1 korur. Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada,
UVB'nin% 92'sinin ve ultraviyole A (UVA) radyasyonunun % 60'min, kornea tarafindan
emildigi gosterilmistir. Bununla birlikte, UVB radyasyonuna asirt maruz kalmanin korneal
etkileri arasinda fotokeratit, epitelyumda hasar, 6dem ve DNA modifikasyonu, protein ¢apraz
baglanmasi , reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 tiretilmesi enzim inaktivasyonu ve liretimi

dahil olmak tzere bir dizi biyokimyasal degisiklik sayilabilir (1-2).

Bir¢ok caligsma, dogal antioksidanlarin, UVB ile indiiklenen korneal patolojinin, 6zel
etkilesimleri ve sinerjizmi nedeniyle Onlenmesinde ve iyilestirilmesinde etkili oldugunu
bildirmistir (3). Korneal hasarin dnlenmesi ve tedavisi i¢in énemli bir savunma mekanizmast,
stperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve azalan lipit
peroksidasyonu gibi endojen antioksidan enzimlerin seviyelerini artirarak reaktif metabolitlerin

iiretimini azaltmayi icerir (4).

Bazi ¢alismalarda UVB 1sinlarinin kornea tizerinde olusturdugu tahribatin, koenzim
Q10 (Ubiquinone Q10, CoQ10) gibi antioksidan ve mitokondriyal fonksiyonu koruyucu rolu
olan terapdtiklerin epitel hasari sonrasi korneal yara iyilesmesini modiile edip yardimci
olabilecegini gostermistir (5).

Cytidine-5'-difosfokolin (CDPcholine, CDPCho) veya Citicoline, dogal bilesikle
0zdes bir farmasétik maddedir ve fosfolipid sentezinde onemli bir role sahiptir. 1050'li yillarda
Kennedy ve arkadaslari, citicoline'm hiicre membraninin en 6nemli fosfolipidlerinden biri olan
fosfatidilkolin (PC) onciisii oldugunu gosterdi . Fosfolipidler, hiicre devresinin ana
bilesenlerinden olup, yliksek bir devir hizina sahiptir, bu nedenle bu maddelerin siirekli sentezi,
hiicrenin optimal yapisini ve islevini saglar. CDP-Kolin, riboz, pirofosfat, sitozin ve kolin'den

yapilan bir mononiikleotiddir (6).

Citicoline, hiicre zar1 fosfolipidlerinin biyosentezinde bir ara iiriin olarak islev goren
dogal olarak olusan bir bilesiktir. Citicoline tedavisi serebral iskemi ve karaciger toksisitesi gibi
oksidatif stresin rol oynadigi mekanizmalarda basarili bir ajan olarak gosterilmistir. Citicoline
“in, oksidatif stresi azaltarak ve mitokondriyal fonksiyonu koruyarak iskemi- reperfuzyon

hasarin1 azalttig1 belirtilmistir (7-8).



Citicoline , asagidaki gibi birka¢ mekanizma ile néroproteksiyon ve antioksidan
aktiviteye katkida bulunur : Sfingomiyelin ve kardiyolipin seviyelerini korur (i¢ mitokondriyal
membranin yapisini olusturan ana membranlar ), hasara bagl diisen PC seviyelerini arttirir ,
glutatyon rediiktaz aktivitesini ve glutatyon sentezini arttirir, lipit peroksidasyonunu azaltir , Na

+ /K + ATPaz aktivitesini arttirarak hiicrenin enerji dongiistinii korumasin1 saglar (9).

Citicoline, beyin iskemisi, Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi ve glokom, non-
arterik iskemik ndropati ve ambliyopi gibi okiiler hastaliklarda umut verici bir terapotik ajan
olarak caligilmistir (9).

Citicoline igeren goz damlalari (OMKI1®, Omikron Italia,) hiicre yenileyici ve
hlcreyi oksidatif hasara kars1 koruyucu ve noroprotektif mekanizmalarindan faydalanilarak
glokom , retinal dejenerasyon , ambliyopi gibi ¢esitli spektrumdaki hastaliklarda tedavi edici
ajan olarak kullanilmistir.

Citicoline igeren goz damlasinin UVB 1sinina bagli korneada olusan inflamasyonu ve
artan ROS ‘u; hiicrenin enerji dongiisiiniin temeli olan mitokondriyal yapiy1 koruyarak ve hiicre
membran fosfolipidlerinin devami saglayarak , antioksidan enzim seviyelerini arttirarak geri
cevirebilecegini diistinmekteyiz. Bu hipotezimizi klinik, histopatolojik ve immunhistokimyasal
verilerle destekleyebilirsek ultraviyole 1sinlarina bagl korneal yaralanmalarda citicoline ajani

terapisi rutin tedavi modaliteleri arasina girmeye aday olabilecektir.

2.GENEL BILGILER

2.1 Kornea Anatomisi
Kornea, g6zin on tarafinda, hafifce ¢ikintili kismimi olusturur. Kornea, gozin ic
kismin1 enfeksiyondan koruyan yapisal ve fonksiyonel olarak goziin birincil bariyeridir.
Gozyast s1visi ile birlikte, refraksiyon i¢in piiriizsiiz bir ylizey saglar ve goziin toplam kirilma
gliciiniin neredeyse ticte ikisine katkida bulunur. Korneanin kalinligi merkezde 520 y, periferde
650 p'dir. Yetiskinlerde, korneanin ortalama yatay ¢ap1 11.5 ila 12 mm (10) iken, dikey cap
yaklagik 10.5-11 mm kadardir (11). Korneanin sekli optik fonksiyonunun temel belirleyicisidir
ve ortalama 43 diyoptrilik bir kiriciliga sahiptir. Korneanin seffaf yapist hem doku detaylarinin

hem de doku fizyolojisinin sonucunda olusmaktadir.



Kornea mikroskobik olarak 6 anatomik katmandan olusmaktadir.
1- Epitel tabakas1

2- Bowman tabakast

3- Stroma

4- Dua tabakasi

5- Descement membrant

6- Endotel tabakasi

2.1.1 Epitel Tabakasi

Korneal epitel, goziin dis ortama karst ilk engelini temsil eder. Keratinize olmayan
skuamoz tiptedir ve embriyolojik ektodermden tiiremistir. Kornea epiteli 5-7 sira tabaka
hiicreden olugmaktadir. Epitel yaklagik 50 um kalinliginda olgiiliir ve sklera'yr kaplayan
konjonktival epitelyum ile devam eder (12). Gozyast sivisinin kaplama islevi ile anatomik ve
fonksiyonel birim tamamlanir.

Diger epitel hiicreleri gibi korneal epitel de strekli yenilenme ile korunur (13). Epitel
tabakasi 3 ¢esit hiicreden olugsmaktadir. Bu hiicreler yiizeyden derine dogdu yiizeyel hiicreler,
kanatst1 hiicreler ve bazal hiicreler olarak siralanabilir. Bazal hiicreler ¢ogalarak ve farklilasarak
yiizeye dogru go¢ eder. Epitel hlicresinin ortalama émri 7 ila 10 glindur (14). Bazal hicrelerin
farklilagmasimin tamamlanmasindan sonra, invazyon, apoptoz ve deskuamasyon gergeklesir.
Epitel tabakasinda en stteki hiicreleri arasindaki siki birlesme kompleksleri, gézyasi sivisinin
korneaya diftizyonunu onler. Bu fiziksel bariyer, klinik pratikte (floresein veya rose bengal)
kullanilan normal boyalara karsi, ayn1 zamanda toksinlere ve mikroplara kars1 da etkilidir. Bu,
yar1 gegirgen, yiiksek direngli (12-16 kohms / cm2) bir zar olarak islev goren siki baglantilar,
zonula tikanikliklari ile gergeklestirilir (15). Skuamdz hiicrelerin yilizeysel katmanlarinin
altinda 2-3 kanat hiicresi tabakasi bulunur. Bu hiicreler daha az diizdiir ancak ayni siki yan
baglantilara sahiptir. Epitelin bazal hicreleri, bolinebilen (limbal hiicrelerin disinda) tek hiicre
kiimesini olusturmaktadir (16). Bazal hiicreler, kanat hiicrelerinin kaynagidirlar ve zonula
adherens ile birbirine baglanirlar. Bazal hiicreler, iistteki hiicrelere destek saglayan ve epiteli
komsu katmanlara baglayan temeldeki taban zarin iiretirler. Bazal membran yaklasik 0.05 um
kalinligindadir ve ¢ogunlukla kolajen tip IV ve laminin igerir. Bazal hiicrelerin kaynagi ve
dolayisiyla epiteldeki tiim hiicreler limbusun kok hiicre rezervi i¢indeki kornea cevresine
lokalize olmustur. Bu alandaki hiicreler merkezi korneaya dogru goc eder ve yavas yavas

mitotik kapasitelerini kaybeder ve gegici olarak yukselen hiicreler ve bazal hiicrelere doniisiir.



Limbal epitel yaklasik 10 ila 12 hiicre tabakasi kalinliginda bir vaskuler dokudur. Limbal
stroma ve epitel, Vogt Palisadlar1 ad1 verilen radyal fibro-vaskiiler yapida diizenlenmistir (17).
Bu palisadlar en ¢ok {ist ve alt korneada tanimlanmistir, ancak korneanin tiim gevresinde

mevcuttur.

2.1.2 Bowman Tabakasi

Bowman tabakasi yaklasik 15 um kalinligindadir ve kollajen tip I, Il ve V liflerinden
ve epitelyum-stroma etkilesimine aracilik eden diger hiicresel bilesenlerden olusur (18).
Gelisim sirasinda, hem epitel hiicreleri hem de keratositler tarafindan ardisik olarak bulunur
(19). Stromaya mikrobiyal invazyonu oOnlemek igin biyolojik bir bariyer olusturur. Ayni
zamanda keratositlerin stromadan yayilmasini da o6nleyebilir (20). Yaralandiginda rejenere

olmaz ve bir skar olusturabilir.

2.1.3 Stroma Tabakasi

Korneal stroma veya substantia propria korneal kalinligin ¢ogunlugunu temsil eder
(kornea kalinliginin% 80-85'1). Primer korneal stroma epitelyum tarafindan salinirken sekonder
stroma keratinosit aktivitesinin sonucudur. Stromanin yapisi, dogal mithendisligin essiz bir
ornegidir. Stromadaki lif olusturucu kollajen (esas olarak kollajen tip I, Il ve V), fibriller olarak
adlandirilan paralel demetlerde diizenlenir; paralel fibriller lamel olustururlar. Bu paralel
yapilanma korneanin seffafligini saglamaktadir. Bu lamellerin 200'den fazlasi stroma kiitlesini
olusturur ve gorevleri sunlardir: 1) kornea kurvatlrini korumak ve g6z i¢i basincina karsi
koymak , 2) 1s1k sacilmasini en aza indirmek. Korneanin periferinde stroma daha kalindir ve

kollajen fibrilleri limbus 'a yakin bir ¢evresel yonelimle ilerler (21).

Stromal yaralanmada keratositler yaralanan bdlgeye goc edip fibroblastlara dondr ve
kollajen Ureterek skara sebep olurlar (22,23). Glikozaminoglikanlar; fibriller arasi mesafeleri
doldurmakta ve anyonik bir ortam olusturarak katyon ve su baglamaktadir. Bu ara maddenin su
tutulumunu artirmasinin fibriller aras1 agiklig1 ve kornea kalinligini artirarak kornea 6deminde

rol oynadig1 diisiiniilmektedir. (22).



2.1.4 Dua Tabakas:

Lameller kornea cerrahisi Uzerine galismalart olan Harminder Dua tarafindan yakin
zamanda kesfedilen bir tabakadir. Korneanin stroma ve descement Kkatlar1 arasinda
10.15 +3,6um kalinliginda oldukga sert bir yapidir. 1-1.5 barlik bir basinca dayanabilecek

giicte bir membransi yap1 seklinde organize olmustur.

Aselliiler bir tabaka olup tip 1 kollajen demetlerinin uzunlamasina, transvers ve oblik planda
yerlesmesiyle olusan lamellalar igermektedir. Derin anterior lameller keratoplasti cerrahisinde
yoéntem hava enjekte ederek stroma ile descement membranini birbirinden ayirmaktir, Dua ve
arkadaslarina gore ¢ogu vakada ayrilma stroma ile bu yeni tanimlanan tabaka arasinda
olmaktadir, boylece geriye descement membrani yerine ¢ok daha saglam bir yap1 kalmaktadir

(24).

2.1.5 Descement Membram

Stromanin arka sinir1 ile endotel arasinda uzanan bir tiir basal laminadir. Descement
membrani, endotel tabakasindaki hiicreler tarafindan siirekli salgilanir. On tabaka dogumdan
once salgilanir ve kesin bir organizasyona sahip gibi goriiniirken, dogumdan sonra salgilanan

kisim daha amorftur (25,26). Katman yasla birlikte 10 um kalinliga ulasabilir.

2.1.6 Endotel Tabakasi

Endotel hiicreleri, korneanin arka tarafinda bir tek tabaka olusturur. Mezenkimal
kokenlidirler ve stromadaki uygun hidrasyon seviyesini korumada ¢ok énemli bir rol oynarlar.
Endotel hiicreler1 spesifik bir poligon sekline sahiptir, diizlesir ve birbirine sikica baghdir. Ana
hiicresel islevi, on kamaradaki stromadan akdéz humore karsi bir ozmotik gradyanin
tretilmesidir. Bu gradyan, saydamligi korumak igin akoz humorun stromadan
uzaklastirtlmasini kolaylastirir (27,28). Korneal periferde, endotel, trabekiiler ag oOrgiisii
hiicreleriyle birlesir. Endotelyal hiicreler boliinmemesi nedeniyle, sayilari, yasam boyunca,
ortalama olarak, yaklasik 3500 hiicre / mm2'lik baslangi¢ yogunlugundan 20 hiicre / y1l ile azalir
(29,30). Fonksiyonu korumak i¢in gereken minimum hiicre sayisinin, yaklasik 500 hiicre / mm2
oldugu 6ne siirtilmiistiir (31). Bu ilerleyici hiicre kaybi, travma, enflamasyon ve diger hiicresel
stresorlerle siddetlenir. Yiizeyi 6rtmek ve hiicresel bariyeri korumak igin endotel hiicreleri gog

eder ve / veya blydr.



2.2 Gozyasi Film Tabakasi
Okdiler yuzey ve korneal epitel, yaklagik 4 - 11 um'lik koruyucu bir gbzyast sivisi
filmi ile kaplanir. Bu gdzyas: filminin fonksiyonlari arasinda; kapaklar ve okdler yuzeyler igin
kayganlik , antibakteriyel koruma, okiiler yiizeyden yabanci maddelerin temizlenmesi, korneal
epitelinin beslenmesi , 1s1k kirilmasi i¢in diizgiin bir ylizey saglamak yer almaktadir (32,33).
GoOzyas1 sivisi, birbiriyle yakin etkilesim iginde olmak iizere ii¢ tabaka halinde

yapilandirtlmistir:

1) Lipit tabaka: en dis tabakadir goz yasini buharlagsmasini engeller. Meibomian, Zeiss ve
Moll bezleri tarafindan salgilanir.

2) Akoz tabaka: Lakrimal gland, Krause ve Wolfring bezlerinden salgilanir.

3) Miisin tabaka: epitel ile gbzyasi film tabakasi arasindadir. Goblet hiicrelerinden

kaynaklanir.

2.3 Kornea Fizyolojisi

2.3.1 Korneanin Seffafhiginin Korunmasi ve Stromal Hidrasyon

Ana gorsel islev, kornea'nin saydamligi ve sekli ile gerceklestirilir. Seffaflik, epitelin
bariyer fonksiyonu, korneal stroma 6zel yapisi ve stromadan endotel pompalarinin aktivitesi
boyunca siirekli olarak sivi alinmasi arasindaki isbirligi ile elde edilir ve siirdirilUr.
Kalinliklarinin a olmasi nedeniyle Bowman tabakasi ve Descemet membrani 151k sag¢ilmasina
katkida bulunmaz. Epitel, bir bariyer olusturarak seffafligin korunmasina katki saglar. Bu
bariyer fonksiyonu, tabakalarin fizyolojik biitiinliigline baghdir ve epitelyal sik1 baglantilar ve
epitel hacrelerinin strekli yenilenmesi ile devam eder. Korneanin seffafligi; stromadaki
kollajen fibrillerinin mikemmel dizilimi ve korelasyonu sonucudur (34).

Endotel hicrelerinde bulunan Na + / K + ATP-ase ve karbonik anhidraz aktivitesi
sayesinde korneanin aktif dehidratasyonu saglanmis olur. Korneanin seffafliginin
kornmasindaki ana faktorleri 6zetleyecek olursak;
1-Epitel ve endotelin bariyer fonksiyonu
2-Stromanin gisme basinci
3-Epitel ve endotel iyon pompalari
4-G0z i¢i basinci

5-Kornea ylizeyindeki suyun buharlagmasi (35)



2.3.2 Korneanin Bariyer Fonksiyonu

Okiiler yapidaki ilk tabaka olarak kornea, g6ztin seklini belirleyici ve koruyucu bir
dokudur. Daha &nce de belirtildigi gibi, korneanin kuvveti stromal kollajen tarafindan saglanir,
koruyucu fonksiyonlarin geri kalan1 korneal epitelyum tarafindan desteklenir. Epitel hiicreleri
arasindaki siki baglantilar ; mikroorganizmalar, elektrolitler ve en 6nemlisi su icin ¢ok etkili
bir bariyerdir (36). Disaridan gelen ¢esitli stres faktorlerine karst birincil korumadan kornea
epiteli sorumludur. Buna 6rnek olarak UV radyasyonu verilebilir. Epitelyal hiicreler 310 nm ve
daha kisa UV dalga boylarin1 absorbe eder ve i¢ tabakalara gegisi 6nlenir (37). Daha uzun
dalga boylari lens tarafindan absorbe edilir ve retinada UV ile indiiklenen hasar1 6nlenir (38).
Ek olarak gézyasinin bariyer fonksiyonu ve epitel tabakasi beraber mikroorganizmalara karsi
engel olusturmaktadir. Kornea enfeksiyonlarinin ¢ogu, bu bariyeri zayiflatan olaylar, 6rnegin:
iltihapl1 reaksiyonlar veya epitelyumun degisken travmalari ile miimkiin olur. Onemli istisnalar

viral enfeksiyonlardir.

2.3.3 Korneanin Metabolizmasi

Kornea seffafliktan 6diin vermeyeceginden, kan dolagimina sahip degildir. Kornea
beslenmesi icin gerekli olan glukozun %90 1n1 akdz humorden geri kalan % 10 unu ise limbal
damarlar ve gozyasi tarafindan saglamaktadir. Korneada glukoz tic metabolik yol; TCA siklusu,
anaerobik glikoliz ve heksoz monofosfat yolu (HMF) ile metabolize edilir. HMF yolu sirasinda
uretilen NADPH ortamdaki serbest radikallerin uzaklastirilmasi i¢in gerekli olan sistemler
tarafindan kullanilir.(39)

Korneanin oksijen gereksinimi havadan ,gézyasindan ve akoz humorden
saglanmaktadir. Oksijen, glukoz TCA siklusunda metabolize olurken kullanilmaktadir.
Hiicrenin enerji ihtiyacina gore glikolitik yol veya TCA siklusu secilebilir. Oksijen superoksite
oradan da hidrojen peroksite ¢evrildiginde hiicre i¢in son derece hasar verici olmaktadir. Epitel
ve endotel hicrelerinde serbest radikallerin inaktive hale getirilmesinde gdrev alan glutatyon
rediiktaz ve peroksidaz enzimlerinin islevleri i¢in de glukoz ve oksijene ihtiya¢ duyulur.
Antioksidan enzimlerin faaliyeti i¢in hiicre i¢i glutatyonun 1:3 oraninda azalmasi durumunda
endotelin pompa fonksiyonu etkilenerek kornea seffafliginin belirgin olarak azaldigi

gozlemlenmistir (35).

