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OZET

Ratlarda Intrakameral Karbakolun Korneada Oksidatif Stres ve Apoptozise Etkisinin

Aragstirilmasi

Dr. Omer Faruk YILMAZ

GOz Hastaliklar1t Anabilim Dalhh Uzmanhk Tezi

Giris: Katarakt cerrahisinden sonra erken dénemde goz i¢i basing (GIB) artis1 sik gdzlenen
bir bulgudur. Postoperatif GIB artisin1 azaltmak icin intraoperatif viskoelastiklerin
temizlenmesinin yanisira intrakamaral karbakol kullanimida 6nemlidir. Alinan tiim 6nlemlere
ragmen artmig olan intraokiiler basing optik sinirde kalici hasara yol agabilir. Katarakt
ameliyat1 esnasinda intrakameral karbakol verilen hastalarda postoperatif ilk giin diisiik
intraokiiler basing goriilmektedir. Intrakameral karbakol ilag etkisinin uzun siirmesi istendigi

durumlarda asetilkoline tercih edilmektedir.

Organizma oksidanlara siirekli maruz kalmaktadir. Olusan oksidan molekiiller hiicrelere ve
dokularda zarara neden olur. Oksidatif stres, ilaclar, toksik ajanlar, kimyasallarin etkisi,
viriisler, serbest radikaller, sitokin ve hormonlar gibi ¢esitli uyaranlar kaspazlar iizerinden
apoptozisi aktive etmektedir. Apoptozis ise fizyolojik veya patolojik uyaranlara sekonder

olarak ger¢eklesen genetik kontrol altinda olan programlanmis hiicre 6 limiidiir.

Literatiir arastirmasinda, intrakameral karbakolun korneada mikroskobik ve makroskobik
etkileri ile 1ilgili smirli ¢aligmalar mevcuttur. Fakat intrakameral karbakolun korneada

oksidatif stres ve endotelyal apoptozis iizerine etkileri ile ilgili caligmaya rastlamadik.

Amag: Bu calismada, ratlarda intrakameral karbakol’iin korneada oksidatif stres ve

apoptozise etkisini arastirmay1 planladik.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda 4-8 haftalik, 180-200 gram agirliginda toplam 28 adet
Wistar albino rat kullanilmistir. Sham, Balanced Salt Solution (BSS) ve karbakol grubu olmak

iizere ii¢ grub olusturuldu. Sham grubu 10, BSS grubu 9 ve karbakol grubu 9 rattan
IX



olusturuldu. Laboratuvar ortaminda, anestezi altinda BSS grubuna 0.01 cc BSS ve karbakol
grubuna 0.01cc karbakol intrakameral uygulandi. Sham grubuna herhangi bir ilag verilmedi.
Bir hafta sonra ratlarin kornealar1 ve kan 6rnekleri alindi. Apoptozisi immunohistokimyasal
olarak saptamak i¢in kornea endotelinde kaspaz 3 ve kaspaz 8 bakildi. Oksidatif stresi
degerlendirmek i¢in korneada ve serumda Total Oksidan Seviye (TOS), Total Antioksidan
Seviye (TAS), Oksidatif Stres Indeksi (OSI) ve Paraoksonaz (PON) ve Arilesteraz (ARE)

seviyelerine bakildi.

Bulgular: Rat serumlarinda Karbakol grubunda OSI degerleri Sham grubuna gore anlaml
olarak diisiik bulunmustur (p=0.05). Karbakol grubundaki OSI degerleri BSS grubuna gore
daha distiktiir ve anlamlilik diizeyi daha fazladwr (p=0,004). Rat serumlarinda Karbakol
grubunun TOS degerleri, BSS grubuna gore diisiik bulunmus olup yiiksek diizeyde istatiksel
anlamlilik gostermistir (p=0,001).

Sham, BSS ve karbakol grublarindaki ratlarin kornealarmda TAS, TOS, OSI, PON ve ARE

diizeyleri acisindan istatiksel anlamli bir fark saptanmamistir (p>0.05).

Karbakol, Sham ve BSS gruplar1 arasinda kaspaz-3 boyanmasi agisindan yapilan
karsilastirmada, karbakol grubunda tiim rat kornealar1 negatif boyanmis olup, grublar arasinda

yiiksek diizeyde istatiksel anlamli farklilik bulunmustur (P=0.002).

Karbakol, Sham ve BSS grublar arasinda kaspaz-8 boyanmasi agisindan istatiksel olarak

anlaml fark bulunmamistir (p=0.094).

Sonug¢: Karbakol, rat serumlarinda BSS ve sham grublarma gore oksidatif stresi azaltmakta
ve oksidatif strese kars1 koruyucu rol oynamaktadir. Korneada ise karbakol, sham ve BSS
grublarma gére oksidatif stresi artirmamaktadir. Immunohistokimyasal inceleme karbakoliin
apoptozisi artirict etkisi olmadigini, aksine koruyucu etkisinin olabilecegini gdéstermektedir.
Calismamiz intrakameral olarak uygulanan karbakoliin korneada oksidatif stres ve apopitozis

iizerine arttirici etkisi olmadigi ve giivenli bir ilag oldugunu desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Apopitozis, Karbakol, , Kaspaz-3, Kaspaz-8, Kornea, Oksidatif stres



ABSTRACT

Investigation of the effects of intracamaral carbachol on oxidative stress and

apoptosis in rats cornea.

Omer Faruk YILMAZ, MD

Specialty Thesis, Department of Ophthalmology

Introduction: Intraocular pressure (IOP) elevation is frequently observed in early
period after cataract surgery. Use of intracamaral carbachol and cleaning intraoperative
viscoelastic is important to reduce postoperative IOP. Nevertheless, increased intraocular
pressure may result in permanent damage to the optic nerve. Lower intraocular pressure was
observed the patients given intracameral carbachol during the cataract surgery at
postoperative first day. Intracameral carbachol may be preferred to acetylcholine when

desired to take long effects of drugs.

Organisms are continuously exposed to the oxidant. Oxidant molecules causes damage
to cells and tissues. Oxidative stress, free radicals, drugs, toxic agents, chemicals, viruses,
cytokine, or various stimuli such as hormones activates apoptosis through caspases. Apoptosis
is a programmed cell death that stems from physiological or pathological secondary stimuli

under genetic control.

Literature review reveals that there are limited investigations on the microscopic and
macroscopic effect of intracameral carbachol on cornea. There is no study, however, about

effects of intracameral carbachol on corneal endothelial oxidative stress and apoptosis.

Purpose: The aim of this study is to investigate the effect of intracameral carbachol on

oxidative stress and apoptosis in rats cornea.

Materials and Methods: In this study, 28 Wistar albino rats, weighing 180-200 grams
and 4-8 weeks, were used. Sham, BSS, and carbachol groups were consisted of 10, 9, 9 rats,
respectively. 0.01 cc intracameral carbachol and 0.01 cc BSS were injected to the rat groups
of carbachol and BSS, respectively, in the conditions of anesthesia. No drug was injected into
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sham group of rats. A week later, the cornea and blood samples of rats were taken. Caspase 3
and caspase 8 were investigated to determine apoptosis as immunohistochemical method in
corneal endothelial. Oxidative stress (TOS), total antioxidant status (TAS), oxidative stress
index (OSI), paraoxonase (PON) and arylesterase (ARE) levels were measured to determine

oxidative stress at corneal endothelial tissue and serum.