2.3.4 Korneal inervasyon
Korneal sinir liflerinin ¢ogu duyusaldir ve trigeminal sinirin oftalmik dalindan ¢ikar

(40). Kornea ayrica otonom sempatik ve parasempatik innervasyon icerir (41,42). Miyelinsiz
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sinir demetleri, stromay1 kollajen lamelleri ile paralel olarak radyal bir sekilde girer ve daha
sonra epitele dogru ilerler, bowman zarini ve bazal epitelyal tabakanin altindaki alt-bazal sinir
pleksusundan perfore eder (43,44). Lifler buradan tek tek ayrilarak yiizeyel epitele dogru ilerler.

Buradan, tek tek lifler ylizeysel katmanlarda durmak igin epitelyumu ayirir ve niifuz eder.

2.4 Korneanin Hasarlanmasi ve Yara Tyilesmesi

2.4.1 Epitel

Korneanin  en dis tabakasi olan epitel zarar gormesi en muhtemel hicre
populasyonudur. Ancak , ayni zamanda en hizli sekilde iyilesen ve en etkili sekilde yaralanma
Oncesi yapiya ve fonksiyona geri donen katmandir. Nadir de olsa epitel iyilesmesi yavas olan
bir ¢esit yaralanma ile tehlikeye girer. Bu durum , alkali yaniklari (45), enfeksiyonlar (46) veya
diyabetik ndropati ile iliskili yaralarda (47) olusabilir. Bu sartlar altinda risk altindaki en 6nemli
yapilar , korneanin daha savunmasiz, daha derin yapilaridir. Neyse ki, epitelyal yaralanmalarin
cogunlugu, hizla ve sorunsuz olarak iyilesir. Korneal epitel yara iyilesmesi spesifik fizyolojik
fonksiyonlarla dért evreye ayrilabilir (48). ilk asama latent evre olarak adlandirilir. Bu evrede
hlcre hareketi ve hiicre sayisinda degisiklik yoktur (49). Bu siire zarfinda metabolik aktivitede
bir artis ve bir sonraki faz i¢in hazirlikta hiicre yapisinin yeniden diizenlenmesi vardir (50).
Ikinci faz migrasyon fazidir. Bunu proliferasyon asamasi izler. Bu asamada hiicreler boliinmeye
ve farklilagsmaya bagslayarak restorasyonu saglarlar (51,52). Son faz, hareketli olmayan epitelde
bulunan hiicre substrat eklerinin geri doniistidiir (53). Genellikle, bir sonraki faz 6nceki fazin

tamamlanmasindan 6nce baglayacak, ancak fazlarin siras1 korunacaktir.

2.4.2 Stroma

Stromal yara iyilesmesi, keratositlerin transformasyonu, fibroz materyal tiretimi ve
dokunun yeniden dizenlenmesini icerir (54). Stromanin yaralanmaya yaniti, stroma sismesi,
fibroblastlarin ve enflamatuar hiicrelerin invazyonu ile baslar ve bu durum etken stromaya
temas etmese bile olusabilir (55,56). Islemin erken dénemlerinde lokositler, konjonktival
damardan yara bolgesine tasinirlar. Lokositler enfeksiyona kars1 koruma sagladiklart gibi ayni
zamanda doku hasarina da katkida bulunabilmektedirler (56,57). Ayrica, iyilesmenin
gelistirilmesinde rol aldiklarin1 gosteren kanitlar da vardir (58). Yaralanma bolgesine en yakin
keratositler fibroblastlar veya miyofibroblastlar olmak (izere aktive edilirler (59,60). Bu
transforme hiicreler daha sonra yaraya go¢ eder ve defekti doldurmak igin fibrotik materyal
olarak birikirler (61,62). Bu yeniden yapilanma korneanin seffafligini azaltan ve kiriciliginin

degismesine sebep olan bir opaklagma ile sonuglanabilmektedir.
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Transforme olan keratositlerin sayisi, yara doldurulduktan ve tadilat asamasi
gerceklestikten sonra azalmaya baslar. Ancak korneanin seffafligi geri kazanmak igin
kollajenin yeniden yapilanma siireci yillar boyunca devam edebilir (60). Yeniden yapilanma
stirecinde yapic1 ve yikici ajanlarin dengesine, matriksmetalloproteinaz (MMP) lara ve yaranin
derecesine bagli olarak stromal iyilesme; normal stromal yapi, bir opak skar, stromal erime
veya neovaskilarizasyon ile sonuglanabilir (63,64). Stromal yara iyilesmesi, enflamatuar
hiicrelerin varliginda yarayi fibroz doku ile tamir eden transforme keratinositleri igerir ve

gérmenin azalmasina neden olabilir.

2.4.3 Endotel ve decement membram

Endotel yara iyilesmesi, saglam kalan hicrelerin yeniden diizenlenmesi ve yeni bir
bazal membran salgilanmasi ile sinirlidir. Endotel penetran yaralanmalar, trans-korneal
insizyonlar veya asir1 kornea distorsiyonu nedeniyle hasar gorebilir (11). Endotel hasari, 6n
kamara sivisinin stromaya gegmesine sebep olabilir. Bu durum stromanin seffaf yapisinin
bozulmas: ve kalinligmin artmastyla sonuglanabilir (65). Insan gdziinde endotel hiicre kayb1
meydana geldiginde, yara yerine bitisik saglam endotel hucrelerin gocl ve kalan htcrelerin
daha biiyiik bir yilizey alan1 kaplayacak sekilde genisletilmesiyle doldurulur (66,67). Endotel
hiicre go¢ii alt1 saat iginde baslar ve yaklagik 1 mm / giin ilerler (68,69). Endotelyumun arka
stroma lizerinde yeniden sekillendigi bir hafta i¢inde, normal fonksiyonlar geri kazanilir ve
olasi sisligin azalmasiyla sonuglanir (68). Descemet membraninin hasarlanmasi durumunda
endotel hicreleri yeni bir bazal membran olusturacak sekilde yeniden sekillenir (70). Endotel
yara iyilesmesi tamamen insan goziindeki hiicre gocii ile normal fonksiyona sahip olup, alanin

hiicreler tarafindan kaplanmasindan birkag giin sonra geri doner.

2.4.4 Yara lyilesmesinin Endojen Modiilasyonu

Korneal yara iyilesmesi, ¢cok sayida sinyal yolu ve siireci tarafindan modiile edilen,
olduk¢a karmasik ve siki bir sekilde koordine edilmis bir fizyolojik cevaptir. Yaralanma
sirasinda salinan sitokinler, yaranin iyilesmesi yanitinin, 6zellikle de interlokin (IL) 1 ve IL-
6'nin diizenlenmesinde kilit bir rol oynar. Bu sitokinler, Epitel Biiyiime Faktorii (EGF),
Keratosit Bluyume Faktort (KGF), Hepatosit Buyume Faktori (HGF), Transform Biyume
Faktori (TGF) ve Trombosit Buyume Faktori (PDGF) gibi buyime faktorlerinin
ekspresyonunu etkileyebilir (71). Bu buyume faktorleri ve sitokinler birlikte apoptoz, goc,

cogalma ve farklilagsma iyilesme siire¢lerini diizenler.



Yara iyilesmesi siirecinde yer alan epitelyal hiicre igi sinyal yollar1 Mitojenle
aktiflestirilen Protein Kinazlarinin (MAPK), Fosfatidilinositol 3-kinazin (PI-3K), Rho ailesinin
ve Protein Kinaz C'nin (PKC) aktivasyonunu icerir (51,72,73). Yaranin kapatilmasi ayrica
proteazlarin aktivasyonunu, hiicre dis1 matriks proteinlerinde degisiklik yapilmasin1 ve noral
faktorlerden etkilenmeyi icerir (51). Boylece kornea epitelindeki yara iyilesmesi, gesitli
sitokinler, bliylime faktorleri, matris proteinleri ve proteazlar tarafindan diizenlenir.

Sitokinler kornea epitel hasarini takiben serbest birakilir ve iyilesme yanitini
baslatiyor gibi goriiniir. Epitel yaralandiginda IL-1, IL-6 ve TNF-a eksprese edilir (74). IL-1 ve
IL-6 seviyelerinin, hasarin ciddiyeti ile orantili oldugu bulunmustur (74). IL-6, fibronektin igin
integrin reseptorunin regiile edilmesiyle epitel hiicre gociinii kolaylastirir ve ayrica aktive
keratositler tarafindan fibrotik materyal tretimini etkileyebilir (61,75). IL-1'in HGF ve KGF
seviyelerini yukseltmesine ek olarak EGF ile sinerjistik olarak yara iyilesmesini destekledigi
gosterilmistir (76,77). IL-1 ayrica MMP {iretimi, keratosit apoptoz Ve l6kosit infiltrasyonu gibi
diger stromal degisiklikleri de uyarir (78,79). Anjiyojenik ve notrofil kemotaktik faktor IL-8,
ayrica IL-1 tarafindan da diizenlenir (80,81). IL-1'den daha az oranda olmak Uzere , epitelde
yaralanma, IL-8'i benzer sekilde diizenleyen TNF-a ekspresyonunu arttirir, apoptozu tesvik
eder, Iokositleri hasar bolgesine yonlendirir ve epitel iyilesmesini etkileyebilir (74,82- 85).
Boylece epitel yaralanmasinin ardindan salinan sitokinler epitel gociinii tesvik eder, blyume
faktorlerini arttirir ve stromal iyilesme siirecine aracilik eder.

Epitel yaralanmasina cevap olarak veya sitokin stimiilasyonunu takiben serbest
birakilan biiyiime faktorleri, hiicre mitoz ve gog¢ oranlarini arttirir. HGF, KGF ve bunlarin epitel
reseptorleri, IL-1'e cevap olarak diizenlenir, bu da epitel hiicre ¢cogalmasini arttirir (86,87).

Sinir biyume faktori (NGF) de yaralanmay1 takiben miktart artan molekiillerdendir
ve epitelyal proliferasyon ve farklilasmay: arttirdigir gosterilmistir (88,89). EGF, iyilesme
stirecinde miktar: artan ancak lakrimal bezde ve korneal epitelde diisiik seviyelerde reseptor
ekspresyonuna sahip olan kornea epitelinin bir mitojenidir (87,90,91). Reseptdr ekspresyonu
yaralanma sonrasi degismeden kaldigi igin, artmis aktivasyon gozlense de, EGF'nin roliinin
onarimdan ziyade epitelyal homeostazla daha fazla iliskili oldugu one siiriilmiistiir (87,92).
EGF ailesinin diger iiyeleriyle karsilastirildiginda, heparin baglayict EGF benzeri biiyiime
faktorli (HB-EGF) ve TGF-a, yara iyilesmesinde miktar1 artar , ancak sadece epitel hicre
gociinii arttirdig1 ve farklilasmayi 6nledigi in vitro olarak gosterilmistir (86,93). Benzer sekilde,
epitelyal gocii tesvik eden epitelden salinan PDGF'dir ve bu ayrica stromal keratositlerin gog

etmesini ve ¢ogalmasini uyarir (94-96).
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TGF-p Uretimi de epitelde lokalizedir, ancak bazal membran zarar gordiigiinde
stromaya girer ve keratosit fenotip degisimini etkiler (97,98). TGF-p ayn1 zamanda, EGF, KGF
ve HGF'nin korneal epitelde mitojenik etkisini de arttirir. Bu sekilde TGF-B’ nin gog¢ eden epitel
hiicrelerinde proliferasyonu lokal olarak inhibe ettigi diistiniilmektedir (99). Dolayisiyla,
hasarla artis gosteren biiylime faktorleri, stromal tepkiye etki etmenin yani sira epitelyal gogii
tesvik eder ve proliferasyonu modiile eder (100,95). Blytime faktorlerinin ve sitokinlerin hucre
zar1 reseptOrlerine baglanmasi, iyilesme sirasinda hiicrenin tepkisini yonlendiren hiicre ici
sinyal yollarini aktive eder. Epitel EGF reseptorlerinin yaralanmasinin uyarilmasinin ardindan,
MAPK ve PI1-3K hiicre igi sinyal yollarin1 baslatirken, bu reseptorii bloke eder veya bu yollarin
hiicre gogli ve cogalmast lizerinde inhibe edici bir etkisi vardir (101-106).

Sinir sistemi de kornea epitelyal yara iyilesmesi siirecine de katkida bulunur. Noral
girdilerin korneal yara iyilesmesi siirecindeki onemi, herpetik g6z hastaligi, besinci sinir
lezyonlar1, topikal anestezik kotiiye kullanimi ve diabetes mellitus ile iligkili degismis
trigeminal sinir fonksiyonunun karakteristik 6zelligi olan gecikmis yara iyilesmesi ile 6ne
strilmektedir (107). Korneal epitel hicrelerinin trigeminal veya sempatik noronlarla birlikte
kaltard, mitotik aktivitenin artmasina neden olur (108). Kultrli trigeminal noronlar, epitel
hlcrelerinde bulunan tip VII kolajenleri farklilagtirip eksprese etmelerine neden olur (108-110).
Noropeptid P maddesinin Insiilin benzeri Biiyiime Faktorii (IGF) ile birlikte eklenmesi, fokal
adezyon kompleksleri ile iligkili sinyal proteinlerinin fosforilasyonunun artmasiyla epitelyal
gocii tesvik eder (111,112). Ote yandan, kalsitonin geni ile iliskili peptid, in vitro epitelyal
mitozisi azaltir (113). Sempatik sinirlerden gelen noradrenalinin yara iyilesmesinde kii¢iik bir
rolii olabilir, ancak su ana kadar raporlar geliskilidir (114,115). Asetilkolin ayn1 zamanda
korneal epitel tarafindan okiiler yiizeydeki parasempatik sinirlerden daha yliksek seviyelerde
uretilmesine ragmen, yara iyilesmesinin desteklenmesinde rol oynayabilir (116,117). Boylece,
okiiler noral patolojide meydana gelen yavas iyilesme ve yaranin sinirsel tiirevli faktorlerle
desteklenmesi, sinir sisteminin yara kapanmasinda rol oynadigin1 gdstermektedir.

MMP-9, kollajen ve bazal membran proteinlerini parcaladigi, IL-1'1 modiile ettigi ve
TGF-B'yi aktive ettigi belirtilmistir (118-121). MMP-9'un varliginin, mitotik aktiviteyi
azaltarak, enflamasyonu geciktirerek ve ardindan yara kapanmasini takiben gecici matrisi
kaldirarak yara kapanma oranini diizenledigi gosterilmistir (121,122). Boylece proteazlar,

kornea epitelyal yara iyilesmesi sirasinda hiicre gociinii ve ¢ogalmasini destekler ve diizenler.
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2.5 Serbest Radikal Olusum Mekanizmalari ve Viicuttaki Antioksidan Savunma
Sistemleri
Yasamin vazgeg¢ilmez bir unsuru olan oksijenin, belirli durumlarda insan vicudu
Uzerinde zararh etkileri olmasi ve bu zararli etkilerinin ¢ogunun, bazi kimyasal bilesiklerin
olusumu ve aktivitesinden kaynaklanmasi ironiktir (123,124). ROS olarak bilinen ve diger
maddelere oksijen verme egiliminde olan serbest radikaller ve antioksidanlar, hastalik

mekanizmalarinin agiklanmasinda yaygin olarak kullanilan terimler haline gelmistir (125).

2.5.1 Serbest Radikaller

Serbest bir radikal, bir atomik yoriingede eslesmemis bir elektron igeren bagimsiz
varlia sahip herhangi bir molekiiler tiir olarak tanimlanabilir. Eslesmemis bir elektronun
varligi ¢ogu radikal tarafindan paylasilan bazi ortak ozelliklerle sonuglanir. Birgok radikal
kararsiz ve oldukca reaktiftir. Bir elektronu bagislayabilir ya da diger molekiillerden bir
elektron kabul edebilir, bu nedenle oksidanlar veya indirgeyiciler gibi davranirlar. Birgok
hastalik durumunda oksijen igeren serbest radikallerin ¢ogu tekli oksijen (102), slperoksit
anyonu (-O2-), hidroksi (-OH), peroksi (ROO-) ve alkoksi (RO-) radikalleridir (Kaur and
Kapoor 2001),(126). Bu molekuller cekirdekte DNA, proteinler, karbonhidratlar ve lipitler gibi
biyolojik olarak ilgili molekiillere zarar veren , hiicre zarinda bulunan oldukga reaktif turlerdir.
Serbest radikaller, hiicre hasarina ve homeostatik bozulmaya yol acan Onemli
makromolekiillere saldirir (127). Serbest radikallerin hedefleri viicuttaki her tlrlti molekili

icerir. Bunlar arasinda lipitler, niikleik asitler ve proteinler ana hedeflerdir.

Serbest radikaller, insan vicudundaki normal temel metabolik islemlerden veya X
isinlart, ozon, sigara, hava kirliligi ve endiistriyel kimyasallara maruz kalma gibi dis
kaynaklardan elde edilir (128). Serbest radikal olusumu, hem enzimatik hem de enzimatik
olmayan reaksiyonlarin bir sonucu olarak hiicrelerde siirekli olarak meydana gelir. Serbest
radikallerin kaynagi olarak gorev yapan enzimatik reaksiyonlar, solunum zincirinde,
fagositozda, prostaglandin sentezinde ve sitokrom P-450 sisteminde yer alir. Serbest radikaller

ayrica oksijenin organik bilesiklerle ve iyonlastirict reaksiyonlarla da olusabilir(129).

2.5.1.1 Reaktif Oksijen Uriinleri ve Serbest Radikaller
ROS, zincir reaksiyonunun baglangicinda ve / veya devamina katilan hem radikal hem
de radikal olmayan tiirler dahil olmak {izere tiim reaktif oksijen formlarini igeren ortak bir
terimdir. Serbest radikaller, eslenmemis elektronlarin varligindan tiiretilen, ¢ok kisa bir siire
boyunca bagimsiz olarak varolma yetenegine sahip, oldukga reaktif bir ara kimyasal molekiil
olarak tanimlanir (130).
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2.5.1.1.1 Serbest Radikal Kaynaklar: (131)
e I¢ Kaynaklar
¢ Di1s kaynaklar
e Fiyolojik faktorler

2.5.1.1.1.1 i¢c Kaynaklar
Bunlar serbest radikallerin kaynagi olarak gorev yapan enzimatik reaksiyonlardir.
Solunum zincirinde, fagositozda, prostaglandin sentezinde ve sitokrom P450 sisteminde yer
alan reaksiyonlar1 igerir. Serbest radikallerin bazi i¢ tiretim kaynaklari, mitokondri, ksantin
oksidaz, fagositler, demir ve diger gecis metallerini igeren reaksiyonlar, peroksizomlar,
arasidonik asit yollar1, egzersiz, iskemi / reperflizyon ve inflamasyondur.
2.5.1.1.1.2 D1s kaynaklar
Bunlar oksijenin organik bilesiklerle enzimatik olmayan reaksiyonlarini igerir.
Serbest radikaller, iyonlastiric1 radyasyonlarla baglatilan reaksiyonlarda da ortaya ¢ikar. Bazi
serbest radikal kaynaklari sigara dumani, ¢evresel kirletici maddeler, radyasyonlar, ultraviyole

151k, ozon, bazi ilaglar, bocek ilaglari, anestezikler ve endiistriyel ¢oziiciilerdir.

2.5.1.1.1.3 Fizyolojik Faktorler
Stres, ruhsal durum ve hastalik kosullart da serbest radikallerin olusumundan

sorumludur.

2.5.1.1.2 Serbest radikal cesitleri
e Hidroperoksil Radikali ( HO>)
e Siperoksit Radikali Oz

e Hidrojen Peroksit (H20,)

e Uclii Oksijen (302)

e Aktif Oksijen

2.5.1.1.2.1 Hidroperoksil radikali

Perhidroksil radikali olarak da bilinen hidroperoksil radikali, HO, kimyasal formli
ile protonlanmis bir siiperoksit seklidir. Hidroperoksil, bir protonun bir oksijen atomuna
transferi yoluyla olusturulur. H2O , hidrojen atomlarinin tokoferolden ve ¢oklu doymamis yag

asitlerinden lipit ¢ift katmanindaki soyutlanmasi1 gibi biyolojik olarak énemli reaksiyonlarda bir
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oksitleyici olarak gorev yapabilir. Bu nedenle, lipit peroksidasyonunun onemli bir baslaticisi
olabilir.

2.5.1.1.2.2 Superoksit

Superoksit oksidan ve indirgeyici olarak hareket edebilir. Kikdrt askorbik asit veya
NADPH’ 1 okside edebilir, sitokrom C ve metal iyonlarini azaltabilir. Hidrojen peroksit ve
oksijen olusumuna yol agan bir dismutasyon reaksiyonu kendiliginden meydana gelebilir veya

enzim siiperoksit dismutaz tarafindan katalize edilir (132).

2.5.1.1.2.3 Hidrojen Peroksit

Tek degerlikli stiperoksit radikalinin indirgenmesi serbest bir radikal olmayan
hidrojen peroksit Gretimine yol acar. Hidrojen peroksit zarlardan kolayca niifuz eder ve hiicrede
boliimlere ayrilmaz. Bu durum ; DNA'nin par¢alanmasi, tek iplik¢ik kopmalari ve DNA protein
capraz bagimin olusmasi ile sonuglanir. Cok sayida enzim (peroksidaz), karmasik organik
molekiillerin sentezini i¢eren oksidasyon reaksiyonlarinda substrat olarak hidrojen peroksit
kullanir. Bu bir oksitleyici ajandir, ancak 6zel olarak reaktif degildir. Hidrojen peroksitin asil
Onemi, reaktif ge¢is metal iyonlarinin varliginda bir hidroksil radikalinin kaynagi olmasidir.

2.5.1.1.2.4 Tekli oksijen

Serbest bir radikal degildir, ancak bazi radikal reaksiyonlarda olusabilir ve digerlerini
tetikleyebilir. Bu hidrojen peroksit molekiillerinden kaynaklanmaktadir. Ayrismadaki singlet
oksijen, sliperoksit ve hidroksil radikalleri olusturur.

2.5.1.1.2.5 Uglii oksijen

Uglii oksijen, oksitler olusturmak igin elementler ve iyonlarla reaksiyona girebilir.
Bununla birlikte, diger aktif radikallerin, radyasyonlarin, ultraviyole 15181n ve 1sinin etkisiyle
iretilen serbest radikal molekiillerle veya aktif peroksit radikallerini tiretmek ve doymamis yag
asitlerinin ve digerlerinin otomatik oksidasyonunu tetiklemek i¢in oksijen ve gecis metali ile

kompleks olusumuyla kolayca reaksiyona girer. .

Serbest radikaller ii¢ yolla olusturulabilir ;
* Normal molekiiliin kovalent baginin homolitik boliinmesiyle, her bir parga eslestirilmis

elektronlardan birini koruyarak;

XY y X*+Y*
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» Normal molekiilden tek elektron kaybiyla;
XY » X' +Y

» Normal molekule tek elektron ilavesiyle;
X+e » X

»

Bir radikal eslenmemis elektronunu baska bir molekiile bagislayabilir. Eslesmek i¢in
diger molekiillerden elektron alabilir ya da basitge molekiile katilabilir. Radikal bir elektron
verirse veya bir elektron alirsa ; anyona radikal olmak icin eklebilir. Bu nedenle, genellikle
zincir reaksiyon olarak ilerleyen reaksiyonlarin gelecegi, bir radikalin bir digerini kazanacagi

sekildedir (133).

2.5.2 Antioksidanlar

Antioksidan  ozellikteki molekiller temel olarak serbest radikal temizleme
ozelliklerinden dolay: hiicresel hasari geciktirir veya inhibe eder (134). Bu diisiik molekiiler
agirlikl antioksidanlar, serbest radikallerle giivenli bir sekilde etkilesime girebilir ve vital
molekiiller zarar gormeden once zincir reaksiyonunu sonlandirabilir. Glutatyon, ubikinol ve
urik asit dahil olmak Uzere bu tir antioksidanlarin bazilari, viicuttaki normal metabolizma
sirasinda tretilir (135). Diger hafif antioksidanlar diyette bulunur. Viicutta serbest radikalleri
temizleyen birka¢ enzim sistemi bulunmasina ragmen, temel mikro besin (vitaminler)
antioksidanlari E vitamini (a-tokoferol), C vitamini (askorbik asit) ve B-karotendir (136). Viicut

bu mikro besinleri iiretemez, bu nedenle diyetle alinmalar1 gerekir.

2.5.2.1 Enzimatik ve Peptid Yapil Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidanlar icin iki temel etki mekanizmasi éne siiriilmiistiir (137). Ilki, birincil
antioksidanin viicutta mevcut serbest radikallere bir elektron bagisladigi zincirleme bir
mekanizmadir. Ikinci mekanizma, ROS / reaktif azot tiir baslaticilarinin (ikincil antioksidanlar)
zincir baslatic1 katalizorii sondiirerek ¢ikarilmasini igerir. Antioksidanlar, biyolojik sistemler
tizerindeki etkilerini, elektron bagisi, metal iyonu selati, yardimci antioksidanlar veya gen
ekspresyon diizenlemesi dahil olmak iizere farkli mekanizmalar ile uygulayabilir (138).

Birinci savunma hattt serbest radikal olusumunu baskilayan koruyucu

antioksidanlardir. Her ne kadar in vivo radikal olusumunun kesin mekanizmasi heniiz tam
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olarak aciklanmamasina ragmen, hidroperoksitlerin ve hidrojen peroksitin metal kaynakli
parcalanmalarinin 6nemli kaynaklardan biri oldugu dsilinilmektedir. Bu tiir reaksiyonlari
bastirmak i¢in, baz1 antioksidanlar, serbest radikallerin ve bazi proteinlerin metal iyonlarin
serbest birakmadan, sirasiyla hidroperoksitleri ve hidrojen peroksiti, sirasiyla alkollere ve suya
indirgemektedir. GSH-Px, glutatyon-transferaz, fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz
(PHGPX) ve peroksidazin; lipit hidroperoksitleri karsilik gelen alkollere parcaladigi
bilinmektedir. PHGPX, biyo-zarlara entegre edilmis fosfolipidlerin hidroperoksitlerini
azaltabilmesi bakimindan benzersizdir. GSH-Px ve katalaz, hidrojen peroksidi suya indirger.

Ikinci savunma hatt1 zincir baslangicini bastirmak ve / veya zincir yayilma
reaksiyonlarini kirmak i¢in aktif radikalleri temizleyen antioksidanlardir. Cesitli endojen kok
temizleyici antioksidanlar bilinmektedir: Bazilar1 hidrofilik, bazilar1 ise lipofiliktir. C vitamini,
iirik asit, bilirubin, albiimin ve tiyoller hidrofilik, radikal temizleyici antioksidanlardir, E
vitamini ve ubikuinol lipofilik radikal temizleyici antioksidanlardir. E vitamini, en giiglii radikal
temizleyici lipofilik antioksidan olarak kabul edilir.

Uciincii savunma hatt1 tamir ve de novo antioksidanlaridir. Sitozolde ve memeli
hicrelerinin  mitokondrilerinde bulunan proteolitik enzimler, proteinazlar, proteazlar ve
peptidazlar oksidatif olarak degistirilmis proteinleri tanir, bozar ve uzaklastirir ve oksitlenmis
proteinlerin birikmesini 6nler.

DNA tamir sistemleri ayrica toplam savunma sisteminde oksidatif hasara kars1 6nemli
bir rol oynamaktadir. Hasarli DNA'y1 onarabilen glikosilazlar ve niikleazlar gibi ¢esitli enzimler
bilinmektedir.

Serbest radikallerin {iretimi ve reaksiyonlar: i¢in sinyalin uygun antioksidanlarin
olusumunu ve dogru bolgeye tasinmasini sagladigi adaptasyon adi verilen bagka bir énemli
fonksiyon vardir (139).

Hiicreler etkilesimli bir antioksidan enzim agi ile oksidatif strese karst korunur (140).
Burada, oksidatif fosforilasyon gibi islemler tarafindan salinan siiperoksit once hidrojen
peroksite doniistiiriiliir ve daha sonra su vermek iizere daha da azalir. Bu detoksifikasyon yolu,
birden fazla enzimden olugmaktadir. Siiperoksit dismutazlar ilk basamag: katalize eder, sonra
katalaz ve hidrojen peroksidi kaldiran gesitli peroksidazlar ile detoksifikasyon devam eder
(141).

2.5.2.1.1 Superoksit dismutaz (SOD)

SOD , siiperoksit anyonunun oksijen ve hidrojen peroksit igine pargalanmasini

katalize eden enzimler sinifidir (142,143). SOD enzimleri hemen hemen tlim aerobik hticrelerde
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ve hiicre dis1 sivilarda bulunur(144). Metal kofaktore bagli olarak baslica sliperoksit dismutaz
familyalari: Cu/ Zn (hem bakir hem de ¢inko baglayan), Fe ve Mn tipleri (demir veya mangani
baglayan) ve son olarak nikeli baglayan Ni tipi olarak siniflandirilmistir. Daha ylksek
bitkilerde, SOD izozimleri farkli hiicre bélmelerinde lokalize edilmistir. Mn-SOD, mitokondri
ve peroksizomlarda bulunur. Fe SOD, esas olarak Kkloroplastlarda bulunur, ancak
peroksizomlarda da tespit edilmistir ve Cu Zn SOD, sitozol, kloroplast, peroksizom ve
apoplastta lokalize edilmistir (145-147).

Insanlarda (diger tiim memelilerde ve cogu kordada oldugu gibi), ii¢ siiperoksit
dismutaz formu mevcuttur. SOD1 sitoplazmada, SOD2 mitokondride ve SOD3 hiicre disinda
bulunur. Birincisi bir dimerdir (iki birimden olusur), digerleri ise tetramerlerdir (dort alt birim).
SODI1 ve SOD3 bakir ve ¢inko igerirken, SOD2 reaktif merkezinde manganez igerir (148).

2.5.2.1.2 Katalaz

Katalaz, hemen hemen tiim canli organizmalarda bulunan ve hidrojen peroksitin su
ve oksijene ayrismasini katalize etme islevini goren, dokuda yaygin bulunan bir enzimdir (149).
Hidrojen peroksit, pek ¢ok normal metabolik islemin zararli bir yan {irtiniidiir: hasar1 6nlemek
icin, cabucak diger, daha az tehlikeli maddelere dontistiiriilmelidir. Bu amagla, katalaz, hidrojen
peroksitin daha az reaktif gaz halinde oksijen ve su molekiillerine ayrigmasini hizla katalize
etmek icin hiicreler tarafindan sik¢a kullanilir (150). Ozellikle karacigerde olmak iizere tiim
dokularda karaciger kullanilir (151).

2.5.2.1.3 Glutatyon sistemleri

Glutatyon sistemi, glutatyon, glutatyon rediiktaz, GSH-Px ve glutatyon S-
transferazlari igerir. Bu sistem hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunur (152).
GSH-Px , hidrojen peroksit ve organik hidroperoksitlerin par¢alanmasini katalize eden dort
selenyum-kofaktor iceren bir enzimdir. Hayvanlarda en az dort farkli glutation peroksidaz
izozimi vardir (153). GSH-Px 1 en bol miktarda bulunur ve ¢ok etkili bir hidrojen peroksit
temizleyicidir, glutatyon peroksidaz 4 ise en ¢ok lipit hidroperoksitlerle aktiftir. Glutatyon S-
transferazlar, lipit peroksitlerle yiiksek etkinlik gosterir. Bu enzimler karacigerde ozellikle

yiiksek seviyelerdedir ve ayrica detoksifikasyon metabolizmasinda da gorev yapar (154).

2.5.2.1.4 Askorbik Asit

Askorbik asit veya "C vitamini”, hem hayvanlarda hem de bitkilerde bulunan bir
monosakarit antioksidandir. Insanlarda sentezlenemediginden ve diyetten alinmasi
gerektiginden, vitaminler smifindadir (155).Diger bir¢ok hayvan bu bilesigi viicutlarinda

uretebilir ve diyetlerinde gerektirmez. Hiicrelerde, protein distlfid izomeraz ve glutaredoksinler
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tarafindan katalize edilebilen glutatyon ile reaksiyona sokularak, indirgenmis halde tutulur
(156). Askorbik asit, bir indirgeyici maddedir ve hidrojen peroksit gibi ROS'u azaltabilir ve
boylece notralize edebilir (157). Dogrudan antioksidan etkilerine ek olarak, askorbik asit ayrica
bitkilerde strese karsi direngte Ozellikle 6nemli olan bir fonksiyon olan antioksidan enzim

askorbat peroksidaz i¢in bir substrattir.

2.5.2.1.5 Glutatyon ( GSH)

GSH, ¢ogu aerobik yasam formunda bulunan sistein iceren bir peptittir (158). Diyette
gerekli degildir ve bunun yerine, olusturucu amino asitlerinden hiicrelerde sentezlenir. GSH ,
sistein kismindaki tiyol grubu bir indirgeyici madde oldugundan ve tersine oksitlenip
azaltilabildiginden antioksidan ozelliklere sahiptir. Hicrelerde, GSH ,glutatyon rediktaz
enzimi tarafindan azaltilmis formda tutulur ve sirayla diger oksitler ve enzim sistemlerini azaltir
ve dogrudan oksidanlarla reaksiyona girer (159). Yiksek konsantrasyonu ve hiicrenin redoks
durumunu muhafaza etmedeki merkezi roli nedeniyle, GSH en 06nemli hicresel
antioksidanlardan biridir (160,161).

2.5.2.1.6 Melatonin

Kimyasal olarak N-asetil-5-metoksitriptamin olarak da bilinen melatonin,
hayvanlarda ve algler dahil diger baz1 canli organizmalarda bulunan dogal olarak olusan bir
hormondur (162). Melatonin, hiicre zarlarin1 ve kan-beyin bariyerini kolayca gecebilen gicli
bir antioksidandir (163). Diger antioksidanlarin aksine, melatonin, bir molekiiliin tekrarlanan
indirgeme ve oksidasyona ugramasi olan redoks dongiisiine girmez. Bir kez oksitlendiginde
melatonin eski durumuna indirgenemez, ¢linkii serbest radikallerle reaksiyona girdiginde birkag
kararli son {irlin olusturur. Bu nedenle, bir terminal (veya intihar) antioksidani olarak

adlandirilmistir (164).

2.5.2.1.7 Tokoferoller ve Tokotrienoller (E Vitamini)

E Vitamini, antioksidan 6zelliklere sahip yagda ¢dziinen vitaminler sinifinda, sekiz
ayr1 forma sahip tokoferol ve tokotanollere verilen isimdir (165). Bunlardan, a-tokoferol,
vicutta en yiiksek biyoyararlanima sahip oldugu i¢in, lizerinde en ¢ok ¢alisilan formdur (166).

A-tokoferol formunun en onemli lipitte ¢oziinen antioksidan oldugu ve lipid peroksidasyon
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zincir reaksiyonunda Uretilen lipit radikalleriyle reaksiyona girerek membranlar
oksidasyondan korudugu iddia edilmistir (167). A-tokoferol serbest radikal ara maddeleri
uzaklastirir ve ¢ogaltma reaksiyonunun devam etmesini 6nler. Bu reaksiyon, askorbat, retinol
veya ubikuinol gibi diger antioksidanlar tarafindan indirgeme yoluyla tekrar aktif indirgenmis

forma geri doniistiiriilebilen oksitli a-tokoheroksil radikalleri meydana getirir (168).

2.5.2.1.8 Urik asit
Urik asit, plazmanin antioksidan yeteneginin yaklasik yarisini olusturur. Aslinda, iirik
asit insan evriminde askorbat yerine kullanilmis olabilir (169).Bununla birlikte, askorbat gibi,

urik asit de aktif oksijen tirlerinin tiretimine aracilik edebilir.

2.6 Ultraviyole Radyasyonun Teknik Ozellikleri ve Kornea Uzerine EtkKisi

Goz disinda cilt, UV 1sinlarinin neden oldugu hasara en duyarli organdir. Kaslar,
kirpikler ve miyozis, asir1 1s18a karst bir miktar savunma olustururken, goz hasara karsi hala
hassastir. Ana UVR kaynagi giinestir, ancak UVR ayrica suni lambalar ve kaynak yaylar1 gibi
aletlerle yapay olarak da dretilebilir. UVR, 100400 nm dalga bandinda elektromanyetik
radyasyondur. Goriiniir 151k 400 ila 700 nm arasinda ve kizilétesi 1sitk 700 ila 1200 nm
arasindadir. UVR, goriiniir veya kizilotesi 1s18a gore daha fazla enerji icerir ve sonug olarak
biyolojik hasar i¢in daha fazla potansiyele sahiptir. UV spektrumu ayrica ti¢ gruba ayrilabilir:
UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm) ve UVC (100-280 nm) (170). Kisa dalga boylar: daha
fazla enerji tasir ve bu nedenle biyolojik hasar i¢in en biiyiik potansiyele sahiptir. Glines 15181
atmosferden gecerken, tim UVC ve UVB radyasyonunun yaklasik% 90't ozon, su buhari,
oksijen ve karbondioksit tarafindan emilir. Diinyanin ylizeyine ulasan giines radyasyonu
yaklasik% 95 UVA ve% 5 UVB'yi olusturur (171). Ozon tabakasinin incelmesi nedeniyle,
diinyaya ulasan UVR miktarinda bir artis olmustur (172). UVA, UVB'den daha uzun dalga
boyuna sahiptir ve rakim veya atmosfer kosullarindan daha az etkilenir. UVA radyasyonu
deriden daha derine nifuz edebilir ve pencere cami tarafindan filtrelenmez (173). UVB
radyasyonu daha yiiksek enerji tasir, dolayisiyla hasar potansiyeli yiiksektir. UVB
radyasyonunun ortamdaki yogunlugu degiskendir; Yaz aylarinda, 6glen, ekvatorlara daha yakin
yerlerde ve daha yiiksek irtifalarda daha fazla yogunluga sahiptir. Kum, kar, beton ve su giines
151811n% 85'ini yansitabilir ve bu da maruz kalmay1 daha da yogunlastirir (174).