Results: In the rat serum, OSI values in the carbachol group were significantly lower
compared to the sham group (p=0.05). OSI values in the carbachol group were very lower
compared to the BSS group (p=0,004). TOS values in the carbachol group were very lower
compared to the BSS group (p=0,001).

statistically significant difference was not observed in the TAS, TOS, OSI, PON and
ARE levels of cornea in sham, BSS and carbachol groups (p>0.05).

In terms of caspase-3 staining of the cornea, all of the carbachol group of rats were
negative painted and statistically significant differences were found between the Carbachol,

Sham and BSS groups (P=0.002).

In terms of caspase-8 staining of the cornea, statistically significant differences were

not observed between the Carbachol, Sham and BSS groups (p=0.094).

Conclusion: Carbachol reduces oxidative stress in rat serum in comparison to the BSS
and sham groups, and plays a protective role against oxidative stress. In cornea, carbachol
does not increase oxidative stress in comparison to the sham and BSS groups.
Immunohistochemical examination showed that carbachol had no effect to increase apoptosis.

On the contrary, carbachol might have protective effect.

The results of this study also showed that intracameral carbachol have not promoting
effect on oxidative stress and apoptosis in cornea. The results show that intracameral

carbachol is a safe intracameral drug.

Keywords: Apoptosis, Carbachol, Caspase-3, Caspase-8, Cornea, Oxidative stress
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1. GIRIS

Katarakt cerrahisinden sonra erken donemde goz i¢i basmcmnda (GIB) artis sik
gozlenen bir bulgudur. Postoperatif goz i¢i basing artisini azaltmada intraoperatif olarak
viskoelastiklerin temizlenmesi ve intraoperatif karbakol kullanimi 6nemlidir (1). Buna
ragmen artmis olan intraokiiler basing optik sinirde kalic1 hasara yol acabilir. G6z i¢i basincini
diistirmede kullanilan topikal ajanlar arasinda, beta-blokerler, prostaglandin analoglari, alfa-
blokerler, karbonik anhidraz inhibitorleri bulunmaktadir. Ancak bunlardan prostaglandin
analoglarmin goz i¢i enflamasyonunu arttirici, beta-blokerler ve alfa-blokerlerin de kardiyak

ve sistemik tansiyon iizerine yan etkileri bulunmaktadir (2).

Karbakol ve asetilkolin direkt etkili muskarinik reseptor agonistleridir. Asetil kolin
asetilkolin transferaz enzimi ile hizli bir sekilde yikilir. Dolayisiyla etkisi kisa siirelidir.
Karbakolde ise asetil grubu olmadig1 i¢in asetilkolin esteraza ve nonspesifik esterazlara daha
direnglidir. Bundan dolay1 asetilkoline gore etki siiresi daha uzundur. Etkilerini; skleral
mahmuzu ¢ekerek trabekiiler agda genislemeye yol acarak akdz humdriin gozden atilimini
arttirirlar ve dolayisiyla goz i¢i basincini azaltirlar. Katarakt ameliyat1 yapilan intrakameral
karbakol verilen hastalarda ilk giin diisiik intraokiiler basmg¢ goriilmektedir. Intrakameral

karbakol ilag etkisinin uzun siirmesi istendigi durumlarda asetilkoline tercih edilebilmektedir

3).

Organizma, i¢ (sindirim, solunum, yaralanma vb.) ve dis (¢evresel faktorler) etkenlerin
uyarimlariyla siirekli oksidanlara maruz kalmaktadir. Olusan oksidan molekiiller hiicrelere ve
dokularda zarara neden olur (4). Oksidatif stres, ilaclar, bliylime faktorii eksikligi, iyonize
radyasyon, toksik ajanlar, besin eksikligi, kimyasallarmn etkisi, psikolojik faktorler ve biiyiime
faktorlerinin yetersizligi, viriisler, serbest radikaller, sitokin ve hormonlar gibi ¢esitli
uyaranlar kaspazlar iizerinden apoptozisi aktive etmektedirler (5). Kaspazlar apoptoz
esnasinda Onemli rol oynayan sistein-proteaz grubu enzimlerdir. Kaspazlar ¢esitli
proapopitotik ve proenflamatuar sinyallere cevap olarak aktif hale gelirler. Kaspaz
aktivasyonu apoptoziste kritik dnemde rol oynamaktadir. Apoptozis ise fizyolojik veya
patolojik uyaranlara sekonder olarak gergeklesen genetik kontrol altinda olan programlanmig

hiicre 6limiidiir (6).

Yaptigimiz literatiir arastirmasinda, intrakameral karbakoliin korneaya olan etkilerini

arastiran kisith sayida ¢alisma mevcuttu. Bu ¢alismalar korneanin daha ¢ok mikroskobik ve
1



makroskobik olarak incelenmesini icermektedir. Fakat intrakameral karbakolun korneada

oksidatif stres ve endotelyal apoptozis iizerine etkileri ile ilgili caligmaya rastlamadik.

Bu ¢aligmada, ratlarda intrakameral karbakol’lin korneada oksidatif stres ve apoptozise

etkisini arastirmay1 planladik.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Kornea Anatomi

Kornea goz kiiresinin 6n kisminda yer alan ve goz kiiresinin 1/6’sm1 olusturan
saydam, avaskiiler ve saat cami seklinde bir dokudur (Fotograf 1). Korneanin %70’1 su’dur.
Devamli olarak yenilenen epitelyal bir yiizeye sahiptir. Dis ¢evreye kars1 bir bariyer olusturur
ve koruyucu rolii mevcuttur. Kornea insan goziiniin toplam 58.60 diyoptri (D) olan kirma
giiciiniin yaklasik %74’iinii yani 43.25 D’sini olusturur. Kornea 6n kurvatiirii yenidoganda
daha diktir. {lk 6 ayda 47.59 D olan kirma giicii, ii¢ yas civarinda kirma giicii 42.69 D’ye iner
ve stabil olur. Kornea 6n yiiziiniin kirma giici 48 D, arka yiizlinlin kirma giicii - 5,8 D’dir.

Yenidogan doneminde korneanm kiricilik giicii +51 D ve dikey ¢apt 10 milimetre (mm)’dir.

(7).

Resim-1: Yarikli lamba biyomikroskopiside kornea

Boyutlar

Kornea ortalama 12.6 mm horizontal ve 11.7 mm vertikal boyutlarda avaskiiler bir
dokudur. On yiiz kurvatur yarigap1 7,8 mm arka yiiz ise 6,8 mm’dir (7). Kornea kalinlig

merkezde 540 mikronmetre (um) kalinligindadir ve perifere dogru kalinlig1 giderek artar (8).



2.1.1.1. Korneanin Beslenmesi

Normal kornea kan damarlarindan yoksundur. Beslenmesi ve metabolik iirlinlerin
uzaklastirilmasi arka yiizeyde akoz hiimor ve 6n ylizeyde gozyas: film tabakasi tarafindan
saglanir. Glukoz ihtiyact 6n kamara sivisindan ve diflizyonla limbal damarlardan saglanirken,
oksijen ihtiyact ise kapaklar kapali iken konjonktival damarlardan, kapaklar acikken gézyasi

yoluyla atmosferden saglanir. (8).

Korneanin Innervasyonu

Kornea her ikisi de trigeminal sinirin ilk dalindan kdken alan subepitelyal ve ve daha

derinde yer alan stromal pleksus ile vucuttaki en yogun innervasyona sahip olan dokudur (8).

Tabakalar

Kornea anatomik olarak bes tabakadan olusur (Sekil 1).
1-Epitel

2- Bowman tabakasi

3- Stroma

4-Descement membrani

5-Endotel



Epithelium

Bowman's
Layer

Stroma

———Dua's Layer
Descemet’s
membrang

Endothelium

Sekil-1: Kornea tabakalar1 ve dua tabakasi

1-Epitel: Kornea epiteli devamli yenilenen 5-7 tabaka hiicreden meydana gelir
(Fotograf 2). Epitel gozyas: film tabakasi ile ortiiliidiir. Gozyas1 film tabakasi dista lipid,
ortada akoz, en i¢te miisin tabakadan olusmaktadir. Kornea epiteli dis ¢evreye karsi koruyucu
bir bariyer olusturur. Hiicreler arasi baglantilar vasitasiyla cevresel patojenlerin goze
invazyonunu engeller. Korneanin 6n yiizeyi yiizey ektoderminden kdken almis keratinize
olmayan stratifiye squamoz epitel igerir. Kornea kalinligmm %5’ini (50 pm) olusturur.
Santral korneal epitel 5-6 kathi hiicre tabakasindan olusur. Insan viicudundaki en diizenli
stratifiye epitel tabakasidir. Hiicreler arasinda interselliiler bosluk olmayacak sekilde sik1 bir
sekilde diizenlenmistir. Komsu yiizeyel epitelyal hiicreler su gegirgenligine bariyer olusturan
zonula okludenslerle birbirine baghdir. Kornea epitelinin en ylizeyde bulunan iki tabaka
hiicresi yassilagsmistir. Yilizey epitelyum hiicreleri mikroplika olarak adlandirilan 6n yiize
sahiptirler. Yiizeydeki epitel hiicrelerinin sitoplazmalar: relatif olarak organelden yoksundur

ama hiicre ¢ekirdegi korunmustur (7) .



——  Yiizeyel Epitel hiicreleri

Resim-1: Sham grubundaki rat korneasi (yiizeyel epitel hiicreleri )

Sadece bazal hiicreler mitoz yetenegine sahiptir. Limbustaki bazal epitele yerlesmis
olan kok hiicreleri bazal hiicrelerin siirekli ¢ogalmasini, merkeze ve ylizeye dogru hiicrelerin
ilerlemesini ve yiizeyel tabaka olusumunu saglarlar (7).Yiizeyel hiicreler olgunlastik¢a
mikrovillusar ile kaplanir ve daha sonra dokiiliirler. Bu siire¢ 7-14 giin kadardir. Kornea epitel
tabakasi igerisinde nonepitelyal hiicrelerde vardir. Gezgin histositler, makrofajlar, lenfositler
ve pigmente melanositler periferal korneanin en sik rastlanan elemanlaridir. Langerhans

hiicreleri de tanimlanmugtir. Fonksiyonlar1 bilinmemektedir (7).

Kornea epiteli asagidaki tabakalardan olusur.

e Bazal kolumnar hiicreler: Kornea epitelinin en derininde bazal membran yer alir.
Tek kath silindirik yapidadir. Epitelde bazal kolumnar hiicre tabakasi hemidesmosomlarla
bazal membrana (bazal lamina), desmozomlarla ise ¢evredeki hiicrelere tutunur. Bazal
hiicreler elektron mikroskobi altinda yilizeyde lamina lucida derinde lamina densadan olustugu
goriilen bazal laminay1 salgilar. Kornea epiteli bazal membarinin pek ¢ok gorevi vardir.
Epitelin yapisal bir destegidir. Hiicre boliinmesini saglar. Hiicre tutunmasinda,
proliferasyonunda ve differansiasyonunda fonksiyon goriir. Bazal membran proteoglikan ve

glikoproteninden zengindir. Bu dokunun iki biiyiik igerigi tip 4 kollajen ve laminindir.



Fibronektin birikintileri de bulunur. Bazal membran hayat boyu degisime ugrar ve

yaslanmayla kalmlasir (7).

e Kanatsi hiicreler: Yiizeyel tabakanm altinda Iki ya da {i¢ sira kanats1 hiicrelerden
olusurlar. Buradaki hiicreler bazal silindirik hiicreler ile ylizeydeki yassilagsmis hiicreler

arasinda gecis hiicreleridir (7) .

e Yiizeyel hiicreler: 2-3 sira uzun ve ince poligonal hiicrelerden olusur. Epitelin en
yiizeyel iki tabakasi yassilasmistir ve ylizeyde de mikroplika olarak adlandirilan katlantilar
yapan hiicreler icerir (7). Bu da miisinin yapismasini arttirir. Yiizeyel hiicreler desmozomlarla
birbirlerine siki1 bir sekilde baglanmistir. Bu sekilde mikroorganizmalari, suyun ve
elektrolitlerin korneaya girmesi engellenir. Yiizeyel hiicreler mikrovilluslar ile kaplanarak
olgunlasir ve daha sonra gozyasina dokiiliirler. Yenilenme kapasitesi ¢ok iyi oldugu icin epitel

hasarinda korneada skar olusmaz.

Yiizeyel kornea epitel hiicrelerinin apikal yiizeyleri mikroplika ve mikrovillus
nedeniyle oldukc¢a diizensizdir. Bu korneal yiizey gozyas: film tabakasi tarafindan optik

olarak diizgiin bir yiizey haline gelir (Sekil 2) (7) .

Tear Film

Buce Layer

Anueous Laver  Lipid Layer

Sekil-2: Gozyasi film tabakasi



e Epitelyal kok hiicreler: Kornea epitel hiicreleri yaslaninca degisime ugrar ve
apoptozis veya dokiilme ile uzaklastirilir. Sadece bazal hiicreler mitoz yetenegine sahiptir.
Limbusta epitelin bazal tabakasina yerlesmis olan kok hiicreleri, bazal hiicrelerin siirekli
cogalmasini, merkeze ve yiizeye dogru hiicrelerin ilerlemesini ve yiizeyel tabaka olusumunu
saglar. Esas olarak iist ve alt limbusta muhtemelen Vogt palisadlarinin icinde bulunurlar.
Bunlar ayn1 zamanda konjoktival dokunun kornea {iizerine ilerlemesine engel olarak birlesim
yerinde bariyer gorevi goriirler. Limbal kok hiicre yetmezligi; kronik epitel defektleri,
konjonktiva epitelinin kornea {izerine ilerlemesi (konjoktivalizasyon) ve vaskiilarizasyona

neden olur (8).

Bowman tabakasi: Stromanin kollajen liflerinden olusan hiicreden yoksun
tabakasidir. Sinir akson sonlanmalar1 disinda aselliiler bir yapidir. On yiizey birgok por ihtiva
etmektedir. Bu porlar sinirlerin ge¢isini saglamaktadir (9). Descement tabakasindan farkli

olarak hasarlanmadan sonra yenilenemediginden skar dokusu ile opak hale gelir (7).

Stroma: Kornea kalmhigmin % 90’m1 ve yaklasik olarak 450 (um) olusturur.
Korneanin optik ve mekanik 6zellikleri dogrudan stromal makromolekiiler komponentlerle
iligkilidir ~ (Fotograf 3). Stromadaki kollajen lifleri arasindaki bosluk, proteoglikan zemin
maddesi (kondroitin siilfat ve keratan siilfat) ile aralara dagilmis keratositler tarafindan
olusturulur. Keratositler uzun ve yassi olup korneada yaygin olarak bulunurlar. Kollajen ve
mukoprotein  sentezinden  sorumludurlar.  Yaralanmalarda fibrositlere  doniisiirler.
Stoplazmalarinda bulunan glikojen graniilleri korneanin enerji deposunu olusturur (7).
Kollajenin muntazam ve aralikli diziliminin idamesi optik saydamlik acisindan kritik 6nem

tasir. Stromaninda rejenerasyon kapasitesi yoktur (8).