UVR'ye maruz kalma, dokularda DNA hasar1, gen mutasyonlari, immdiinsiipresyon,
oksidatif stres ve enflamatuar tepkiler tretir (175). Kanitlar, UV 1sinlamasinin ardindan ROS

olusumu ve yiiksek konsantrasyonlara ulagmas1 nedeniyle ciddi hasar verici etkilere yol agtigini
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gostermektedir (176). DNA'daki tek iplikli kopmalarin ¢ogu, UVR'ye maruz kalmadan reaktif
oksijen tdrlerinin Gretilmesiyle uretilir (177). UVR ayrica epidermal DNA'nin dogrudan
mutasyonuna da neden olabilir. Cogu DNA kirilmasi, hiicrenin g¢ekirdegindeki proteinlerle
onarilir. DNA onariminda basarisizlik veya gecikme, DNA sentezinde ve aktif hiicre
proliferasyonu baglaminda kanserli hiicrelerin gelisimine katkida bulunabilecek somatik
mutasyonlarda hatalara yol agmaktadir (178,179). Buna ek olarak UVR, p53 tiimor baskilayict
geninde mutasyonlar yaratir (12). P53 geni, diizenleyici proteinlerin BCL-2 ailesi yoluyla
mitokondriye bagimli apoptoza aracilik eder. P53 dogrudan niikleotid eksizyon onarim
dizenleyici proteinleri ile etkilesime girer. Niikleotid eksizyon onarim proteinlerindeki
mutasyonlar, xeroderma pigmentosuma ve cilt kanserlerinin erken gelismesine neden olabilir
(179).Ayrica, ¢alismalar, DNA tamirinin fonksiyonel p53 yoklugunda bozulmus oldugunu
gostermistir (179). UVB'nin ayrica pirimidin dimerlerinin olugmast yoluyla DNA hasarina
neden oldugu diistintilmektedir. Bazi ¢alismalar, UVA radyasyonunun UVB'den daha fazla
immiinosupresif oldugunu gostermistir (180,181). Okiiler dokularda giinese maruz kalmak,
gozdeki yapilarda akut ve kronik hasara yol agan fotokimyasal reaksiyonlara neden olabilir
(182). UVA, lens epitelinde oksidatif bir islemle DNA hasarina neden olur ve bu da lens hiicresi
hasar1 ve opaklig1 ile sonuglanir (183,184).

2.6.1 Korneanin Oksidatif Hasarinda Goéziin UVB Isinlamasinin Rolii, Kornea
Optik Ozelliklerinde Degisiklikler

Saglikli kornealarda, UV radyasyonunun absorpsiyon ve detoksifikasyon islemleri,
hem diisiik molekiiler agirliklt hem de yiliksek molekiiler agirlikli antioksidanlarin (antioksidan
enzimler) dahil oldugu doku bilesenleri ve sivilari ile saglanir. Kornea tabakalar1 (6zellikle
epitel), goziin i¢ yapilarinin UVB 1ginlarmin etkisine karst korunmasinda anahtar rol oynar
(185-187). Diistik molekiiler agirlikli antioksidanlar arasinda askorbik asit (korneada yiiksek
miktarlarda bulunur) reaktif oksijen tirlerinin dnemli bir temizleyicisidir (188-191). Askorbik
asidin yani sira, E vitamini de ROS'un zararl etkilerine karsi koruyucu etki saglar. E Vitamini
serbest radikal temizleyicidir ve reaktif oksijen tlrlerinin zincirlerini kirarak hiicreleri korur
(192). Yiiksek molekiiler agirlikli antioksidanlar arasinda, siiperoksit dismutaz, katalaz ve
glutatyon peroksidaz, korneayt ROS'un neden oldugu hasara karsi koruyan anahtar antioksidan
enzimlerdir (193). Superoksit dismutaz, hidrojen peroksit ve molekiler oksijene stiperoksit
radikal dismutasyonunu Kkatalize eder. GSH ve katalaz, hidrojen peroksitin gucli

temizleyicileridir. Korneal aldehid dehidrojenaz 3A1, ultraviyole kaynakli peroksidik
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aldehidlerin detoksifikasyonunda ve korneal UVB absorpsiyonunda énemli bir role sahiptir
(194-197).

Normal sartlar altinda korneada bulunan bu mekanizmalar, goziin i¢ yapilarin1t UV
radyasyonunun zararli etkilerine ve bunlarin neden oldugu oksidatif hasara karsi korur. Bununla
birlikte, esik UV radyasyonu seviyeleri asildiginda, kornea rahatsizliklar1 ortaya ¢ikar. Klinik
uygulamalarin yani sira, géziin UV 1sinlarina asirt derecede maruz kalmasinin fotokeratit olarak
bilinen kornea i¢i iltihaplanmaya neden oldugu deneysel calismalardan iyi bilinmektedir. Glines
isinlarmin  sebep oldugu UV radyasyonuna karst olusan akut kornea yanitt UVB
radyasyonundan kaynaklanmaktadir (198). Ilk in vivo (klinik) fotokeratit bulgulari, kornea
epitel hicrelerinde gortulmektedir (199). Pitts ve arkadaslarina gore tavsan korneasinin esik
radyan maruziyeti, 300 nm'de 0.022 J / cm'den (2) ¢ok hizli bir sekilde 335 nm'de 10.99 J / cm
(2) 'ye yikselir (200). 2 x esik radyan maruziyetini asan radyan maruziyetleri geri doniisiimsiiz
kornea hasarina neden oldumaktadir. Cullen (199) ve Doughty-Cullen (200) endotel ultraviyole
hasar esiginin yaklagik 0.125 J / cm (2) (6n kornea ylizeyinde) oldugunu belirtmislerdir.

Podskochy ve ark. apoptozun UVB i1sinlarindan sonra kornea hiicresi olimii
mekanizmasi olarak goriindiigiinii tarif etmislerdir (201). Diger morfolojik bozukluklardan,
Kennedy ve ark. akut UV iginlarina maruz kalmanin korneadan tiiretilmis proinflamatuar
sitokinlerin indiiksiyonuna yol agtigini agikladilar (202). Isinlanmis korneadaki hiicreler
tarafindan proinflamatuar sitokinlerin lokal salimi, UV aracili kornea iltihabindan sorumlu
olabilir. Hong ve dig. epitel yaralanmasindan sonra proinflamatuar kemokinlerin, muhtemelen
enflamatuar hiicrelerin kornea stromasina girisini tetikleyen keratositler tarafindan iiretildigini
bulmuslardir (203). UVB 1sinlan ile tekrar tekrar 1sinlanan korneada, kornea stromasinda,
Ozellikle 6n bolgede cok sayida enflamatuar hiicre oldugu goriilmistir. UVB 1ginlanmis
kornealarda morfolojik bozukluklar ile birlikte 6zellikle antioksidan enimlerde bozulma oldugu
belirtismistir. Kornea antioksidanlar reaktif oksijen tiirlerini detoksifiye eder ve bdylece gozu
oksidatif hasara karsi korur (204). Tavsan kornea hiicrelerinin UVB isinlarina tekrar tekrar
maruz kalmasi, glutatyon peroksidaz ve siperoksit dismutaz aktivitelerinde énemli bir
azalmaya yol actig1 belirtilmistir (205,206). Ayni zamanda, ultraviyole bagli peroksidik
aldehidlerin detoksifikasyonunda ve korneal UVB emiliminde 6nemli bir role sahip olan bir
enzim olan korneal aldehid dehidrojenaz 3A1'in etkinligi , UVB 1sinlamasindan sonra fare
korneasinda dramatik olarak azalmistir (207). Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda
askorbik asit, reaktif oksijen turlerinin 6nemli bir temizleyicisidir. Tekrarlanan UVB
maruziyetinden sonra, kornea ve 6n kamara sivisi igerisinde askorbik asitte dnemli bir azalma

gosterilmistir (208,209). Yukarida belirtilen caligsmalardan, normal korneada, antioksidanlarin,

21



doku bilesenleriyle birlikte UVB radyasyonunu absorbe ettigi ve detoksifiye -ettigi

anlasilmaktadir.

2.6.2 Fotokeratit

UVR'iin uzun siire korneaya zarar verdigi, UVR'nin neden oldugu “yaniklara” akut
reaksiyonun fotokeratit olarak adlandirildig: bilinmektedir. Fotokeratitlerin en yaygin ifadeleri
“kar korligi” ve “kaynakei keratiti” olarak belirtilmistir. Kar korliigi, kayak yaparken,
kumsalda veya yuksek irtifada UVB 1sinlarina asiri maruz kalmaktan kaynaklanmaktadir. Buna
karsilik, kaynaker keratiti , yapay UVB (ve bazen UVC) kaynaklarina maruz kalmaktan
kaynaklanir. Siklikla koruyucu gozliikk takmadan kaynak yapan veya kis sporlart ile ugrasan
kisilerde goriilmektedir. Fotokeratit semptomlar1 6-12 saat arasinda degisen latent periyot
ardindan ortaya ¢ikmaktadir. Semotomlar genellikle hafif bir okiiler rahatsizlik hissi ve fotofobi
ile baglamaktadir. Bu ilk semptomlar, korneanin iist tabakalarindaki epitel hiicrelerinin kaybina
ve hasarma baglanir. UVB hasarma bagli gelisen kornea 6demi puslu ve bulanik gérme ile
sonuclanir. UVR'ye daha fazla maruz kalmak, kornea epitelinde pul pul dokilme ile birlikte
siddetli agr ile sonuglanir. 1916'da Verhoeff ve Bell, korneada patolojik degisikliklere neden
olmak icin yapay bir kaynaktan yaklasik 500 mJ cm? UVR esik dozunun gerekli oldugunu ve
belitrmislerdir. Ayn1 ¢calismada korneadaki patolojik degisimden sorumlu ana dalga boylarinin
UVB spektrumunda oldugu hesaplanmistir (210). Ren ve ark., diisiik dozda uygulanan UVB
1s1ninin korneada epitel dokiilmesine yol agarak subepitelyal sinir uglarini agiga ¢ikardigini ve

fotokeratitle iliskili agriya sebep oldugunu belirtmislerdir (211).

2.7 Citicoline Etki Mekanizmasi
2.7.1 Farmakoloji ve Etki Mekanizmasi
Cytidin-5’-difosfokolin (CDP-kolin, CDPCho) veya citicoline, dogal bilesik ile
0zdes bir farmasotik maddedir ve fosfolipid sentezinde 6nemli bir role sahiptir. 1050'lerde
Kennedy ve ark. citicoline'n hiicre zarmin en dnemli fosfolipidlerinden biri olan fosfatidilkolin
(PC) 'nin onciisii oldugunu gosterdi (212).
Fosfolipitler, hiicre zarinin ana bilesenleridir, bu nedenle bu maddelerin stirekli
sentezi, hiicrenin yapi1 ve fonksiyonunun devamini saglar.
CDP-Kolin, riboz, pirofosfat, sitozin ve kolinden yapilmis bir mononiikleotittir ve kimyasal

yapisi, Sekil 1°de gosterilmektedir.
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Sekil 1: Citicoline Kimyasal Yapisi

CDP-kolin yolu, fosfatidilkolinin novo sentezinin yolagidir ve enzimlerin, sitidin
kinaz (CK), kolin fosfat sitiltil transferaz (CCT) ve CDP-kolin: 1,2-diasilillicerol kolin
fosfotransferaz (CTP) enzimlerini igerir. Bu yolda, kolin PC devri ile saglanir ve hiicreye tasinir
(212) .

“Citicoline” terimi ilk olarak 1970'lerde maddenin bir ilag¢ olarak kullanildigi zaman
ortaya ¢ikmistt. Manaka ve dig. Japonya'dan 1974 yilinda Parkinson hastaligi nedeniyle
citicoline uyguladi. Uygulandiginda (oral veya parenteral) citicoline hizli bir sekilde metabolize
edilir (dakika) ve pirimidinerjik ve kolinerjik katabolitlerde doniigiir. Oral uygulamadan sonra
sindirim intolerans1 gibi sadece birkag yan etkisi olan giivenli bir molekiildiir. insanlarda
terapOtik dozaj gunlik 500-2000 mg olarak belirtilmistir (7-28 mg / kg) (212). En 6nemli
fosfolipidler; fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamin, fosfatidilkolin ve sfingomyelindir. Hiicre
zarmin bir pargasidir ve zarin enzimatik siiregleri, reseptorleri ve hiicre i¢i sinyalleri birbirine
baglayan ve hiicre homeostazini koruyan fonksiyonlarinin devamini saglarlar. Vaskiiler
demans, Alzheimer hastaligi ve biligsel bozukluk gibi bazi noérodejeneratif hastaliklarin
mekanizmasi, noronal zarlardaki spesifik degisiklikleri ve yapisal fosfolipidlerin
metabolizmasindaki bozulmalari igerir. Apoptotik kaskad, fosfatidilkolin metabolizmasindaki
degisiklikler ile tetiklenir. CDP-kolin ayrica asetilkolin metabolizmasi ile baglantilidir. Bu

nedenle, eksojen citicoline uygulamasi asetilkolin sentezi i¢in kolin saglar (213).

2.7.1.1 Farmakokinetik

Citicoline oral veya intravendz yolla uygulandiginda dolasimdaki ana metabolitleri
olan sitidin ve koline dontstiiriiliir. Sitidin plazmada tiridine doniistiiriilir ve daha sonra
beyinde Uridin fosfata metabolize edilir. NOron seviyesinde sitidin trifosfata dontistiiriiliir.
Uygulamadan sonra, citicoline hizla dokulara yayilir ve aktif olarak kullanilir. Karaciger, beyin

ve bobrekte bulunabilir. CDP kolininin atilimi, idrar veya diski yolu ile ve stiresi dolmus CO2
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ile saglanir. Citicoline, asagidakiler gibi birkag mekanizma ile noéroproteksiyon saglar:
sfingomyelin ve kardiyolipin seviyelerini korur (i¢ mitokondriyal zarin bilesenini olusturur),
PC seviyesini geri kazandirir , glutatyon rediiktaz aktivitesini arttirir ve lipit peroksidasyonunu
azaltir. Aym1 zamanda asetilkolin sentezinde rol oynar ve asetilkolin icin kolin saglar (9).
Sistidin ve kolin, bir difosfat koprusi ile birbirine baglanan citicoline'in iki pargasidir.
Emildikten sonra, sitidin ve kolin yeniden fosforile edilir ve citicoline kolin monofosfat ve
sitidin trifosfattan yeniden olusturulur. PC sentezi sirasinda, PtdCho'ya kolin monofosfat
eklenir ve cytidin 5 'monofosfat (CMP) serbest birakilir. CMP, DNA veya RNA sentezi icin
kullanilabilir. Citicoline'in kolin kisminin asetilasyonu, asetilkolin sentezini saglar.
Aragtirmalar citicoline'in oral yoldan uygulandiginda neredeyse tamamen absorbe edildigini ve
bunun sadece kii¢iik bir kisminin atildigimi gostermistir. Citicoline metabolitleri, uygulamadan
yaklasik 30 dakika sonra beyine ulasir. Intravendz uygulamada tepe noktasina ulagimi, oral
uygulamaya gore 6 saat daha ge¢ olmaktadir. Kolin, PtdCho ve asetilkolinin sentezi olmak
tizere iki metabolik yolda kullanilir. Bu iki metabolik yol, kolin asetilasyonu i¢in yarisir. Kolin
tiikkendiginde, fosfolipitler (PtdCho), kolin seviyelerini eski haline getirmek i¢in hidrolize edilir.
Asetilkolin sentezi, mevcut kolin miktart sinirli oldugunda tercih edilir. Bu nedenle citicoline,
kolinerjik néronlarin devamliligini saglayan bir kolin kaynagidir. Citicoline'den saglanan kolin,
beyindeki en Onemli endojen antioksidan savunma sistemlerinden biri olan glutatyona
metabolize edilebilir. Glutatyon, lipit peroksidasyonunu azaltarak noroprotektif bir role
sahiptir. Citicoline’ in , travmatik beyin hasar1 ve gegici fokal veya global iskemide Na + /K +
-ATPase aktivitesini restore ederek serebral 6dem azalmasinda etkisi kanitlamigtir (9). Bu
Ozelliklere sahip citicoline, beyin iskemisinde, Parkinson hastaliginda, Alzheimer hastaliginda
ve glokom, arteritik olmayan iskemik ndropati ve ambliyopi gibi okiiler hastaliklarda umut
verici bir terap6tik ajan olarak incelenmistir.

Caligmalar gostermektedir ki karaciger hasar1 modelinde citicoline mitokondriyal
fonksiyonu koruyarak ve serbest oksijen radikal tretimini azaltarak iskemi reperfiizyon hasarini
Onlemektedir (214).

Diger bir ¢calismada kardiyak reperfiizyon hasarindan korunmada citicoline in etkili
oldugu mitokondriyal gecirgenligi azalttigi ve oksidativ savunma mekanizmalarini

giiclendirdigi kanitlanmigtir (6).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu deneysel ¢alismada; deneklere UVB hasar modeli uygulanmasi, citicoline damla
tedavisi, sakrifikasyon ve alinan korneal dokularin hazirlanmasi islemleri Kocaeli Universitesi
Tip Fakiiltesi Deneysel Tibbi Arastirma Birimi’nde (DETAB), doku 6rneklerinden kesitler
hazirlanmasi, kesitlerin boyanmasi, histopatolojik degerlendirmeler, goriintiileme islemleri ve
immiinohistokimyasal boyama islemleri Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Kok Hiicre
Anabilim Dali ile Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali tarafindan gerceklestirilmistir.
Calisma, Helsinki Bildirgesi’nde deneysel arastirmalarda belirtilmis olan esaslara uygun olarak
yuriitilmistiir.

3.1 Denekler

Calismamizda toplam 30 adet, saglikli  Wistar albino cinsi (250 gr) albino erkek rat
kullanilmigtir. Deney hayvanlari, DETAB tarafindan temin edilerek, DETAB’da kendileri i¢in
0zel iiretilmis olan rat kafeslerinde, tek ya da ikili gruplar halinde, istedikleri kadar yem ve su
alarak, 1sis1 (21£2°C) ve nem orani kontrollii odalarda barindirildi. Odanin aydinlatmasi
floresan 1s1k ile saglandi ve her 12 saatte bir (06:00-18:00) agip kapama dongiisii
gerceklestirildi.

3.2 Calisma Dizayninin Olusturulmasi

UVB 151k kaynagmin tasarlanmasi ve dlg¢iimler Kocaeli Universitesi Fizik Anabilim
Dali tarafindan gerceklestirilmistir.