STROMA TABAKASI

Resim-2: Sham grubundaki rat korneasi (stroma tabakasi)

Dua Tabakas:: Ingiltere’nin Nottingham Universitesi’nde 31 insan dondr korneast ile

yapilan ¢alismada korneada yeni bir tabaka kesfedildi.

Profesor Harminder Dua tarafindan kesfedildiginden dolayr Dua tabakasi olarak
adlandirildi. Yeni bulunan Dua tabakasi, kornea stromasi ile desme membrani arasinda
bulunuyor. Kalinlig1 15 mikron olan son derece dayanikli olan Dua tabakasi 1,5-2 bar basinca

direng gosterebiliyor (10).

Descement membrami: Arka stroma ve endotel arasinda endotelden kdken alan
Ozellesmis bir bazal memrandir. Desme membrani kornea endotelinin bazal membranidir.
Stromal kollajenden ayrik yapida ince kafes isi (lattice work) yerlesimli kollajen liflerinden
olusan bir tabakadir. Bantli ve bantsiz olmak tizere 2 tabakadan meydana gelir. Bantl bolge
intrauterin donemde gelisir ve 6nde yer alir. Kollajen lifler ve glikoproteinlerden olusur.
Bantsiz bdlge ise endotel tarafindan salgilanir. Endotel i¢in modifiye bazal membran gorevi
yapar. Rejenerasyon kapasitesi mevcuttur (8). Periferal korneadaki descement membrani
¢ikintilar1 Hassal-Henle cisimcikleri olarak bilinir ve siklikla yaglilarda izlenir. Desme zari

limbusta sonlanir ve iridokorneal agida Schwalbe ¢izgisini olusturur (7).



Endotel: Kornea endoteli tek sirali cogunlukla hekzagonal hiicrelerden olusur. Kornea
endotelinin noral kresten koken aldig1 gosterilmistir. Bariyer fonksiyonunun temeli endotelyal
hiicreler arasindaki siki (tight junction) ve aralikli (gap junction) baglantilaridir. Bu hiicrelerin
apikal yiizeyi 6n kamarada, bazal ylizeyleri descement membranindadir. Kornea endotelyumu
normal korneal hidrasyon, kalinlik ve gegirgenligin korunmasi i¢in esastir. Endotel hiicreleri
fazla siviy1 stroma disina pompalayarak korneanin saydamligmi saglar. Spekiiler mitoskopide
erigkin hiicre yogunlugu 2800 hiicre mm?® civarindadir. Ortalama 400.000-500.000 hiicreden
olusur (7). Endotel hiicrelerinin rejenerasyon kapasitesi yoktur. Hiicre sayisi1 ortalama yilda
%0.06 diiser. Komsgu hiicreler boslugu kapatmak amaciyla genisler. Ortalama hiicre sayis1 500
hiicre/mm’ ye diistiigiinde korneal 6dem gelisir ve saydamlik bozulur (8). Endotel
hiicrelerinin dis tabakalarinda sodyum potasyum adenin trifosfataz (Na-K ATPaz) pompalar1
yer alwr. Cerrahiden, yiiksek gdz i¢i basmncindan, hastalik veya diger nedenlerden dolay:
endotel hiicreleri harab olabilir. Bu durum hiicre dansitesinde azalma, endotelyal

dekompansasyon, 6dem ve kornea bulanikligi ile sonuglanacaktir (7).

2.2. Karbakol

Miyotik olarak adlandirilan parasempatomimetik ajanlar 100 yildan daha fazla siiredir

glokom tedavisinde kullanilmaktadir.
Parasempatomimetikler iki gruba ayrilirlar.

1. Direkt etkili kolinerjik ajanlar

2. Indirekt etkili antikolinesterazlar

Asetil kolin gibi direkt etkili ajanlar somatik, otonomik ve santral sinir sisteminde
postgangliyonik, parasempatik kavsakta ise motor son plak iizerinden etki ederler. indirekt
etkili ajanlar ise asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek dogal salgilanan asetil kolinin
etkisini arttirr ve uzatir. Pilokarpin en sik kullanilan direkt etkili ajandir. Karbakol primer
direkt etkili ajan olmasina ragmen, direkt ve indirekt etkisi bulunmaktadir. Direkt ve indirekt
etkili ajanlar longitudunal silier kasi kasilmasi ve skleral mahmuzun cekilmesi sonucu
trabekiiler agdan akdz hiimoriin ¢ikismi arttirmasi ile GIB’mi1 azaltirlar. Bu ajanlar GIB™1

%15-25 oraninda azaltirlar (11).
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Miyotik 1ilaglar, gilinlimiizde bircok cerrah tarafindan intraokiiler cerrahilerde
kullanilmaktadir. Miyotiklerden 1% asetilkolin ve 0.01% karbakol okiiler cerrahilerde
intrakameral olarak kullanilmaktadir. Asetilkolin, asetilkolin transferaz enzimi ile hizli bir
sekilde yikilir. Dolayisiyla etkisi kisa siirelidir. Karbakolde ise asetil grubu olmadig1 icin
asetilkolin esteraza ve nonspesifik esterazlara daha direnclidir (Sekil 3). Bundan dolay1
asetilkoline gdre etki siiresi daha uzundur. Ilag etkisinin uzun siirmesi istendigi durumlarda

asetilkoline tercih edilmektedir (3).

i o

Sekil-3: Karbakolun kimyasal yapist:

H,N

2-[(Aminocarbonyl)oxy]-N,N,N-trimethylethanaminium chloride

Karbakol, muskarinik ve nikotinik reseptorleri uyaran kolinerjik bir ajandir.
Oftalmolojide ozellikle glokom olmak iizere bir¢ok kulanim alani mevcuttur. Genellikle
damla olarak kulanilmakla birlikte oftalmik cerrahi sirasinda intraokuler olarakta
kullanilmaktadir. Karbakol kan beyin bariyerini gecmez. Karbakol kolinesterazlar tarafindan
kolay metabolize edilemez. Topikal uygulama sonrasi 4-8 saat intraokuler uygulama sonrasi
24 saatte metabolize olmaktadir. Topikal ve intraokiiler karbakolun primer etkisi miyozis ve

akoz hiimor akismin artmasidir (12).

Miyotiklerin 6n segment cerrahisi sirasinda kullanimi ile elde edilen avantajlar
arasinda; intrakapsiiler katarakt ekstraksiyonu sonrast vitreus yliz korumasi, iris
inkarserasyonunun Onlenmesi, 6n kamaraya lens takilmasinin kolaylastirmasi, postoperatif
periferik anterior sinesi sikliginda azalma sayilabilir (13). Katarakt cerrahisi sonrasi erken
donemde gecici ancak ciddi gz igi basing yiikselmeleri meydana gelmektedir. GIB &zellikle
ameliyat sonrast ilk 3-8 saatte yiikselerek 24-48 saat icinde ameliyat Oncesi degerlere
ulasmaktadir (1). Ozellikle glokomlu ve psddoeksfoliasyonlu hastalarda GIB artisinmn daha

fazla ve daha zarar verici oldugu gosterilmistir (14). Katarakt cerrahisi sonras1 GIB artisinda
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viskoelastik maddeler, intraokiiler lens, kan veya pigment tarafindan trabekiiler agin
tikanmasi, slitiirasyon sirasinda ag¢1 deformasyonu ve enflamasyon gibi bir¢ok etken sorumlu
olabilir (15). Cerrahi srrasinda GIB artis1 cerrahi sonrasinda agri, kornea ddemi, anterior
iskemik optik noropati, optik atrofi, glokomlu hastalarda daha fazla olmak {izere gérme alani
kayiplari, atonik pupilla, kistoid makiiler 6dem, retinal arter ve ven tikanikliklari, gecikmis
yara iyilesmesine yol acabilmektedir (1). Intraokiiler cerahilerden ozellikle de katarakt
cerrahisinden sonra GIB artisin1 dnlemek icin topikal ve sistemik tedavilere alternatif olarak

intrakameral karbakol kullanilmaktadir.

Miyotiklerin bir¢ok yan etkisi bulunmaktadir. Tiim kolinerjikler ortak yan etki olarak
silier kas kasilmas1 sonucu miyopi yaparlar. Kas agrisi, silier spazma eslik edebilir. Miyozis
lens kesafeti olan kisilerde los 1sikta gormeyi engeller. Miyotikler retina dekolmani
yapabilirler. Dolayisiyla tedavi baslangicinda periferik retinanin degerlendirilmesi gereklidir.
Ozellikle indirekt etkili miyotikler katarakt yapabilirler. Cocuklarda iriste pigment epitelyum
kist olusumunu indiikleyebilirler. Bu ajanlar direkt lakrimal uyar1 ve punktum stenozu sonucu
epiforaya neden olabilir. Bu ilaglar ilaca bagli psédopemfigoidle sonuglanan okiiler yiizey
degisiklikleri yapabilirler. Diger potensiyel yan etkileri cerrahi sirasinda kanamanin artmasi
ve cerrahi sonrasinda inflamasyon artist ve ciddi fibrindz iridosiklit yapabilmeleridir. Clinkii
miyotikler kan- akdz bariyerini bozarlar. Uveitik glokomda kullanimlar sinirhidir. Sistemik
yan etkileri esas olarak indirekt etkili ajanlara baghdir. Diare, abdominal kramp, salg1 artisi,
bronkospazm ve eniirezis sistemik yan etkileri arasindadir. Miyotikler paradoksal ac1

kapanmasi sonucu pupiller blok yapabilirler (11).

2.3. Apoptozis

Hiicre oliimii, 2 temel mekanizma olan nekroz ve apoptozis ile gerceklesmektedir
(Sekil 4). Nekroz, iskemi, hipertermi, fiziksel veya kimyasal bir travma gibi siddetli bir
hasarm yol agtig1 hiicre dliimiidiir. Esas hasar géren organel hiicre zaridir bunun sonucunda
osmotik basinci dengelenemez hale gelir. Sonugcta hiicre siser ve pargalanir. Bu sekilde hiicre

Olimi her zaman patolojiktir (16).

12



Apoptozis ise fizyolojik veya patolojik uyaranlara sekonder olarak gerceklesen genetik
kontrol altinda olan programlanmis hiicre Sliimiidiir (6). Apopitozis ve nekroz arasindaki

farklar Tablo-1’de 6zetlenmistir.

Normal oe}l__ T

Apoptotic body

Macrophage

Necrosis Apoptosis

Sekil-4: Apoptozis ve nekroz

APOPTOZIS VE NEKROZ FARKLARI

MORFOLOJIK KRITERLER

APOPTOZIS NEKROZ
Tek hiicre 6liimil Bir grub hiicre dlimii
Membran intakt, zeiosis Membran hasar1
Hiicre biiziismesi, apoptotik cisimcikler Hiicre sismesi
Enflamasyon yok Enflamasyon var
Komsu hiicre tarafindan fagositoz Makrofajlar tarafindan fagOSitoz
Lizozomlar intakt Lizozomal sizint1
Kresentik kromatin kondansasyonu Diizensiz kromatin kondansasyonu

BiYOKIMYASAL KRiTERLER

Enerji bagiml Enerji bagiml degil
Makromolekiil sentezi var Makromolekiil sentezi yok
De novo gen transkripsiyonu Yeni gen transkripsiyonu
internkleozomal DNA fragmantasyonu DNA’nin diizensiz yikimi
Fizyolojik/ patolojik Her zaman patolojik

Tablo-1: Apoptozis ve nekroz farklar
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Apoptozis terimi literatiirde 1972 yilinda Kerr JF ve ark. tarafindan programh hiicre
Olimi i¢in kullanilmistir (17). Apoptoz aslinda ¢ok hiicreli organizmalarin dokularda gelisme,

homeostaz ve yara iyilesmesi sirasinda meydana gelen bir temel siirectir (18).

Apoptozis canli organizmada gorevini tamamlamis veya hasara ugramis hiicrelerin
cevredeki diger hiicre ve yapilara zarar vermeden ortadan kaldirilmasini saglayan
programlanmig hiicre Oliimiidiir. Apoptozis’de hiicre i¢i veya c¢evresel kaynakli 6lim
sinyalleri sonucunda apoptotik mekanizma aktive olur. Sonucta DNA kirilmasi1 olusur.
Apoptozis’de hiicreler apoptotik cisimlere ayrilmasi sonucunda c¢evre hiicreler tarafindan
fagosite edilirler. Canlilarda apoptozis, embriyogenez, biiyiime ve gelisme, hemostaz,
rejenerasyon ve tamirde, organlarin hacimlerinin korunmasi ve organlarin patofizyolojisinde
onemli rol oynamaktadir (19). Apoptozis, embriyogenez ve doku hemostazi gibi fizyolojik
durumlara ilaveten iskemi, toksisite ve neoplazik degisiklikler ile de ortaya cikarbilir.
Apoptozis p53, Bcl-2 gibi onkogenler tarafindan regiile edilir. Apoptozis oftalmolojide
retinoblastom, glokom, katarakt, retina dekolmani, keratokonus ve bazi goz hastaliklarinin
patogenezinde rol oynadig1r i¢in apoptozise neden olan ve apoptozisi kontrol eden

mekanizmalari anlasilmasi tedavi ¢abalarina katkida bulunacaktir (20).

Apoptozis korneal dokunun proliferasyonunda, gelismesinde, hemostazisinde ve yara
tyilesmesinde kritik rol oynamaktadir. Korneal epitel yaralanmasindan sonra kornea stroma ve
epitel arasindaki keratositlerde apoptozis tespit edilmistir. Korneal yaralanmadan sonra

anterior stromada keratositlerin yok olmas1 apoptozis ile aciklanir (18).

Apoptozisin li¢ temel adim1 vardir
I)Hiicre 6liimiinii indiikleyen bir uyaran (fizyolojik veya patolojik)
2) Hiicre i¢cinde mevcut olan endojen oliim mekanizmasinin aktivasyonu

3) Hiicrenin fagositoz ile ortamdan uzaklastirilmasi (21).
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Apoptozis Morfolojisi

Apoptozis siireci morfolojik olarak belirli adimlar1 izlemektedir.