Tasarlanan sistem, UV dalga boylu 15181 odaklayarak kornea izerinde istenilen enerji
miktarini aktarmak tizere kurulmustur. Sistem Uzerinde UV dalga boyu araliginda ¢alisan 2 adet
2 inch(50 mm) ¢apinda Fused Silica Asphere f :60mm odak uzakligina sahip 2 adet mercek
kullanilmustir. Isik kaynagi 312 nm dalga boyuna sahip 10-16mV giice sahip 5V gerilim ile
caligmaktadir. Isik kaynaginin NA 261/2 :120 © dir. Optik ve optomekanik olarak tasarlanan

sistemin semasi sunulmaktadir ( Sekil 2 ).
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Uv Isik Kaynagi

1 numarali

€ Asphere Lens

Isin Yolu i

2 numarali
Asphere Lens
‘\ “'

\ /

Odaklanmig Isin

Sekil 2: Isik kaynaginin mekanizmasi
Olgiilen gii¢ dlgiimleri ile birim alan génderilen enerji hesaplamasi asagida verilen

denklem ile yapilmaktadir. ;

1)

P:W/(Watt)

A:cm2

1000mwW=1W

Birim ¢evirmeleri;

a)P=0.459 mW=4.59 10-4 W r=0,2cm = sabit

3.65 10-3 W/cm2 (2)
b)P=0.979 mW=9.79 10-4 W r=0,2cm = sabit

7.79 10-3 W/cm2 3)

Sistemde spot ¢ap1 rat korneasina odaklanacak sekilde tasarlanmistir ( Sekil 3-4)
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Sekil 3:Tasarlanan sistem

Sekil 4 :Odaklanmis spot ¢ap1

Olusturulan sistemde ultroviyole 1sininin dalgaboyu spektrumu BEAM AR-GE optics

laser specttroscopy tarafindan degerlendirilmis ve 312 nm dalga boyu elde edilmistir ( Sekil 5).
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Sekil 5: Ultraviyole 151k spekturumu
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3.3 Model Olusturulmasi ve Calisma Dizaym
Denekler DETAB’da 20 giinliik karantina siirelerinin ardindan hepsi saglikli olarak
caligmaya baslandi. Her grupta 10 rat olacak sekilde denekler 3 gruba ayrildi. Kontrol grubu
deneklerin saglam gozleri kullanilarak belirlendi ve herhangi bir islem uygulanmadi.
e 1.GRUP: UVB pozitif + citicoline damla :UVB hasar1 olusturulmadan 1 giin 6nce ( O.
Guin) baslayarak citicoline damla 8 saatte bir damlatilacaktir.
e 2.GRUP: Shame grup : Model uygulanacak ve tedavi verilmeyecektir.
e 3.GRUP: UVB negatif + citicoline damla : Ratlarda herhangi bir UVB hasar1
yaratilmayacak , 8 saatte bir citicoline damla uygulanacaktir.
e 4.GRUP: Saglam (Hicbir miidahalede bulunulmamis saglikli denek kornealarindan

olusur.)

Calisma protokolii Tanito ve arkadaslarmin uygulamis oldugu protokole gore
diizenlenmistir (215).

Ik giin ( 0. guin olarak belirlendi) 1. ve 3. gruptaki deneklere % 1 citicoline damla
(OMKI1®) giinde 3 kez damlatildi ve deney siiresi boyunca 8 giin stireyle ( 0-7 gun ) ayni
siklikta damlatilmaya devam edildi. 1. glin ; 1. ve 2. gruptaki deneklere UVB kaynagi ile hasar
modeli olusturuldu ( Sekil 6-7 ).

Sekil 6: Model Olusturulmasi(1) Sekil 7: Model Olusturulmasi(2)
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1. ve 2. gruptaki deneklerin sol gozlerine 312 nm dalga boyunda ayarlanmis sahip bir
UVB 151k kaynagi 180 saniye boyunca 450 - 600 uW / cm2 UVB 15181 uygulandi. Isik
kaynagmin 6lgiimleri Kocaeli Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Fizik Anabilim Dal
tarafindan degerlendirildi. UVB 1s1k spotu rat kornealarina odaklanacak sekilde dizayn edildi
ve dis ortama gegisi en aza indirgenecek sekilde uygulandi. Buislem 1. ve 2. gruptaki deneklere
5 glin boyunca, her giin 180 sn siireyle uygulandi. 1. ve 2. gruptaki deneklere 7. giin 1s1n
uygulanmamis sadece % 1 citicoline damla (OMK1®) damlatilmstir.

Tiim deneklerin 6n segment kornea fotograflar1 (software version 3.13.1; TOPCON
Slit Lamp Microscopy 703963 Tokyo, Japan) model olusturulmasindan 72 saat sonra ¢ekildi
ve dtenazi uygulanmasindan 6nce ( 8. Giin ) tekrarlandi. ikinci giin model olusturulmadan &nce
verilen genel anetezi sonrasinda 1. ve 2. gruptan 3’er ratin 61diigii goriildii. 2. glin 2 tane, 3. gun
1 tane olmak (izere ,3. gruptan toplam 3 ratin 6ldiigi goriildii. Calismaya her grupta 7’ ser rat
ile devam edildi.

Her islem oOncesi deneklere genel anestezi uygulanmistir. 1.1 ml Ketamine
Hydrochloride (Ketalar 500mg; Pfizer, 35 mg/kg) ve 0.4 ml Xylazine HCl’in (Alfazyne % 2, 5
mg/kg) intraperitonel (IP) uygulanmasi ile genel anestezi saglanarak &n segment fotograflari
cekilirken tekrarlanmaistir.

Opasite ve epitel defekti biiyiikliikleri alinan fotograflarla Adobe Photoshop programi
ile belirlenmis ve degerlendirilen parametrelerin tiim kornea dokusuna oranlar1 seklinde bu
program ile hesaplanmistir.

8. glin genel anestezi sonrasi sakrifikasyon islemi gergeklestirilmistir. Kornealar
limbus sinirindan kornea makasiyla alinmistir. Alinan kornealar ikiye ayrilmis ve histoloji,

biyokimya ve genetik labaratuarina uygun saklama kosullarinda gonderilmistir.

4. KLINIK BULGULAR

UVB 1sin1 ile fototoksik hasar modeli olusturulmadan bir giin 6nce (0. guin) 1. ve 3.
gruptaki deneklere citicoline damla giinde 3 kez olacak sekilde damlatildi. 5 giin siireyle 1 ve
2. gruptaki deneklere model uygulandi. Deneklerin 6n segment fotogralarinin ¢ekimleri 3. glin
ve satrifikason oncesi 8. giin olmak {izere iki vizitte yapildi. Her vizitte deneklerin 6n segment
fotografi gekildi, floresein boyama ile kobalt mavisi 1sikta epitel defektleri degerlendirildi. On
segment fotograflarinda deneklerin korneal opasitesi ve epitel defektleri degerlendirildi. Bu

degerlendirmede veriler, Adobe Photoshop CC programu ile opasite /epitel defekti alanlarinin
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isaretlenerek piksel olarak hesaplanmasinin ardindan tiim kornealarinin isaretlenip piksel olarak
hesaplanarak birbirine bélinmesiyle yiizdesel olarak elde edildi.

Istatistiksel degerlendirme, IBM SPSS 20.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA) paket
programi ile yapildi. Normal dagilima uygunluk Kolmogorov-Smirnov Testi ile degerlendirildi.
Normal dagilim gosteren niimerik degiskenler ortalamatstandart sapma, normal dagilim
gostermeyen niimerik degiskenler medyan (25.-75. persentil) olarak ifade edildi. Kategorik
degiskenler ise frekans (yiizde) seklinde 6zetlendi. Gruplar arasi karsilagtirmalar student-t testi
ve Mann Whitney U Testi ile yapildi. Degiskenler i¢indeki zamana bagli degisimler
eslestirilmis t testi ve Wilcoxon isaretli siralar testi ile incelendi. Kategorik degiskenler
arasindaki iliskiler Ki-kare analizi ile belirlendi. ki yonlii hipotezlerin testinde p<0.05
istatistiksel onemlilik igin yeterli kabul edildi.

[Ik klinik degerlendirilme 3. gin ( UVB 1smm uylanmasmin 72. saatinde)
gergeklestirildi. UVB hasarina bagli olusan epitel defekti; floresein boyanma sonrasi kobalt
mavisi 1sikla yapilan biyomikroskopik muayene gortntileri, Adobe Photoshop programiyla
defektin tim kornea c¢apma oran1 olarak degerlendirildi (Sekil-8). Epitel defekti
degerlendirilmesinde ilk vizitte 1. grupta 2. gruba oranla daha az epitel defekti olustugu goriildii
ve bu fark istatistiksel olarak anlamliyd: ( p: 0.013). Ilk vizitte 3. ve 4. grupta epitel defekti
izlenmedi. 2. vizitte (satrifikasyon oncesi) 1. ve 2. gruptaki epitel defekti arasinda istatistiksel
olarak fark saptandi ve ilag uygulanan grupta daha az epitel defekti olustugu goriildii (p=0.038)
(Sekil-9), (Tablo-1) .

Sekil-8: Epitel defektinin hesaplanmasi, epitel defekti alaninin tiim kornea alanina orani ile

hesaplanmustir.
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1. ViziTt 2. VizitT

ANI'TODILID
+dAN

ann

ANTTODILID

1O0H1LNOMA

Sekil-9: Gruplarin 1. ve 2. vizitteki epitel defekti biiyiikliigiiniin takibi

Tablo-1: 1. ve 2. vizitteki epitel defekti lgumleri ve p degerleri

UVB+ CITICOLINE UVB P DEGERI
3. Gin epitel defekti 13,96 + 11,10 30,94 + 10,68 0.013
8. Gln epitel defekti 7,99 * 3,69 16,35+ 10,77 0.038

Opasite degerlendirmesi yine Adobe Photoshop programi ile opasite alaninin
Olcllerek tim kornea alanma bdoliinmesiyle yiizdelik olarak hesaplandi. Opasite
degerlendirmesinde ilk ve ikinci vizitte 1. grupta, 2. gruba oranla daha az opasite olustugu
goruldu. Korneal opasite son vizitte her iki grupta baslangica gore artmakla beraber, bu artis
ilag uygulanmayan grupta daha belirgindi (Sekil-10). Korneal opasite degerlendirilmesinde ilk

vizitte 1. grupta, 2. gruba oranla daha az yiizey diizensizligi olustugu goriildii ve bu fark
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istatistiksel olarak anlamliyd1 ( p: 0.037). Ikinci vizitte (satrifikasyon éncesi) 1. ve 2. gruptaki
korneal opasifikasyon arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi ; ancak 1. gruptaki

opasifikasyon orani daha diisiik olarak bulundu (p: 0.073).

1. viziT 2. Vizit

INIODILID + 9AN

ann

ANMODILD

TOHLNO

Sekil-10 : Gruplarin 1. ve 2. vizitteki korneal yiizel diizensizligi ve opasite biiyiikliigiiniin
takibi

Tablo-2:1. ve 2. Vizitteki opasite olctimleri ve p degerleri

UVB+ CITICOLINE uvB P DEGERI
3. giin opasite 13,26 + 10,34 29,48 + 15,05 0.037
8. gin opasite 38,41 +20,35 53,06 + 6,00 0.078
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5. HISTOLOJIK - BIiYOKIYASAL BULGULAR VE GEN EKSPRESYON
ANALIZI

5.1 Materyal-Metod

Sakrifiye edilen sigan kornealar1 nazikge ¢ikarildiktan sonra %10’ luk nétral formalin

sollisyonu igerisine koyularak 48 saat boyunca dokularin fiksasyonu saglandi. Cesme suyu ile
yikama igleminin ardindan, kademeli olarak artan etil alkol serilerinden (sirasiyla %70, %90,
%96, %100) gegirilen dokularin dehidrasyon islemi gerceklestirildi. 15 dk toluen ile
seffaflandirma islemini takiben dokular 58°C’lik etiivde 30 dk boyunca 1:1 oraninda
hazirlanmis toluen-parafin karisiminda bekletildi. Ardindan saf parafin igerisinde 2 saat kadar
tutulan dokular, oda sicakliginda parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklardan mikrotom
(Leica SM 2000R) ile 4 um kalinliginda kesitler alindi. Ardisik alinan kesitlere, morfolojik
incelemeler i¢cin Hematoksilen&Eozin (H&E) ve Masson trikrom (MT) boyamalari yapilirken;
imminfloresan inceleme igin Caspase-3, VEGF, MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonlarina bakildi.
H&E ve MT ile boyanan kesitler Leica DM 1000 model 151k mikroskobu ile; immunfloresan
boyanan kesitler ise Leica DMI8 konfokal mikroskop ile incelendi.

5.1.1 Hematoksilen&Eozin ve Masson Trikrom Boyamalari

5111H&E

58°C’lik etlivde deparafinize edilen kesitler toluen igerisine alinarak parafinden iyice
arindirildi. Ardindan, kademeli olarak azalan etil alkol serilerinden (%100, %96, %90, %70)
gecirilen kesitler distile suya kadar indirgenerek rehidrasyon islemi saglandi. Mayer
hematoksilen ile 5 dk boyanmanin ardindan 2 kez distile su ile yikanan kesitler 10-15 saniye
bluing reagent ile inklbe edildi. 2 kez distile sudan gecirilen ornekler absolute etanole
daldirildi. Daha sonra 2-3 dk Eosin Y (modifiye alkolik) soltsyonunda inkiibe edilen kesitler
absolute alkolde yikanarak dehidre edildi. Son olarak toluende yaklasik 30 dk bekletilen

dokular Entellan araciliiyla lamel ile kapatildu.

5112 MT

Ayni sekilde distile suya indirgenen kesitler esit hacimde Weigert A ve Weigert B
karisimindan olusan soliisyonun igerisinde 5 dk inkiibe edildikten sonra 2 dk ¢cesme suyu ile
yikandi. Distile sudan gegirilen kesitler asit fuksin solusyonunda 15 dk bekletildikten sonra
distile su ile yikand1. Ardindan kesitler fosfotungustik asit ile 15 dk diferensiye edildi ve yikama
islemi olmadan 5-10 dk siireyle Anilin blue soliisyonuna alindi. Distile su ile yikamanin

ardindan asetik asit soltisyonunda 3-5 dk bekletilen kesitler hizlica iki kez %96 alkolden ve
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ardindan %100 alkolden gecirilerek dehidre edilen kesitler toluen igerisine alindi. Son olarak

entellan ile kapama islemi ger¢eklestirildi.

5.1.2 immiin floresan boyamalar

Immiin floresan boyamalar i¢in dokularm uygun blok serumda 20 dk inkiibasyonundan
sonra anti-MMP2 antikoru (43600, Thermo), anti-MMP9 (ab76003, Abcam), anti-aktif kaspaz
3 (ab49822, Abcam) ve anti-VEGF (sc-507, Santa Cruz) ile +4 °C’de gece boyu inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra PBS ile yikanan ornekler floresan boya eklenmis uygun ikincil
antikorlar ile 37 °C’de 1,5 saat inkiibe edilerek isaretlendi. Baglanmayan antikorlarin
uzaklastirilmasi igin yikama yapildiktan sonra, son asama olarak, niikleer boya iceren kapatma
medyumu DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) (ab104139, Abcam) ile kapatildi. Ornekler
konfokal mikroskopta (Leica DMI 8 Laser Scanning Confocal Microscope) incelenerek
fotograflandi.

5.1.3 Gen Ekspresyon Analizi

Gen ekspresyon analizi icin dnce hiicrelerden RNA izolasyonu, RNA dizisinden cDNA
sentezi ve sonrasinda Real-Time PCR gerceklestirilmistir. RNA izolasyonu i¢in GeneJET RNA
Purification kiti (Thermo Scientific, Dreieich, Almanya) kullanildi. Kit protokoliinde
belirtildigi gibi drneklere liziz tamponu eklenerek dokular doner bigakli homojenizator (Ultra
Turrax, Brinkmann Instruments Inc., CA, ABD) ile azami hizda 10 s boyunca parcalandi.
Proteinaz K eklendikten sonra 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Santrif(j ile ¢céziinmeyen
parcalar 12000g kuvvette 5 dk stire icerisinde ¢oktiirtildii. S1v1 kisim alinarak saf etanol ile (3:1)
karistirildiktan sonra sivi dogrudan saflastirma kolonuna eklendi. RNA Ornekleri filtrede
immobilize edilmisken kitin yikama tampon ¢ozeltileriyle yikandi. Sonra temizlenen RNA
fragmanlarinin kolondan ¢dziinmesi i¢in kolona 30 pL eliisyon ¢ozeltisi (10 mM Tris-HCI
tamponu, pH 7,5) eklenerek RNA sivi faza aktarildi. Santriftij (13000g, 2 dakika) ile sivi
kolondan ayristirilarak RNA ¢ozeltisi elde edildi. Orneklerin safligi ve miktar1 Picodrop
cihaz1yla (Picodrop, Hinxton, Ingiltere) 6l¢iildii. Tiim &rneklerde safligin istenilen 1,8-2,0
araliginda oldugu belirlendi.

cDNA sentezi i¢cin Maxima H Minus First Strand cDNA sentez kiti (Thermo Scientific,
Waltham, MA, ABD) kullanild1 ve kit iiretici firmasimin belirttigi protokol uygulandi. Uretici
firmanin protokoliine uyularak 2 pg RNA 6rnegi, oligo-dT primerleri (5 uM), RNase inhibitoru
ve reverse transkriptaz enziminin (50 mU/ pL) yardimiyla cDNA sentezi termal donduricu

cihaz (Takara, Tokyo, Japonya) gerceklestirildi. Denatiirasyon ve priming islemi i¢in karisim
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25°C, 5 dk; reaksiyon i¢in 46°C, 20 dk; ve inaktivasyon icin 95°C, 1 dk tutularak cDNA sentezi
gerceklestirildi.

Gen ekspresyon analizi icin Bright Green 2x gPCR master (Abcam, Cambridge, MA,
ABD) ¢ozeltisi kullanild1. Gen ekspresyon analiz yontemi olarak SYBR floresan boya temelli
bir 6l¢iim yaklagimi tercih edilmistir. Sentezlenen cDNA 6rnekleri (100 ng/reaksiyon) genlere
ozel primerlerle (30 Nm Tablo-3) birlikte master karisimi igerisinde Real Time PCR cihazinda
(LightCycler480-1I, Roche, Rotkreuz, Isvigre) cogaltildi. Cogalan her cift zincirli banda
baglanan SYBR boyasinin artmasiyla 1s1ma artarak bantlarin ¢ogalmasi 6lciildii. ActB geni
referans geni olarak ¢aligmada kullanildi. Cihaz okumasindan ve Cp degerinin cihaz tarafindan
belirlenmesinden sonra AACp degeri referans genine gore normalize edilerek ve kontrol
grubuna gore hesaplandi. Degerler aksi bir durum belirtilmemisse kontrol grubuna gore kat artig

ya da kat azalis degerlerinde ifade edildi.

Tablo-3: Gen Ekspresyon Analizinde Kullanilan Primerler ve Dizi Bilgisi

Gen Primer 1 Dizisi (5’-37) Primer 2 Dizisi (5’-37)

IL1B TGTGATGAAAGACGGCACAC CTTCTTCTTTGGGTATTGTTTGG
TGFpB GTTCTTCAATACGTCAGACATTCG CATTATCTTTGCTGTCACAAGAGC
VEGF CACATAGGAGAGATGAGCTTC CCGCCTCGGCTTGTCACAT

ActB TGCTATCCCTGTACGCCTCT AGTACTTGCGCTCAGGAGGA

5.1.4 Toplam Protein Miktarinin Ol¢iimii
Biyokimyasal analizlerde kullanilan dokularin boyutlarindaki degisikliklerin Glgiim
sonuglarina olan etkisini gidermek i¢in 6rnek icerisindeki toplam protein miktar1 belirlendi ve

diger ol¢limlerin sayisal sonuglarina boliinerek normalizasyon gercgeklestirildi.