Genellikle tek hiicre ya da hiicre grublarini kapsayan apoptozis hematoksilen/eozin ile
boyanmis kesitlerde koyu euzonofilik sitoplazmali yuvarlak veya oval kitleler seklinde
goriiliir. Niikleer kromatin yogunlasmis ve periferde niikleer membran altinda iyi smirl

kitleler halinde kiimelesmistir (22).

Ik olarak dezmozom gibi hiicreleraras1 baglantilarin kopmasi sonucu apoptotik hiicre
diger komsu hiicrelerden ayrilir. Bundan sonra hiicre biiziigmeye baslar. Hiicreigi suyun
hiicredis1 ortama transportu sonucunda sitoplazma kiiciiliir ve hiicre dansitesi artar. Bu sirada
hiicre i¢1 organellerin ¢ogu intaktir. Ayni zamanda niikleer kromatin de kondanse olur ve
niikleer zar altinda tipik kresentik tarzda yogunlasir. Bundan sonra hiicre zarinda ameboid
uzantilar gelisir (zeiosis). En sonunda ise hiicrenin fragmantasyonu gerceklesir ve apoptotik
cisimcikler olusur. Cevredeki hiicreler ve makrofajlar ortaya c¢ikan apoptotik cisimcikleri
reseptor bagimli mekanizma ile fagosite ederler (Sekil 5) (23). Apoptotik siire¢ hizlidir ve
yaklagik 3-4 saat icinde hiicre ortamdan kaybolur. Apoptoziste hiicrelerden dis ortama
hiicrei¢i elemanlar sizmadigindan dolay1 enflamasyon olusmaz. Dolayisiyla apoptotik hiicre
Olimii ¢evre hiicrelere zarar vermez ve skar olusumuna yol agmaz (16). Ayrica apoptozis

iltihabi reaksyon olusturmadigindan dolay1 taninmasi giiglesir (22).
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Sekil-5: Apoptozis morfolojisi

Apoptozisin biyokimyasal kriterleri

Apoptoziste gerceklesen onemli biyokimyasal olaylar vardir (24). Apoptozis enerji
bagimli aktif bir olaydir. Nekroz ise enerji bagimli degildir. Apoptotik hiicrelerde RNA ve
protein sentezi de olmaktadir. Apoptoziste hiicre i¢i kalsiyum (Ca) artis1 sonucunda 6nemli
enzim sistemleri aktive olmaktadir. Bu aktivasyon sonucu hiicre i¢i su ve iyonlar dis ortama
transport olmakta ve bunun sonucunda hiicre kondanse olmaktadwr. Biyokimyasal
degisiklikler icinde apoptozis icin en karekteristik olani kromatinin interniikleozomal
fragmantasyonudur. Bundan sorumlu enzim ise Ca - Mg bagimli endoniikleazdir (25). Diger
onemli olan enzim ise kalsiyum bagiml transglutaminaz enzimidir. Bu enzim proteinlerde
capraz baglar olustururarak apoptotik cisimciklerin dig ortama sizint1 olmasmni engeller (23).
Apoptotik hiicrelerde immatiir glikanlar gibi molekiiller reseptdor bagimli fagositoz icin

apoptotik hiicrelerin yiizeyinde reseptor gorevi goriirler (16).
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Kaspazlar

Kaspazlar apoptoz esnasinda onemli rol oynayan sistein-proteaz grubu enzimlerdir.
Kaspazin agilimi; "Cysteine Aspartate Specific ProteASEs (KASPAZ) seklindedir (26). Yani
Kaspazlar, proteinleri yalnizca aspartik asit bulunan bolgelerden kesen sistein proteazlardir.
Aktive oldugu zaman niikleer DNA’nin parcalanmasindan sorumludur. Tim kaspazlar

proteolitik enzim olarak sentezlenir (27).

Deneysel c¢alismalarda kaspazlarin herhangi birinin varliginin hiicresel apoptozise
neden olmasi normal sartlarda kaspazlarin sikica kontrol edilmesi gerektigini gosterir. Bir
veya daha fazla kaspaz enzim aktivasyonu ka¢inilmaz olarak apoptozisle sonuclanacak diger

proteazlarin aktivasyonuna yol a¢tig1 diistiniiliir (22).

Apoptozisin genetik kontrolii ile 1ilgili bilgilerin ¢ogu Caenorhabditis elegans
nematodundan elde edilmistir (28). Caenorhabditis elegans'da apoptozisle ilgili ii¢ tiir gen
bulunmustur. Bunlar ced-3 geni, ced-4 geni ve ced-9 genidir. Ced-3 ve ced-4 geni apoptotik
genler iken ced-9 geni ise apoptozisi inhibe eden bir gendir (29). Kaspazlarin Caenorhabditis
elegans nematodunun ced-3 geninin, aktif merkezinde sistein tasiyan ve proteinlerin aspartik
asit rezidiilerinin karboksil terminal ucundan kesen bir proteazi kodladig1 anlasilmistir (27).
Daha sonra kaspaz ailesinden diger proteazlar da tespit edilmistir. Bu enzimler normalde
hiicrede mevcuttur ancak hiicre i¢indeki aktivasyonlar1 aktif olarak inhibe edilmektedir. Bu
aktif inhibisyondan bcl-2 sorumludur. Diger taraftan bax geni kaspaz aktivasyonunu arttirarak
apoptozisi aktive etmektedir. Kaspazlarm aktivasyonu apoptozis siirecindeki terminal olaydir.
Kaspazlar pekg¢ok hiicre i¢i proteini (aktin, lamin, retinoblastom proteini gibi) yikima

ugratirlar (16).

Kaspazlar immunulojik fonksiyonlar, ¢ogalma, hiicre gocii ve organizasyonunda rol
alirlar. Kaspazlar ayrica cesitli diizenleyici faktorlerin salgilanmasinda rol alirlar. Kaspazlar
hiicrenin olgunlagsmasi ve rekonstriiksiyonunun yaninda yaslh hiicrelerde apoptozisi baslatan
hiicrelerin  kalitesi ve sayisindan sorumludur. Kaspazlar ¢esitli proapopitotik ve
proenflamatuar sinyallere cevap olarak aktif hale gelirler. Kaspaz aktivasyonu apoptoziste

kritik 6nemde rol oynar.
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Apoptoziste iki ana yol vardir

1- Intrensek yol: intrensek yolda apoptozisin uyarilmasi mitokondri dis membran
gecirgenligini arttirir. Hiicre 6liimiine neden olan apoptotik molekiiller salinir veya hiicre i¢in
gerekli olan mitokondrial enerji iiretimi azalir. Mitokondriden sitokrom-c’nin sitoplazmaya
salmmas1 sonucu kaspaz kaskad1 aktive olur. Sitozolik sitokrom-c apoptosom olarak bilinen
Apoptozis Proteaz Aktive edici Faktor 1 (APAF-1) ve prokaspaz-9’dan olusan 6liim aktive
edici kompleksini aktive eder. Apoptosomla birlikte kaspaz-9 aktive olur. Intrensek yol
hiicresel hemostazis, oksidatif stress, biiyiime faktorii eksikligi, iyonize radyasyon ve toksik
ajanlar gibi cesitli uyaranlarla aktive olur. Mitokondrial biitiinkigiin kayb1 intrensek yolda
anahtar rol oynamaktadir. Mitokondrial i¢ ve dis membran arasinda gecis porlart meydana
gelir. Porlarm olusumu sonucu Kalsiyum, magnezyum, hidrojen iyonlar1 seviyesi, lokalize
ADP/ATP konsantrasyonu, mitokondriyal membran potansiyeli ve Bcl-2 kompleksi
fonksiyonu etkilenir. Porlarin acilmasi sonucu proapoptotik Bcl proteinleri, reaktif oksijen
molekiilleri, i¢ mitokondrial membran gegirgenliginin artmasiyla 1.5 kDa kadar olan iyon ve
molekiillerin gecisi, ATP {iretimi i¢in gerekli transmembran potensiyel kaybi gerceklesir.
Porlarin agilmasi mitokondri matriksinin sismesine neden olan su girisine neden olur. Dig
membranin yirtilmast mitokondri intermembrandz bosluga serbest proteinlerin salinmasina
neden olur. Sitoplazmaya salinan tiim molekiiller apoptoziste hiicre i¢cin hayati olan

kaspazlarm aktivasyonuna neden olur.

Sitokrom-c nin intermembrandz bosluga salinmasi kaspaz aktivasyonu i¢in ana
olaydir. Oncelikle sitoplazmada sitokrom-c adaptdr molekiillere ve Apaf-1’e baglanir ve
aktive olur. ATP ve sitokrom-c varliginda prokaspaz-9’u igeren apoptosom olarak
adlandirilan mitokondrial 6liim uyarict sinyal kompleksi aktive olur. Apoptosome kaspaz-

3,6,7’y1 aktive eden kaspaz-9’u aktive eder (Sekil 6) (30).
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Sekil-6: Apoptoziste intrensek ve ekstrensek yol

Ekstrensek yol: Apoptozisteki ekstrensek yola hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorleri aracilik
eder. 8 tane 6liim reseptorii tanimlanmistir. Bunlar tiimdr nekroz faktor reseptor 1 (TNFR1),
Fas, death reseptor 3 (DR3) ,TNF-related apoptosis-inducing ligand reseptér 1 (TRAILR1),
TRAILR2, DR6, ectodysplasin A receptor (EDAR) ve sinir biiylime faktorii reseptoriidiir.
Oliim reseptdrlerinin uyarilmasi adaptdr proteinler; Fas-associated death domain (FADD),
TNFR-associated death domain (TRADD) proteinleri ve Kaspaz-8 den olusan 6liim reseptor
sinyal kompleksi olusumunu saglar (Sekil 7). Oliim kompleksi olustugu zaman kaspaz 8
aktive olur. Kaspaz 8’in aktive olmasi diger kaspaz-3, 6, 7’yi igceren kaspazlarin aktive
olmasini saglar. Oliim ligandlar1 hiicre yiizeyindeki reseptorlere etkilesir. Fas ve TRAIL
reseptorlerinin uyarilmas1 benzer yolla 6liim reseptdr sinyal kompleksini uyarir. Oliim
reseptor sinyal kompleksinin olustugu yolda apoptoziste merkezi rol oynayan kaspaz 8 aktive

olur. Bir dizi reaksiyon sonucu ekstrensek yolda apoptozis gerceklesir. (30)

Hiicre i¢i sinyaller instrensek yolla apoptozisi indiiklerken, hiicre dist sinyaller
ekstrensek yol ile apoptozu indiikler. Ekstrensek yol besin eksikligi, kimyasallarm etkisi,
psikolojik faktorler ve biiylime faktorlerinin yetersizligi, viriisler serbest radikaller, sitokin ve
hormonlara cevap gibi birgok ¢esitli yolla aktive olur. Intrensek yol ise hipoksi, anormal
proteinlerin birikmesi biiylime faktdrlerinin azalmasi sonucu onkojenler vasitasiyla aktive

olur. Intrensek yolda kaspaz aktivasyonu mitokondriye vasitasiyla gerceklestirilir. Kimyasal
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uyary, UV, radyasyon, gamma radyasyonu, biiyiime faktorleri eksikligi dis mitokondri
memraninda permeabilite artigina yol acar ve 6zel yollarla intramembrantz alana sitokrom c
salinimma yol acar. Sitokrom- ¢ salinmmi apoptosomun ilk evresidir. Pro-kaspaz-9
muhtemelen kaspaz-8 ile etkilesim sonucu aktive olur. Proinflamatuar kaspazlarin diizenleyici
mekanizmas1 acik degildir. Kazpazlar hiicre gogii, cogalmasi, organizasyonu ve cesitli

diizenleyici faktorlerin sekresyonu gibi immunolojik rol oynarlar. (31)
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Sekil-7: Apoptoziste Kaspaz-3 ve Kaspaz-8 in roli

Apoptozis ve hastahklar

Apoptozis birgok otoimmun, neoplastik ve dejeneratif oftalmik hastaliklarin
patogenezinde rol oynar. Apoptozis immun ve enflamatuvar olaylarda 6nemli rol oynar.
Apoptozis muhtemelen immun cevapta ve gelismede lenfositlerin seleksiyonu ve
eliminasyonu icin gereklidir. Apoptozis otoimmun hastaliklarda antikorlarm meydana
gelmesinde de rol oynar. Sjogren sendromu, neoplazi, folikiiler b hiicreli lenfoma, Li-
Fraumeni sendromu, meme kanseri, rabdomyosarkom gibi yumusak doku kanserleri, skuamoz

hiicreli karsinom ve lenfoma gibi hastaliklarin patogenezinde apoptozis rol oynamaktadir.
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Ayrica apoptozis santral sinir sistemi, retina ve korneanm ( fuchs distrofi ve keratokonus)
dejeneratif hastaliklarinda rol oynamaktadir. Retinada ndronal hiicrelerin 6liimii ve retina
dekolmaninda apoptozis rol oynar. Enfalmasyon ve yara iyilesmesinde apoptozis rol oynar.
Apoptozis ayrica okiiler hastaliklardan keratitis sika, otoimmun konjoktival skar, korneal
allograft rezeksiyonu, Senil Makiiler Dejenerasyon(SMD) ve proliferatif vitreoretinopati gibi

hastaliklarda rol oynar (30).

2.4. Oksidatif Stres ve Antioksidan Sistem

Oksijen canlilarda hayatin devam etmesi i¢in 6nemli bir molekiildiir. Ancak oksijenin
viicutta kullanimi sirasinda serbest radikaller olarak bilinen ve hiicrenin lipit, protein ve DNA
gibi bilesenlerine hasar veren reaktif ara metabolitler olusmaktadir. Canlilarda oksijen
metabolizmasi sonucu olusan bu reaktif oksidan metabolitlerini ortadan kaldirmak ve hasar
olusumunu engellemek i¢in ¢esitli savunma mekanizmalar1 vardir. Bu savunma

mekanizmalarma genel olarak antioksidan sistem olarak denir. (5).