Daha onceden alinan dokular 10 mM PBS icerisinde 4°C dokular doner bigakl
homojenizator (Ultra Turrax, Brinkmann Instruments Inc., CA, ABD) ile azami hizda 20-30 s
boyunca parc¢alandi. Santrifiij ile ¢dzlinmeyen parcalar 12000g kuvvette 5 dakika siire igerisinde
¢oktiiriildi. Sivi kisim aliarak toplam protein 61¢umu igcin BCA (Bicinchoninic Acid) yontemi
kullanildi. %1 BCA c¢ozeltisi (Sigma) ve %4 CuSOs (Sigma) ¢ozeltisi 50:1 oraninda dnceden
karistirilarak yesil renkli soliisyon elde edildi. 20 pL 6rnek ve 200 uLL BCA soliisyonu 96-

35



kuyucuklu plakalarda 37°C 30 dakika inkiibe edildi. Protein varliginda mor renge doniisen
stvinin 562 nm dalga boyunda sogurmasi VIS-spektrofotometresi (VersaMax, Molecular
Devices, ABD) kullanilarak belirlendi. Olgiimlerde BSA ¢ozeltisi (0.5 pg/mL - 3.0 pg/mL)
standart olarak kullanildi.

5.1.4.1 Katalaz (CAT) Aktivitesinin Olguimi

Dokudaki katalaz aktivitesi EnzyChrom Catalase Assay (ECAT-100, BioAssay Systems,
Hayward, CA, USA) kiti kullanilarak ve {iiretici firmanin 6nerdigi deney protokoliine gore
gerceklestirildi. Doku 6nce 4°C sicaklikta 200 pl PBS igerisinde doner bicakli homojenizator
(Ultra Turrax, Brinkmann Instruments Inc., CA, ABD) ile azami hizda 10 s boyunca parcalandi.
Santrifiyj ile ¢oziinmeyen pargalar 14000g kuvvette 10 dakika siire igerisinde ¢oktiiriildi. 10 pl
supernatan ile Kit icerisindeki aktivite tampon ¢6zeltisi karistirildi ve igerisindeki katalaz
miktart H2O> degredasyonu orani dogrudan 6lgiilerek belirlendi. Renk degisimi 570 nm dalga
boyunda belirlendi. Sonuglar U/mL olaral ifade edildi. 1 U aktivite katalaz enzimininoda
sicakliginda ve pH 7 tampon ¢ozeltisinde 1 umol H20; ‘in 1 dakikadaki dekompozisyon miktari

olarak tanimlanmistir. Normalizasyon toplam protein Olgiilerek gergeklestirildi.

5.1.4.2 Tiyobarbiturik Asit Reaktif Maddelerin (TBARS) Ol¢imdi

Dokuda biriken tiyobarbitlrik asit reaktif maddelerinin belirlene bilmesi icin doku
hiicreleri pargalanarak malondialdehid (MDA) miktar1 6l¢iildi. MDA Ol¢limii i¢in
QuantiChrome TBARS Assay (DTBA-100, BioAssay Systems, Hayward, CA, USA) Kiti
kullanilarak ve tretici firmanin 6nerdigi deney protokoliine gore gergeklestirildi. Doku 6nce
4°C sicaklikta 200 pl PBS igerisinde doner bigakli homojenizator (Ultra Turrax, Brinkmann
Instruments Inc., CA, ABD) ile azami hizda 10 s boyunca pargalandi. Santrifiij ile ¢éziinmeyen
pargalar 14000g kuvvette 10 dakika siire igerisinde ¢oktiiriildii. Sivi (supernatan) alinarak islak
buz iizerinde %10 trikloroasetik asit ile 1:10 oraninda karistirildi. Bu iizerinde 5 dakika
bekletilerek  ortamdaki proteinlerin  denatlire olmasi1 saglandi.  Deproteinizasyon
tamamlandiktan sonra santrifiij ile ¢6ziinmeyen pargalar 14000g kuvvette 5 dakika siire
icerisinde ¢okturilda. Kit icerisinde gelen tiyobarbiturik asit (TBA) ¢Ozeltisi ile deproteinize
supernatan karistirilarak 60 dakika boyunca 100 °C ’de reaksiyona girmesi saglandi. Renk

degisimi sivinin 535 nm dalga boyundaki 1s18in sogurmasiyla VIS-spektrofotometresi
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(VersaMax, Molecular Devices, ABD) kullanilarak belirlendi. Olgiimlerde MDA ¢ozeltisi

standart olarak kullanildi. Normalizasyon toplam protein dlgiilerek gerceklestirildi.

5.1.4.3 Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Olguilmesi

Dokudaki stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi EnzyChrom SOD Assay Kit, (ESOD-100,
BioAssay Systems, Hayward, CA, USA) kiti kullanilarak ve {iretici firmanin 6nerdigi deney
protokoliine gore gergeklestirildi. Doku dnce 4°C sicaklikta 200 pl PBS igerisinde doner bigakli
homojenizator (Ultra Turrax, Brinkmann Instruments Inc., CA, ABD) ile azami hizda 10 s
boyunca parcalandi. Santriflij ile ¢6ziinmeyen parcalar 14000g kuvvette 10 dakika siire
icerisinde ¢oktiirtildii. 20 pl supernatan ile kit il birlikte gelen xanthine igeren 160 pl reaksiyon
tampon ¢ozeltisi karistirildi. Beklenmeden karisimin 440 nm 'deki absorbans degeri 6l¢iildii ve
TO zamaninda 6l¢tim olarak kaydedildi. Sonra reaksiyon 25 °C 'de 60 dakika boyunca inkiibe
edildi ve siire¢ sonunda tekrar 440 nm'de absorbans degeri 6l¢iildii. Iki 6l¢iim arasindaki deger
farki1 SOD aktivitesi olarak hesaplandi. Aktivite U/mL olarak ifade edildi. Normalizasyon
toplam protein Ol¢iilerek gergeklestirildi.

5.1.4.4 Glutationin Miktarinin Tayini

Glutationin (GSH) miktar1 QuantiChrom GSH Assay kiti (DIGT-250, BioAssay Systems)
kullanilarak 6l¢iilmistiir. Kit DTNB (5,5'-dithiobis-[2-nitrobenzoic acid]) metodunu temel
almaktadir. Doku 6nce 4°C sicaklikta 200 pl PBS igerisinde doner bigakli homojenizator (Ultra
Turrax, Brinkmann Instruments Inc., CA, ABD) ile azami hizda 10 s boyunca parcalandi.
Santrifuj ile ¢ozinmeyen parcalar 140009 kuvvette 10 dakika sure icerisinde ¢okturildi. %10
TCA ile deproteinize edildikten sonra kit prosederiine gore DTNB ile karigtirilarak 412 nm
dalga boyunda absorbans oOl¢iildii. Sonra oda sicakliginda 25 dakika inkiibe edildi. Siire¢
sonunda absorbans 412 nm dalga boyunda 6lciilerek ve inkiibasyon 6ncesi absorbans degerini
son Ol¢iimden ¢ikartilarak GSH miktar1 belirlendi. Sonuglar GSH standartina gére hesaplanarak

uM biriminde ifade edildi. Normalizasyon toplam protein dlgiilerek gerceklestirildi.

5.1.5 Istatistiksel Analiz
Her deney en az 3 kez tekrar edilmis olup sonuglar ortalama + standart hata olarak

sunulmustur. Sonuglarin degerlendirilmesinde SPSS 20.0 istatistik programi kullanildi.
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Anlamlilik (p) derecesinin belirlenmesinde Student-Newman-Keuls (SNK) testi kullanilmistir.
Elde edilen bulgularin ikili karsilagtirmalar1 sonucunda SNK testi sonuglarina gore p<0,05

¢ikmasi durumunda bu iki grup arasindaki farkin anlamli oldugu yonde yorumlanmastir.

5.2 Bulgular

5.2.1 Hematoksilen&Eozin ve Masson Trikrom

H&E boyanan kesitlerde saglikli grup ile diger gruplar karsilastirildiginda; epitelyal
proliferasyon, epitelyal kayip, 6dem, neovaskiilarizasyon, inflamasyon ve nikleer degisim

skorlama sonuglar1 arasinda istatistiksel anlamli fark saptanmistir.

Her gruba ait H&E ile boyanan kesitlerde histopatolojik degerlendirme yapildi. Bu
degerlendirmede; epitelyal proliferasyon, epitelyal kayip, ©dem, neovaskiilarizasyon,
inflamasyon ve niiklear degisim gibi parametreler 0 ile 3 arasinda skorlandi.(Skorlama yontemi
Tablo-4 ‘te verilmistir) (Suh MH, ve ark, 2008) (216). Skorlamada kornea santrali ve kornea
periferi ayr1 ayr1 degerlendirildi ve kendi igerisinde skorlandi. Skorlamalar IBM 50 SPSS 20.0
programiyla istatistiksel olarak degerlendirildi. Her grupta en az 5 preparat ve her preparatta 5

farkli alan 40X biiyiitmede incelendi ve skorlandirildi.

Tablo-4: Hisyopatolojik Derecelendirme

DEGISKENLER 0 1 2 3
Proliferasyon Degisim Hafif derece | Orta derece | Siddetli
yok derece
Niikleer degisim Degisim Hafif derece | Orta derece | Siddetli
yok derece
Odem Degisim Hafif derece | Orta derece | Siddetli
yok derece
Inflamatuar <50 51-150 151-300 >300
hiicreler
Neovaskularizasyon | <7 7-13 14-20 >20

H&E ve MT ile boyanan kesitler incelendiginde; kontrol grubuna ait 6rneklerde saglikli
morfoloji gozlemlenirken ; UVB uygulanan grupta siddetli 6dem, lokositik infiltrasyon,
epitelyal hasar ve neovaskiilarizasyon izlenmistir . UVB hasarindan sonra citicoline ile tedavi

edilen gruplarda bu bulgularin olduk¢a azaldigi ve kontrole yakin morfoloji gosterdigi
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saptanmistir. Sadece citicoline verilen grup ile kontrol grubu arasinda herhangi bir fark
gozlemlenmemistir (Sekil-11,12,13). Gruplarin histopatolojik skorlamalar1 Tablo- 5,6,7 ve 8 *

de gosterilmistir.

Epitel kayb1 skorlamasinda saglam grup ve sadece citicoline damla uygulanan grupta
hasar izlenmedi. Saglam grup ve sadece damla uygulanan grup; diger gruplar ile
karsilastirildiginda, epitel kaybi agisindan istatiksel olarak anlamli fark tespit edildi ( p< 0.001).
Hasar modeli olusturulan grup ile tedavi uygulanan grup arasinda istatiksel olarak anlamli fark
saptand1 ( p: 0.033, p:0.002 ).

Korneal vaskularizasyon skorlamasinda; saglam grup ile sadece citicoline damla
uygulanan grupta hasar izlenmedi. Saglam grup ve sadece damla uygulanan grup diger gruplar
ile karsilagtirildiginda, neovaskularizasyon agisindan istatiksel olarak anlamli fark goriildi ( p<
0.001). Hasar modeli olusturulan grup ile tedavi uygulanan grup arasinda istatiksel olarak
anlamli fark saptandi ( p:0.002, p:0.017 ).

Epitelyal proliferasyon; sadece damla uygulanan grupta ve kontrol grubunda
izlenmedi. Hasar modeli olusturulan grup ile tedavi uygulanan grup karsilastirildiginda,
epitelyal proliferasyonun belirgin olmadig1 aralarinda anlamli bir fark izlenmedigi goriildi ( p>

0.05).

Stromal 6dem; hasar modeli olusturulan grupta, tedavi uygulanan gruba oranla daha
fazlaydi ve aralarinda istatistiksel olarak fark saptandi ( p: 0.002 , p: 0.002). Sadece damla

uygulanan grupta ve kontrol grubunda 6édem izlenmedi.

Inflamasyon ve lokositik infiltrasyon; hasar modeli olusturulan grupta, tedavi
uygulanan gruba gore belirgin olarak daha fazlaydi ve istatistiksel olarak anlamli fark saptandi
(p:0.002 p:0.002). Kontrol grubu ve sadece damla uygulanan grupta inflamasyon bulgulari
izlenmedi.

Nikleer degisim skorlamasinda hasar grubu ile tedavi grubu arasinda istatiksel olarak
anlamli fark saptandi ( p:0.002, p:0.032). Kontrol grubu ve sadece damla uygulanan grupta

herhangi bir niikleer degisim izlenmedi.
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Tablo-5 : Kontrol grubu histopatolojik skorlama

Hayvanlar 1H |2H (3H |4H |5H |6.H | 7.H
Boltimler C/p |C/P|C/P|C/P|C/P|C/P|C/P
inflamasyon 0/0 | 0/0 | 0/0 | O/0 | O/0 | O/0 | 0O/0
Neovaskularizasyon 0/0 | 0/1 | 0/0 | O/0 | O/O | O/0 | 0O/0
Proliferasyon 0/0 | 0/0 | 0/O | O/0 | O/O | O/O | O/0
Odem 0/0 | 0/0 | 0/0 | O/O | O/O | 0O/0 | O/0
Niikleer degisim 0/0 | 0/0 | 0/0 | O/O0 | 0O/O | 0O/0 | O/0
Epitel kaybi 0/0 | 0/0 | 0/0 | O/O | O/O | 0O/0 | O/0
Tablo-6: Citicoline grubu histopatolojik skorlama
Hayvanlar 1H |2H |3H |4H |[5H |6H | 7H
Bolimler C/p | C/P|C/P|C/P|C/P|C/P|C/P
inflamasyon 0/0 | 0/0 | 0/O | O/0 | O/O | O/O | O/0
Neovaskularizasyon 0/1 | 0/0 | 0/O | O/O0 | O/O | O/O | O/0
Proliferasyon 0/0 | 0/0 | 0/O | O/0 | O/O | O/O | O/0
Odem 0/0 | 0/0 | 0/0 | O/0 | O/O | 0O/0 | O/0
Nikleer degisim 0/0 | 0/1 | 0/0 | O/O0 | O/O | 0O/O | O/0
Epitel kaybi 0/0 | 0/0 | 0/0 | 0O/O0 | 0O/O | O/0 | O/0
Tablo-7 : UVB+ citicoline grubu histopatolojik skorlama
Hayvanlar 1H |2H [|3H |4H |5H |6.H|7H
Bolimler C/p | C/P|C/P|C/P|C/P|C/P|C/P
inflamasyon 0/2|10/2|0/0|0/1|1/2|0/2]0/1
Neovaskularizasyon o/1|0/1|0/0|0/0|O0/2|0/1]0/2
Proliferasyon o/1|0/1|0/0|0/1|0/0]|0/1]|0/1
Odem 0/1]0/1|0/0]|0/1]|0/1|0/0]|0/1
Nikleer degisim 0/1]0/1|0/0]|0/0]|0/1|0/0]|0/1
Epitel kaybi 1/0 | o/0 | 0/O0 | 1/0 | 1/0 | 0/0 | 1/0
Tablo-8: UVB grubu histopatolojik skorlama
Hayvanlar 1H |2H |3H |4H |5H |6.H| 7H
Bolumler C/p | C/P|C/P|C/P|C/P|C/P|C/P
inflamasyon 2/313/3|1/3]1/3|2/3|3/3]|1/3
Neovaskularizasyon 2/313/3|11/3|2/3|2/3|2/3]|2/3
Proliferasyon 1/2 | 1/2 {0/1 | 0/0 | O/2 | 1/1 | 0/1
Odem 2/3 13/312/32/3]|2/3]|2/3]3/3
Nuikleer degisim 2/2 | 2/3 | 2/2|1/1|1/2|1/2|1/2
Epitel kaybi 3/1|3/1|2/3|1/1]1/1|3/1|3/2
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Sekil-11: H&E boyama uygulanan kornea kesitleri goriliyor. A, Kontrol; B, UVB; C,
UVB+Citicoline; D, Citicoline. UVB grubunda siddetli 6dem, 16kositik infiltrasyon, epitelyal
hasar ve neovaskilarizasyon izleniyor. UVB+ citicoline grubunda 6dem ,epitel hasari ,
l16kositik infiltrasyon ve neovaskularizasyonun daha az oldugu goriiliiyor. Citikoline ve kontrol

gruplarinin benzer morfolojiye sahip oldugu goriilityor. 40X, H&E.
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Sekil-12 : UVB grubuna ait fotomikrograflar. Ok, epitelyal ayrilma ve kayip; Yildiz, stromal
0dem; Ok basi, neovaskiilarizasyon; Y1ildiz (sag foto), 16kositik infiltrasyon. 40X, H&E.

Sekil-13: Masson Trikrom boyama uygulanan kornea kesitleri gorultyor. A, Kontrol; B, UVB;
C, UV+Citicoline ; D, Citicoline. UVB grubunda epiteldeki ayrilma ve yogun stromal 6dem
goze garpryor. 40X, MT.

Tablo-9 : Gruplarmn histopatolojik skorlamalarinin istatistiksel karsilastirilmas: ( 1. ,2. ,3. 4.

Grup)
Degiskenler P degeri (C/P)
inflamasyon <0.001/ <0.001
Neovaskularizasyon <0.001/ <0.001
Proliferasyon <0.001/ <0.001
Odem <0.001/ <0.001
Nikleer degisim <0.001/ <0.001
Epitel kaybi <0.001/ <0.001
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Tablo-10: UVB+ Citicoline Grubu ile UVB grubunun histopatolojik skorlamalarinin
istatistiksel karsilagtirilmasi

Degiskenler P degeri ( C) P degeri ( P)
inflamasyon 0.002 0.002
Neovaskularizasyon 0.002 0.017
Proliferasyon 0.065 0.555
Odem 0.002 0.002
Nikleer degisim 0.002 0.031
Epitel kaybi 0.033 0.002

5.2.2 immiinfloresan incelemeler

Immunfloresan olarak MMP-2, MMP-9, kaspaz-3, VEGF boyamalar1 yapildi.
Incelemelerde her grupta en az 5 preparat incelendi. Incelenen her preparatta 5 farkli alan 40X
biiyiitmede degerlendirildi. Ornekler konfokal mikroskopta (Leica DMI 8 Laser Scanning
Confocal Microscope) incelenerek fotograflandi. Orneklerin degerlendirilmesi Kocaeli

Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali tarafindan gergeklestirilmistir.

MMP- 9 immunfloresan boyama uygulanan kornea kesitlerinde kontrol grubu ve sadece
citicoline damla uygulanan grupta diisiik miktarda izlenmistir. Hasar modeli olusturulan
grupta, tedavi uygulanan gruba oranla MMP-9 miktarinda belirgin bir artis gézlemlenmistir. (
Sekil -14).

MMP-2 immunfloresan boyama uygulanan kornea Kkesitlerinde kontrol grubu ve
citicoline damla uygulanan grupta MMP-2 ekspresyonunda artis saptanmadi. Hasar modeli
olusturulan grupta MMP-2 ekspresyonu en yilksek oranda izlenirken; tedavi uygulanan grupta

ekspresyon oraninin azaldigi izlenmistir ( Sekil-15).

VEGF immunfloresan teknigi uygulanan kornea kesitlerinde boya tutulumu epitel ve
stromada degerlendirildi. Kontrol ve sadece damla uygulanan grupta VEGF immiin boyanmast
izlenmedi. Tedavi grubunda VEGF ekspresyonu diger gruplara oranla daha fazla bulundu (
Sekil-16).
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Kaspaz-3 immunfloresan teknigi uygulanan kornea kesitlerinde apoptotik hticreler
degerlendirildi. Hasar modeli olusturulan grupta diger 3 gruba oranla daha fazla kaspaz-3

boyanmasinin oldugu izlendi ( Sekil-17).

DAPI MMP-9 Merge

Kontrol

uv

uv

Damla

Damla

n b0

Sekil-14: immunfloresan boyama uygulanan kornea kesitleri goruliyor. A,B,C,D Kontrol;
E,F,GH UVB; IJK,L UVB+Citicoline; M,N,O,P Citicoline. UVB grubunda MMP-9

boyanmasinin daha fazla oldugu goriilityor. UVB+ citicoline grubunda MMP-9 ekspresyonu

daha diisiik oldugu goriiliiyor. Citikoline ve kontrol gruplarinin benzer morfolojiye sahip

oldugu goriiliiyor.
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Sekil-15: immunfloresan boyama uygulanan kornea kesitleri goruliyor. A,B,C,D Kontrol;
E,F,G,H UVB; 1JK,L UVB+Citicoline; M,N,O,P Citicoline. UVB grubunda MMP-2
boyanmasinin daha fazla oldugu goriilityor. UVB+ citicoline grubunda MMP-2 ekspresyonu

daha diisiik oldugu goriiliiyor. Citikoline ve kontrol gruplarimin benzer morfolojiye sahip

oldugu goriiliiyor.



Sekil-16: immunfloresan boyama uygulanan kornea kesitleri goriiliyor. A,B,C,D Kontrol;
E,F,.G,H UVB; 1J,K,L UVB+Citicoline; M,N,O,P Citicoline. UVB+ Citicoline grubunda
VEGF boyanmasinin diger gruplara oranla daha fazla oldugu goriiliiyor. Citicoline ve kontrol

gruplarinin benzer morfolojiye sahip oldugu gortiliiyor.
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Sekil-17: iImmunfloresan boyama uygulanan kornea kesitleri goruliyor. A,B,C,D Kontrol;
E,F,G,H UVB; 1J,KL UVB+Citicoline; M,N,0O,P Citicoline. UVB grubunda Kaspaz-3
boyanmasinin daha fazla oldugu goriiliiyor. UVB+ citicoline grubunda apoptozisin daha diigiik

oldugu izlenyor. Citicoline ve kontrol gruplarinin benzer morfolojiye sahip oldugu goriiliiyor.



5.2.3 Biyokimyasal incelemeler
5.2.3.1 Superoksit dismutaz (SOD)

Dokudaki siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin biyokimyasal analizinde gruplarin
kontrol grubu ile karsilastirilmasinda sadece UVB uygulanan grupta aktivite en diisiik olarak
degerlendirildi ve bu fark istatistiksel olarak anlamliydi ( p<00,1). Kontrol grubu ile sadece
citicoline damla uygulanan grup arasinda anlamli fark izlenmedi ( p>0.05). Hasar modeli
olusturulan grup ile tedavi grubu karsilastirildiginda ; tedavi verilen grupta SOD diizeyi artmis
olarak bulundu ve aradaki fark anlamliyd: ( p<0.05), (Seki-18,19).

14 p=0.048

0=0.053
12 4 | 0<0.01
1 4

0.8 -
0.6 -
0.4 -
0.2 -
0 T
UV+Damla Damla uv Kontrol

SOD (U/mL/mg protein)

Sekil-18 :Superoksit dismutaz seviyelerinin karsilastirilmasi. UVB grubunda SOD
aktivitesinde kontrol grubuna gore anlamli azalma izlenmistir. UVB+ citicoline grubunda
kontrol grubu ile karsilatirildiginda SOD aktivitesinde azalma goriilmiis ancak bu farkin UVB
grubuna gore daha az oldugu izlenmistir. Citicoline grubunda kontrol grubuna benzer sonuclar

1zlenmistir.
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Sekil-19: Siiperoksit dismutaz seviyelerinin karsilastirilmasi. UVB+ citicoline grubunda SOD

aktivitesi UVB grubuna gore anlamli olarak yiiksek ¢ikmustir.

5.2.3.2 Glutatyon (GSH)

Dokudaki GSH aktivitesinin degerlendirilmesinde sadece citicoline damla uygulanan
grupta en yiiksek oldugu ancak kontrol grubu ile arasinda anlamli fark olmadig: izlendi (
p>0.05) . Kontrol grubuna gore sadece UVB uygulanan grupta GSH orani1 belirgin olarak daha
diistiktii (p<0.01). Hasar modeli olusturulan grup , tedavi uygulanan grup ile karsilastirildiginda
GSH miktarinin tedavi grubunda anlamli olarak daha yiiksek oldugu izlendi ( p < 0.05) ( Sekil-
20,21)
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Sekil-20: Glutatyon seviyelerinin karsilastirilmasi. UVB grubunda GSH seviyesi diger gruplara
oranla belirgin olarak diisiik izlenmistir. Citicoline grubundaki GSH seviyesinin tiim gruplardan

yiiksek olmas1 dikkat ¢ekicidir.
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Sekil-21: : Glutatyon seviyelerinin karsilagtirlmasi. UVB+ citicoline grubunda GSH

seviyesinin UVB grubuna gore anlamli olarak yiiksek oldugu izleniyor.

5.2.3.3 Katalaz ( CAT)

Dokudaki katalazin biyokimyasal degerlendirilmesinde kontrol grubunda en yiiksek
oranda izlendigi goriildii. Hasar modeli olusturulan gruptaki katalaz mitar1 ,kontrol grubuna
gore anlamli olarak daha diisitk bulundu ( p <0.01). Tedavi grubunda , kontrol grubuna gore
katalaz miktar1 daha diisiik bulundu ve bu fark istatistiksel olarak anlamliydi (p <0.05). Hasar
modeli olusturulan grup ile tedavi grubu arasinda katalaz diizeyi a¢isindan istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmadi ( p>0.05), ( Sekil-22,23).
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Sekil-22: Katalaz seviyelerinin karsilastirilmasi. UVB grubunda CAT seviyesi en diisiik

bulunmustur.
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Sekil-23: Katalaz seviyelerinin karsilagtirilmasi. UVB+citicoline grubunda katalaz seviyesi

UVB grubuna gore daha yiiksek bulunmus ancak bu fark anlamli gériilmemistir.

5.2.3.4 Malondialdehit (MDA)

Dokudaki MDA miktarinin biyokimyasal degerlendirilmesinde kontrol grubuna gore
hasar modeli olusturulan grupta belirgin artis ilenmistir (p <0.01). Tedavi grubunda MDA
diizeyi, kontrol grubuna gore daha ylksek bulunmus ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark
izlenmemistir ( p>0.05) . Hasar modeli olusturularak citicoline damla uygulanan grupta MDA
diizeyi, damla damlatilmayan gruba gore daha diisiik bulundu ve bu fark anlamliydi ( p<0.05) ,
(Sekil-24,25).
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Sekil-24: Malondialdehit seviyelerinin karsilagtirilmasi. UVB grubunda MDA seviyesi diger
gruplara oranla belirgin olarak yliksek bulunmustur. UVB+ citicoline ile kontrol gruplari

karsilastirildiginda MDA seviyeleri arasinda anlamli fark izlenmemistir.
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Sekil-25: Malondialdehit seviyelerinin karsilastirilmasi.

5.2.4 Gen ekspresyon analizi
5.2.4.1 interlékin 1 beta ( IL-1b)

IL-1b gen ekspresyon analizi degerlendirilmesinde en yiiksek ekspresyon orani hasar
modeli olusturulan grupta izlendi ( p<0.01). Sadece citicoline damla damlatilan grupta IL-1b
ekspresyonu diger gruplara gore daha diisiik bulundu; ancak kontrol grubu ile aralarinda
istatistiksel olarak anlami fark izlenmedi (p<0.05). Tedavi grubunda IL-1b ekpresyonu , hasar

grubuna gore daha diisiiktii ve istatistiksel olarak anlamli fark saptandi ( p<0.01), ( Sekil-26,

27).
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Sekil-26: IL-1b gen ekspresyonu seviyelerinin karsilastirilmasi. UVB grubunda IL-1b
ekspresyonunun kontrol grubuna gore belirgin ylksek oldugu goriiliiyor. UVB+ citicoline

grubunda IL-1b ekspresyonun kontrol grubuyla benzer diizeyde oldugu izleniyor.
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Sekil-27: IL-1b gen ekspresyonu seviyelerinin karsilagtirilmasi. UVB+ citicoline grubunda IL-

1b ekspresyonu UVB grubuna gore belirgin olarak diisiik izleniyor.

5.2.4.2 Transforme buytme faktort beta ( TGF b)

TGF b gen ekspresyon analizi degerlendirilmesinde en yiiksek ekspresyon orani hasar
modeli olusturulan grupta iznlendi ( p<0.01). Sadece citicoline damla damlatilan grupta TGF
b ekspresyonu diger gruplara gore daha diisiik bulundu ve bu fark anlamliydi (p<0.05). Tedavi
grubunda TGF b ekpresyonu , hasar modeli olusturulan gruba gore daha diistiktii ve istatistiksel
olarak anlamli fark saptandi ( p<0.01) ( Sekil-28,29).

TGFb
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Sekil-28: TGF-b gen ekspresyonu seviyelerinin karsilastiriimasi. UVB grubunda yiiksek TGF-

b gen ekspresyonu izleniyor.
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Sekil-29: TGF-b gen ekspresyonu seviyelerinin karsilastiriimasi. UVB+ citicoline grubunda
TGFb ekspresyonunun UVB grubuna gore anlamli olarak diisiik oldugu goriiliiyor.

5.2.4.3 Vaskuler Endotelyal Buyime Faktora (VEGF A)
VEGF A gen ekspresyon analizinde en diisiik ekpresyon sadece citicoline damla
damlatilan grupta izlendi ancak kontrol grubuna goére anlamli degildi ( p>0.05). Hasar modeli
olusturulan grupta VEGF eksresyonu en yliksek oranda izlendi ve diger gruplara gore anlaml

fark goriildii ( p<0.05) (Sekil-30,31).
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Sekil-30: VEGFA gen ekspresyonu seviyelerinin karsilastirilmasi.
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Seli-31: VEGF A gen ekspresyonu seviyelerinin karsilastiriimast.

6. TARTISMA

Fototoksik keratit, ultraviyole keratiti, kaynak¢1 keratiti fazla slire veya dozda
ultraviyole 1s1nina maruz kalmakla ortaya ¢ikan akut kornea hasarina verilen isimlerdir. UVB
1isinlar1 kornea tabakasi tarafindan biiyiik oranda emildigi igin 1ginlarin  g6ziin i¢ tabakalarina
gecisi ve i¢ tabakalarin 151n yaralanmalarindan etkilenmesi engellenmis olur. Kornea UVB
radyasyonunun yaklasik % 90'in1 emer ve UVB hasarina karsi oldukga hassastir (1). Esik dozun
iizerinde akut UVB maruziyeti korneanin yiizeyel ve derin katlarinda hasara neden olur (217).
UVB 1sinlar, proinflamatuvar mediatorleri aktive ederek DNA, proteinler ve hiicrelerde ¢esitli
degisikliklere neden olur (218-220).

300- 315 nm dalga boyunda uygulanan UVB hasar1 kornea epitelinde akut ve kronik
degisikliklere yol agmaktadir. Min Hee Suh ve arkadaslarinin yeni zellanda tiirii tavsanlar
iizerinde yaptig1 calismada 306 nm dalga boyunda toplam 6.84 J/cm?2 giiciinde UVB 1511 1
hafta boyunca uygulanmis ve her uygulama oncesinde intravendz olarak askorbik asit
enjeksiyonu yapilmistir (216). Calismanin sonuglarinda askorbik asit uygulanan tavsanlarda
epitel defektinin 6zellikle santral korneada daha az oldugu ve korneal bulanikligin askorbik asit
uygulanmayan gruba gore daha diisik oldugu gozlemlenmistir. Literatiirde oral olarak
uygulanan askorbik asidin korneadaki UVB hasarma iyilestirici etkisinin olmadigi ancak
intravendz uygulamanin 6n kamara sivist ve vitrede daha yliksek askorbik asit konsatrasyonu
saglayarak epitel iyilesmesini hizlandirdig1 gosterilmistir (221). Citicoline damlanin epitel
defekti lizerine iyilestirici etkisinin olmasi ile ilgili literatiirde ¢aligma bulunmamaktadir. Biz
caligmamizda UVB hasar1 sonrasi citicoline damla uyguladigimiz grupta epitel defektinin,

sadece UVB hasar1 olusturulan gruba gore daha az oldugunu ve takip eden siirecte iyilesme
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oraninin daha fazla oldugunu gordiik. Bu durumun citicoline’in membran fosfolipitlerinin
yapitaglarindan biri olmasi, hiicre membran biitiinliigliniin korunmasina katkida bulunmasi ve
antioksidan savunma sistemi lizerinden hasar miktarini azaltmasiyla (222) ilgili oldugunu
diisiinmekteyiz.

Ultraviyole 1smina baglh gelisen inflamasyon; korneal anjiyogenez (veya korneal
neovaskularizasyon) igin gugclu bir tetikleyici olabilir (223). Vaskdler endotel buylime faktor
(VEGF) gibi vaskiiler biyobelirteglerin  fizyolojik  dengesi korneanin  normal
vaskiilarizasyonunun korunmasinda c¢ok oOnemlidir (224). Anjiyogenik faktorler ve ilgili
proteinlerdeki bir dengesizlik proanjiojenik sireclere yol acgabilir. Proinflamatuar bir sitokin
olan VEGF korneadaki inflamasyon miktari ile diizenlenir ve kornea neovaskiilarizasyonunda
onemli bir anjiyogenik faktordar.

Shiu-Jau Chen ve arkadaslarinin ratlar tizerinde yaptig1 bir ¢alismada 550 pW/cm2
UVB 1s1n1 ile olusturulan korneal hasar modelinde fucoxantin iceren antioksidanin topikal yolla
rat gozlerine 1s1na maruziyet oncesi uygulamanin, VEGF ekspresyonunu kontrol grubuna
oranla belirgin dl¢iide azalttigi rapor edilmistir (225).

Onceki calismalarda korneadaki VEGF miktarinin inflamasyon sirasinda 16kosit
ekspresyonu ile birlikte arttigi ve korneal hasarlanmaya bagli neovaskiilarizasyona katkida
bulundugu gosterilmektedir (226-229). Bizim ¢alismamizda da gen ekspresyonu analizi ile
H&E ve MT boyama yapilan histolojik kesitlerde VEGF ekspresyonu ve 1okosit
infiltrasyonunun, kontrol grubuna oranla tedavi verilen grupta belirgin Olglide azaldigi
gozlemlendi. Bu durum citicoline igeren goz damlasinin antioksidan etkisinin yani sira
inflamasyon kontrolii saglamada da etkili oldugunu gostermistir.

UVB ismlarinin  apoptozisi indiikledigi , hiicrede ¢ekirdek ve mitokondrinin
parcalanmasina yol agtig1 gosterilmistir (230). UVB 1sinlamasinin indiikledigi apoptozis, artan
kaspaz 3 aktivitesi ile iligkilendirilebilmektedir.

Shaobo Du ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir ¢alismada winstar albino tiirii ratlarda
kornea epitel hiicreleri ile hiicre kiiltiirii modeli olusturularak Lycium barbarum polisakkaridi
ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan 24 saat sonra 20 pW/cm2 UVB 1sin1 uygulanarak hiicre
canlilift ve apoptotik mekanizmalar incelenmistir. UVB 1sinlar1 nedeniyle hasar gdren
hiicrelerde mitokondiri membran potansiyelinin azaldig1 bu nedenle proapoptotik proteinlerin
sitozolden mitokondriye ilerleyerek apoptotik siireci baslattigi izlenmektedir. Bu durum
apoptozisin son aktivatorii olan kaspaz 3 aktivitesinin artmasiyla sonuglanmaktadir. Ancak
Lycium barbarum polisakkaridi ile inkibe edilen grupta, kontrol grubuna oranla kaspaz 3

aktivitesinin daha diisiik oldugu sonucuna vartlmistir. (231).

56



J. Krupinski a ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada serebral iskemi olusturulan ratlara
citicoline enjeksiyonu yapilmis ve citicoline verilen grupta kaspaz 3 seviyesinin daha diisiik
oldugu, apaoptozisin daha az oldugu izlenmistir. Citicoline in kaspaz aktivitesini azaltarak
apoptozisi baskilamasi, fosfotidilkolin seviyesini korumasi ve fosfotidilkolin sentezini arttiran

fosfotrensferaz enimini indiiklemesi ile agiklanmaktadir (232).

Shuettauf ve ark. yetigkin sicanlar iizerinde yaptig1 calismada citicoline ve lityum
intraperitoneal olarak enjekte edilmis, ve retinal gangliyon hiicreleri iizerinde citicoline in
tyilestirici etkisi arastirilmistir (233). Calismada citicoline in mitokondriye bagli hiicre 6liim
mekanizmasinda anti-apoptotik etkiye sahip olabilecegi ve akson rejenerasyonuna yardimci

olabilecegi sonucuna varilmistir.

Biz caligmamizda UVB etkisi ile baslayan apoptotik siirecin citicoline damla uygulanan
grupta baskilandigini ve kaspaz 3 gen ekspresyonu seviyesinin kontrol grubuna gore daha diisiik
oldugunu gordiik. Bu durumun citicoline in mitokondri i¢ membrani bilesenlerinin ( fosfotidil
kolin ve kardiyolipin) seviyesini korumasi ile saglandigini diistiniiyoruz (231). Serbest oksijen
radikallerinin hiicre membrant ve mitokondiri membran1 iizerine etki ederek baslattig
apoptotik  silirecin  hiicre = membran  fosfolipitlerinin  seviyesinin  korunmasiyla

baskilanabilecegini savunmaktayiz.

Kornea tabakasinin UVB radyasyona maruz kalmasi; serbest radikal olusumuna ve
buna bagl reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine (ROS) 1 neden olur. UVB radyasyonunun bir
sonucu olarak iiretilen ROS, hiicrelerin antioksidan savunma yetenegini astiginda korneada
oksidatif stres yaratir. UVB 1sinlamasindan sonra, kornea epitelyal ROS-(reten oksidazlar,
antioksidan / prooksidant dengesizligine, prooksidantlarin lehine ve korneadaki oksidatif strese
katkida bulunur (234-239). Antioksidan / prooksidant enzimatik dengesizligini, kornea
epitelindeki proteaz / antiproteaz dengesizligi izler. Matriks metaloproteinazlar (MMP'ler) ile
metalloproteinazlarin doku inhibitorleri (TIMP'ler) arasindaki MMP'ler lehine dengesizligi tarif
ettik. Bu dengesizlik, proinflamatuar sitokin induksiyonuna ve intrakorneal inflamasyonun

gelismesine katkida bulunmustur (240).

Matriks metalloproteinazlar (MMP), laminin, fibronektin ve kollajen gibi hiicre dis1
matriks proteinlerini bozan hiicre dis1 bir endoproteinaz ailesidir (241). MMP'ler, kanser, artrit,
anjiyogenez ve yara iyilesmesi dahil olmak lizere bir takim patolojik siireglerin yani sira

ekstraselliiler matriks yikiminin 6nemli bir adim oldugu normal gelisim, {ireme ve doku yeniden
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sekillenmesinde hayati bir rol oynamaktadir (242-245). MMP-9 normal saglikli gozlerde
kornea epitelinden az miktarda salinir (246)

Son zamanlarda yapilan caligsmalar, korneanin yeniden sekillenmesinin, matriks
metaloproteinazlarinin (MMP'ler), 6zellikle MMP-2 ve MMP9 iin aktivasyonunu igeren sirali
olaylara aracilik ettigini gostermistir (247-248). Bu nedenle, MMP'lerin korneadaki diizensiz
aktivasyonu kornea yiizey bozukluguna ve kornea opasitesinin artmasina neden olabilir. Bo-
Yie Chen ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada CBA tiirii farelere diyetle verilen a- liopik asitin
antioksidantve antiinflamatuar aktivitesi, UVB 1s1n1 uygulanan kornea ve konjonktiva hiicreleri
tizerinde degerlendirilmis , MMP 2 ve 9 dlgtimleri yapilmistir. Calismada oral a- lipoik asidin
korneal MMP-9 aktivitesini azalttigt , MMP -2 aktivitesinde ise anlamli degisiklige yol
acmadig1 gosterilmistir (249).

Osama M. A. Ibrahim; ve arkadaslarmin yaptigi diger bir ¢alismada farelerde UV
kaynakli kornea lezyonlarinin ciddiyetinin , UV radyasyon dozu ve maruz kalma sayisina bagl
olarak énemli dlglide degistigi gosterilmistir. Bu ¢calismada kullanilan giinliik UVB dozu 2.73
J / cm2 olarak belirlenmistir. Insanlarda ve deneysel hayvan modellerinde UVB'ye maruz
kalma ile iligkili fotokeratitin, matriks metaloproteinazlarin (MMP) artmis ekspresyonu, kornea
stromal degradasyonu ve apoptoz indiiksiyonu ile iligkili oldugu ileri siiriilmiistiir (250).

J Surg Res. Ve arkadaslarinin yapigi bir calismada siyatik sinir hasar1 olsuturuduklar
ratlara citicoline enjekte edildiginde kontrol gurbuna gore MMP-2 ve MMP-9 aktivitesinde
azalma oldugunu ve akson yenilenmesinde artis oldugunu géstermislerdir.  Citicoline
tedavisinin travma olusturulduktan hemen sonra periferik sinir sistemine uygulandiginda
myelinli akson sayisini arttirdigin1 belirtmislerdir. Citicoline uygulanmasinin sinir sistemi,
akciger, veya bagirsak hastaliklarinda dejeneratif siirecte yarart kanitlanmistir (251-253).
Citicoline  etkisi i¢in, fosfolipid sentezindeki artisin yani sira apoptotik aktivite ve
proinflamatuar sitokin iiretimindeki azalmayi da igeren ¢esitli mekanizmalar tanimlanmastir.
Calismamizda citicoline damla ve UVB nin birlikte uygulandig1 grupta , sadece UVB 1511
ugulanan gruba gére MMP- 9 ve MMP -2 ekspresyonunda anlamli 6l¢iide azalma oldugunu
tespit ettik. Kornea epitel iyilesmesinde MMP-9 ekspresyonunun baskilanmasiin énemli bir
faktor olabilecegi diisiiniilmiistiir.

UVB nin neden oldugu kornea patolojisinin 6énlenmesi ve tedavisinde ana savunma
mekanizmas1 dogal antioksidanlarin endojen seviyesini arttirmak ve reaktif oksijen
metabolitlerinin lretimini azaltmaktir .Bir ¢ok calismada SOD , katalaz , glutatyon peroksidaz
gibi antioksidan enzimlerin ve glutatyon gibi enzim olmayan antioksidanlarin oksidatif strese

karsi etkileri gosterilmistir (254).
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Kayda deger miktardaki ¢alisma hidrojen peroksit , siiperoksit anyonlari , hidroksil
radikalleri; gibi UVB kaynakli reaktif oksijen tiirlerinin peroksidasyona yol agtigini bildirmekte
(255) ve bu radikallerin protein veya lipitlerle reaksiyon go0stererek membran lipit

peroksidayonuna ve en sonunda hiicre nekrozuna yol agtigini bildirmektedir ( 256,257) .

Chia-Fang Tsali, ve arkadaslarinin ratlar tizerinde yaptig1 ¢alismada 5 giin siireyle 560
uW/cm? giiciinde korneal UVB hasar1 uygulanmis ve dunaliella salina( D. Salina ) bitkisi ile
inkiibe edilmistir. D. Salina ile inkiibe edilen grupta GSH , GSH-Px, SOD , katalaz seviyelerinin
artt1g1 , MDA seviyesinin ise kontrol grubuna gore azaldig1 izlenmistir. Bu etkinin yiiksek D
salina dozlarinda daha belirgin oldugu goriilmiistir. Benzer bir model olusturarak
gerceklestirdigimiz ¢aligmamizda citicoline igeren damlanin dogal antioksidan enzimlerden
superoksit dismutaz ve katalaz miktarin1 arttirarak ve enzimatik olmayan anitoksidan
maddelerden glutatyon seviyesinde artis olusturarak oksidatif stresi azalttigini gdsterdik.
Citicoline in noroprotektif etkisinin incelendigi ¢aligmalarda serebral iskemi hasarindan sonra
citicoline in tilkkenmis hiicre membran1 fosfolipitlerini restore ettigi ( sfingolmiyelin
Jfofotidilkolin ve kardiyolipin gibi) gosterilmistir. Ek olarak reperfiizyon hasar1 sonrasi
citicoline in glutatyon ve glutatyon rediiktaz aktivitesini arttirdig1 bu sekilde oksidatif stresin

azalmasina katkida bulundugu belirtilmistir (258).

Fosfotidilkolin biyosentezinde ara madde olan citicoline in intrakraniyal yaralanmalarda ve
reperflizyon hasar1 sonrasi glutatyon seviyesini arttirdigt izlenmistir (258). Tiim bu etkiler

citicolinin membran fosfolipitlerinin yapitasi olmasi ile agiklanmaktadir.

Gozin diger tabakalarin1 UVB hasarindan korumada gorevli ilk tabaka lipitler agisindan
zengin olan korneadir. Cesitli doku yaralanmalar1 , hiicre 6liimii ve bir¢cok akut ve kronik
hastaligin ilerlemesi ile ilgili oksidatif stresin baglamasmin genellikle artan lipit
peroksidasyonunu indiikledigine inanilmaktadir (259,260) MDA biyolojik membranlarin ¢coklu
doymamis yag asitlerinin peroksidayonu sonucu olusan ana reaktif bir aldehittir ( 32).
Korneadaki MDA seviyesindeki artis, peroksidasyonun artmasina neden olarak doku hasarina
ve antioksidan savunma mekanizmalarinin asir1 serbest radikal engellemede basarisiz olmasina

yol agmaktadir (260) .

Literatiirde citicoline igeren tedavilerin cesitli dokularda oksidatif stresi ve lipit

perokidasyonunu azalttig1 belirtilmistir (214,261).

Korneadaki UVB 1smnina baglh degisiklikler kornea epitel ve stromasinda IL-1, IL-6,
IL-8 ve TNF-a iceren proinflamatuar sitokinlerin yiikselisine biiyiik 6l¢iide baglanabilir (262).
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Proinflamatuvar sitokinlerin ve proteazlarin UVB hasarina ugramis hiicreler tarafindan

salinmasi ,UVB aracili kornea iltihabi ve hiicre 6liimiinden olduk¢a sorumludur (263,264).

Teng MC ve arkadaslarinin yaptiklar1 c¢alismada farelerde korneal UVB hasari
olusturulmus, salvianik asit A sodyum (SAS) isimli Cin tibbinda yaygin olarak kullanilan bitki
oral olarak verilmis, inflamatuar mediatdrler tizerine etkisi arastirilmistir (265). SAS profilaktik
tedavisinin UVB ye maruz kaldiktan sonra korneadaki yapisal degisikleri kontrol grubuna gore
azalt1g1 ve inflamatuar hasar1 onemli ol¢iide inhibe ettigi gdsterilmistir. Inflamatuar
mediyatorlerden (IL) -1B, IL-6, monosit kemoatraktan protein-1 ve tumoér nekroz faktori-a

oraninda azalma goriilmiistiir.

Cejka C ve arkadaslar1 yeni zellanda tiirii tavsan kornealarma 1.0 J/cm? dozunda UVB
1s1n1 uygulayarak hasar olusturmus ve molekiiler hidrojenin tedavi edici mekanizmalarini
arastirmislaridir (240). Proinflamatuar sitokinlerden olan (IL) -1B ve TGF-f seviyesinin UVB
hasar1 sonras1 molekiiler hidrojen uygulanan grupta anlamli sekilde azaldig1 ve kontrol grubuna

gore kornea yara iyilisemesinin belirgin olarak daha iyi oldugu gézlemlenmistir.

Buylme faktorl beta (TGF-B), ¢ok giiglii ve dokuda yaygin bulunan profibrojenik
sitokindir ve hemen hemen tiim fibrotik hastaliklarda ve deneysel fibroz modellerinde
ekspresyonu artar. TGF-B  patolojik durumlarda ROS iretimini arttirirken 6nemli bir
antoksidan olan glutatyon miktarini azaltir. Oksidatif stresin artmasinin insanlarda fibrotik
hastaliklarin gelisiminde 6nemli rol oynadigi hipotezini destekleyen bir¢ok arastirma
yapilmistir (266,267). TGF-B nin artan ROS iiretimi ile apoptotik siireci indiikledigi ,
antioksidanlarin TGF-f ile indiiklenen apoptozu baskiladigi literatiirde gdsterilmistir. (268,269)
Bu veriler, ROS'un TGF-B'nin fibrojenik etkilerine kismen apoptozu indiikleyerek aracilik
ettigini gostermektedir.

Biz calismamizda UVB hasar1 uygulanan ve citicoline damlatilmayan grupta yiiksek
oranda TGF-f ekspresyonu oldugunu ve citicoline uygulanan grupta bu ekspreyonun anlamli
olarak azaldigini gozlemledik. Bu durum citicoline igeren tedavinin oksidatif hasara bagli artan
proinflamatuvar ve inflamatuvar sitokinleri baskilamasi ile aciklanabilir. Calismamizda
citicoline tedavisi alan grupta korneal opasitenin daha az goriilmesi, diisikk TGF- B seviyesi ile
iliskilendirilmistir.

Fosfolipitler, hiicre zarlarmin temel bilesenleridir ve hiicresel homeostazin
korunmasi, reseptdr islevi ve enzimatik aktiviteler gibi membran islevlerinde rol oynarlar (8).

Iskemi veya hipoksi nedeniyle aktiflesen fosfolipazlar; membran fosfolipidlerinin
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parcalanmasina ve hiicre membran biitiinliigliniin bozulmasina sebep olurlar (8). Hiicrede stres
yaratan faktorlerin varliginda fosfolipitlerin yeniden sentezi ¢ok onemlidir. Citicoline in
fosfolipitlerin sentezine katkida bulundugu, fosfotidilkolinin apoptozunu azalttigt ve
antiinflamatuar Ozellikler gosterdigi bildirilmistir (270,271). Citicoline in fosfolipitlerin

seviyesini koruyarak inflamasyonu ve apaoptotik siireci baskiladigi diistiniilmektedir.

Cetinkaya M. ve arkadaglarinin yenidogan sicanlada olusturudugu nekrotizan
enterokolit modelinde; citicoline tedavisinin intestinal hiicre hasari, membran fosfolipit igerigi,
inflamasyon ve apoptoz iizerine etkileri arastirilmistir. Calismada intraperitoneal olarak
citicoline tedavisi alan grupta, diger inflamatuar sitokinler ile birlikte proinflamatuar
mediyatorlerden olan (IL) -1p seviyesinin onemli 6lciide azaldigi belirtilmistir. Caligmada
ayrica SOD ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin tedavi almayan gruba gore

dokuda daha yiiksek oranda tespit edildigi belirtilmistir (272).

7. SONUCLAR

Giines 1s1¢indan kaynaklanan UVB radyasyonun kornea hasari igin bir risk faktori
oldugu bilinmektedir. Glinimuzde farkli tedaviler, UVB radyasyonuna bagl olusan hasari

engellemek ve olusan komplikasyonlarin sagaltiminda kullanilmak amaciyla denenmektedir.

Bildigimiz kadariyla daha once literatiirde citicoline igeren damlanin UV keratitini
onleyici etkisi olup olmadig: bildirilmemistir. Calismamizda citicoline igeren damlanin UVB
maruziyetinden bir giin dnce baslanarak, 8 saatte bir olmak ilizere uygulanmasinin istatiksel
olarak ultraviyole hasarini 6nleyici ve azaltic etkisinin bulundugunu gordiik. Citicoline damla;
epitel iyilesmesini hizlandirmis ve korneal opasifikasyon olusumunu azaltmistir. Citicoline
tedavisinin; UVB radyasyonuna bagli olusan stromal ddem, l6kositik infiltrasyon ,epitelyal

hasar ve neovaskularizasyon olusumunu azalttig1 histopatolojik incelemelerde gosterdik.

Yapmis oldugumuz immunfloresan boyamalar gostermistir ki UVB hasar modeli
olusturulmadan Once uygulanmaya basladigimiz citicoline tedavisi, MMP-2, MMP-9

aktivitesini baskilamis ve kaspaz aktivitesini azaltarak apoptotik siireci yavaglatmistir.

Biyokimyasal incelemer sonucunda citicoline ile tedavi edilen grupta GSH , SOD, CAT
gibi antioksidan molekillerin dlzeyi artarken , bir lipit peroksidasyon Urinu olan MDA
seviyesinin azaldig1 goriilmiistiir. Bu durum citicoline tedavisinin oksidatif hasar1 baskilayici

etkisi ile agiklanabilmektedir.
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Gen ekspresyon analizi sonuglarimizda; citicoline damlanin inflamatuar ve
proinflamatuar mediyatorlerden IL-1b ve TGF-b diizeyini azalttigim1 gordilk. Bu sekilde

citicoline tedavisinin inflamatuar siireci baskilamada etkili oldugu fikrindeyiz.

Citicoline damlanin UVB radyasyona bagli inflamasyonun baskilanmasinda ve
antioksidan mekanizmalarin aktiflestirilmesinde oldukga etkili oldugunu diisiinmekteyiz. Daha
yiiksek diizeyde ilag konsantrasyonlar1 ile gergeklestirilecek caligsmalarla tedavi etkinliginin

artacagini diistinmekteyiz.
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8. OZET
Amag: Ultraviyole B (UVB) hasarina bagli fotokeratit modelinde citicoline tedavisinin

oksidatif hasar ve inflamasyon mekanizmalari {izerine koruyucu etkisini incelemek.

Gereg ve Yontem: Korneal oksidatif hasar ratlarin , 560 uW / cm2'de UVB 1sinina
maruz kalmasi ile olusturuldu. 30 adet ratin sol gozleri calismaya alindi ve denekler sham ,
citicoline ve tedavi grubu olmak tizere 3 gruba ayrildi. Sham ve tedavi grubuna UVB hasar
modeli olusturuldu. Tedavi ve citicoline grubundaki ratlara hasar modeli olusturulmadan 1 giin
once basanarak citicoline damla giinde 3 kez 7 giin sureyle damlatildi. Tiim deneklerin 3. ve 8.
Guin epitel defekti ve opasifikasyon (OP) degerlendirilmesi amaciyla 6n segment (OS)
fotograflari ¢ekildi. 8. giin denekler sakrifiye edildi ve alinan kornealar histoloji , biyokimya ve

genetik laboratuvarinda degerlendirildi.

Bulgular: Tedavi ve sham grubunun epitel defektleri karsilastirildiginda, tedavi
grubunda ilk vizitten itibaren daha az epitel defekti olustugu ve epitel iyilesmesinin daha hizli
oldugu gortildii (p:0.038 , p:0,013). Deney suresince korneal OP tedavi grubunda sham grubuna
gore klinik olarak anlamli olacak sekilde daha az oldugu goriildii ( p: 0.037 ). HP incelemede;
epitel kaybi, vaskularizasyon, 6dem, inflamasyon , epitelyal proliferasyon tedavi grubunda
sham grubuna gore daha azdi (p< 0.001). Konfokal mikroskop ile yapilan immdin floresan
incelemede kaspaz 3 , MMP-2, MMP-9 boyamalarda tedavi grubunda sham grubuna gore
anlamhi fark vardi. VEGF, IL1b ve TGFb gen ekspresyon analizinde tedavi grubunda
inflamasyon markerlar1 sham grubuna gore daha distikti (p<0.05, p< 0.01, p:<0.01).
Biyokimyasal incelemelerde Malondialdehit (MDA) , glutatyon ( GSH) , stiperoksit dismutaz
( SOD) duzeyleri incelendi . GSH , SOD tedavi grubunda , sham grubuna oranla daha yiiksek
bulundu ( p<0.05 , p<0.05) . MDA diizeyi shame grubunda diger gruplara gore daha yiksekti (
p<0.05).

Sonug: Citicoline tedavisinin birgok dokuda antioksidan aktiviteyi arttirdigi literatiirde
belirtilmis ancak kornea dokusunda yara iyilesmesi iizerine etkisi heniliz gdsterilmemistir.
Calismamizda citicoline tedavisinin UVB korneal hasar1 sonrasi oksidatif stresin baskilamasi

ve iflamasyon kontrolii agisindan etkili olabilecegini gosterildi.
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9. ABSTRACT

Purpose: The aim of the present study was to investigate the protective effects
citicoline on UVB radiation—induced corneal oxidative damage in rat model

Materials and Methods: Corneal oxidative damage was induced by exposure to
UVB radiation at 560 uW/cm2. The left corneas of 30 albino rats were included in the study.
The animals were divided three equal groups; Shame group, Citicoline group, and treatment
group. The healthy corneas of 10 randomly selected animals were also considered as healthy
group. To induce disorders in the corneal tissues, the eyes of the animals in shame and treatment
groups were exposed to UVB irradiation. Citicoline ophthalmic solution was instilled in rat eye
immediately before UVB-exposure and for the following 7 days every 8 hours starting 1 hour
after exposure. Anterior segment corneal photographs were taken to evaluate epithelial healing,
opacification of all subjects on days 3 and 8. After the last visit on day 8, the animals were
sacrificed and their corneas were removed from limbus border. The removed corneas were sent
to the histology laboratory , biochemistry and genetics.

Results:  When the epithelial defects of the treatment and sham groups were
compared, it was observed that less epithelial defects were formed and epithelial healing was
faster in the treatment group from the first visit (p:0.038 , p:0,013). Corneal opacification was
less in the treatment group than in the shame group ( p: 0.037 ). in the histopathological
examination epithelial loss, vascularization, edema, inflammation, epithelial proliferation were
less than in the shame group (p< 0.001). Immunofluorescence examination with confocal
microscopy showed a significant difference in caspase 3, MMP-2, MMP-9 staining compared
to shame group. In VEGF, IL1b and TGFb gene expression analysis, inflammation markers
were lower in the treatment group than in the sham group (p<0.05, p< 0.01, p:<0.01).
Malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH) and superoxide dismutase (SOD) levels were
examined in biochemical examinations. GSH and SOD were higher in the treatment group than
in the sham group (p<0.05, p<0.05) . MDA level was higher in shame group than other groups
( p<0.05).

Conclusions: It has been reported in the literature that Citicoline treatment increases
antioxidant activity in many tissues. However, its effect on wound healing in corneal tissue has
not yet been demonstrated. In our study, it was shown that citicoline treatment may be effective

in suppressing oxidative stress and controlling inflammation after UVB corneal injury.
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