2.4.1. Antioksidan Maddeler

Oksidasyon, oksitleyici bir maddeden hidrojen veya elektronlar1 transfer eden
kimyasal bir reaksiyondur. Oksidasyon reaksiyonu serbest radikaller iiretir. Bu serbest
radikaller zincirleme reaksiyonlar1 baslatir. Eger zincirleme reaksiyon hiicrede meydana
gelirse hiicre hasar1 veya Oliime neden olabilir. Oksidanlara karsi viicudun frettigi veya
disardan besin olarak alip kullandig1 oksidatif stresi azaltan maddeler antioksidan maddelerdir

(Tablo 3).
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ANTIOKSIDAN MADDELER | COZUNURLUK INSAN SERUMUNDAKI
KONSANTRASYONU(uM)
ASKORBIK ASIT (VIT C) SU 50 — 60
GLUTATYON SU 4
LITPOIK ASIT SU 0.1-0.7
URIK ASIT SU 200 — 400
KAROTENLER YAG B-KAROTEN. 0.5-1
RETINOL(VIT A):1-3
VIT E YAG 10-40
KOENZIM Q YAG 5

Tablo-2: Baslica antioksidan maddeler

Antioksidanlar ortamdaki serbest radikalleri ortadan kaldirarak zincirleme
reaksiyonlar1 sonlandirir. Her ne kadar oksidasyon reaksiyonlar1 yasam i¢in zaruri olsada
bazen zararl olabilmektedir. Glutatyon, vitamin A,C,E, katalaz, siiperoksit dismutaz, c¢esitli
peroksidazlar gibi bir¢cok antioksidan ajan bulunmaktadir. Antioksidanlarin yetersiz seviyesi
veya antioksidan enzimlerin inhibisyonu hiicre hasari veya hiicre Oliimiine neden olan

oksidatif strese neden olur. Oksidatif stres kanseride iceren bir¢cok hastaliga neden olur (32).

Oksidatif stres reaktif oksijen metabolitlerinin etkileri ve biyolojik sistemdeki
detoksifiye reaktif ara {lriinlerin hasar1 tamir etme kabiliyeti arasindaki dengesizligi yansitir.
Hiicrelerdeki oksidasyon rediiksiyon bozuklular1 protein, lipid, DNA dahil olmak {izere
hiicrenin biitiin bilesenlerine peroksidaz ve serbest radikal tiretimi ile toksik etki eder. Ayrica
baz1 reaktif oksijen metabolitleri oksidasyon reduksiyon olaylarinda hiicre i¢i haberci gibi
hareket eder. Boylece oksidatif stres normal hiicre i¢i sinyal iletiminde bozulmalara neden
olabilir. Insanda oksidatif stres kanser, Parkinson, Alzheimer, ateroskleroz, kalp hastaligi,
miyokardial infarktiis, fragil x sendromu, orak hiicreli anemi, liken planus, kronik yorgunluk
sendromu gibi bir¢ok sistemik duruma neden olabilir. Reaktif oksijen metabolitleri, immun
sistemde patojenlerin Oldiiriilmesinde faydalar1 da vardir (5). Fakat oksidatif stresin fazla
olmasi, antioksidanlarin yetersiz seviyesi veya antioksidan enzimlerin inhibisyonu hiicre

hasar1 veya hiicre 6liimiine neden olur (32).
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Kimyasal olarak oksidatif stres okside edici metabolitlerin iiretiminin artmasi ve
glutatyon gibi antioksidan koruyucu maddelerin etkinliginin azalmas ile iligkilidir. Oksidatif

stres apoptozisi tetikleyebilirken, daha siddetli oksidatif stres hiicre 6liimiine neden olabilir.

)

2.4.2. Reaktif Oksijen Metabolitleri

Reaktif oksijen metabolitleri organizmada metabolik ve fizyolojik siire¢ sonucunda
gretilir. Canlida zararli oksidatif reaksiyonlar enzimatik ve nonenzimatik antioksidatif
mekanizmalari ortadan kalkmas1 sonucu ortaya ¢ikar (Sekil 8). Sonug olarak oksidatif stres
100 den fazla hastaligin gelismesinden sorumludur. Antioksidan molekiiller, reaktif oksijen

metabolitlerinin neden oldugu zararli reaksiyonlar1 onlerler (33).

e e e e’
0,—— 0."—— H,0, 4> "OH —— H.0
2HT H* H,O Ht
NO*

ONOO®

Sekil-8: Reaktif oksijen molekiillerinin olusumu

Viicutta oksijenin kullanimi sirasinda ortaya c¢ikan ve hiicrenin yapitaslarina zarar
veren, ayni zamanda da viicut savunmasinda rol oynayan bilesikler 6zetle Tablo 3’de

Ozetlenmistir (5).
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Maddenin Adi Formiilii Aciklama

Siiperoksit Anyonu 0~ Elektron transport sisteminde veya otoksidasyonla
olusur. Oy’nin bir elektron kaybetmis formudur.
Kendiliginden veya enzimatik olarak H,O,’ye doniisiir.
Hidroksil radikalinin Onciiliidiir. Genellikle reaktif

degildir.

Hidrojen Peroksit H,0, Iki elektron kaybetmis formdur. Siiperoksit anyonundan
veya direkt olarak oksijenden olusur. Yagda ¢6ziiniir ve

membranlar1 gecebilir.

Hidroksil Radikali -OH Uc elektron kaybetmis formdur. Fenton reaksiyonu
sonrasit olusur. Son derece reaktiftir. Cogu hiicre

bileseni ile etkilesime girebilir.

Organik Hidroperoksit ROOH Reaktif oksijen molekiillerinin lipid ve niikleik asitler
gibi hiicre elemanlariyla olusturdugu bilesik

Alkoksi ve  Peroksi RO-ve Oksijen merkezli organik radikal

Radikali ROO-

Hipokloréz Asit HOCI1 Miyeloperoksidaz  tarafindan  hidrojen peroksitten
olusturulur. Yagda ¢oziiniir ve membranlar1 gegebilir.
Tiyol, amino gibi protein gruplarmi ve metiyonin okside
edebilir.

Peroksinitrit ONOO- Oksijen — nitrojen serbest radikalidir. HOCI gibi

ozellikleri vardir. Proton alarak peroksinitrdz asidi o da

nitrojen dioksit ve hidroksil radikalini olusturur.

Tablo-3: Reaktif oksijen iiriinleri

2.4.3. Total Oksidatif Stres (TOS)

Total oksidatif stresin gostergesidir. Oksidatif stres ve serbest oksijen radikalleri
organizmada hiicre ve dokularda hasara neden olur. Serum veya plazmadaki farkli oksidan
maddelerin 6lglimii laboratuvarda ayr1 ayr1 yapilabilir. Bu sekilde ayri ayr1 dl¢lim yapmak
uzun zaman gerektiren, pahali ve komplike metodlar gerektirir. Farkli oksidan maddelerin
ayr1 ayrt Olciimii pratik degildir. TOS diizeyi i¢in birka¢ farkli kolorimetrik metod
gelistirilmistir. Bu yotemlerin higbiri pratik degildir ve biiylik analitik ve teknik problemler
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icermektedir. Erel tarafindan gelistirilen yeni yontem TOS 6l¢limiinde kolay, uygulanabilir,
hasas ve pahali olmayan pratik bir yontemdir. Bu yeni metotla biyolojik sivilar, serum,
plazma, semen plazma, lipoprotein iceren Ornekler, serebrospinal, plevral sivilar, idrar,
oksidanlarin heterojendz ¢ozeltilerinde, icecekler ve meyve sular1 gibi birgok 6rnekte 6lgiim

yapilabilir (34).

Ornekte bulunan oksidanlar ferrous ion-o-dianidisine kompleksinden ferrik iyona
okside olur. Oksidasyon reaksiyonu ortamda bol miktarda bulunan gliserol molekiilii
tarafindan arttirilir. Renk yogunlugu 6rnekte bulunan oksidan molekiillerin miktariyla orantili

olarak spektrofotometrik yontemle 6lgiiliir. Ornek hidrojen peroksidle kalibre edilir.

2.4.4. Total Antioksidatif Stres (TAS)

Total antioksidan seviyesini gdstermektedir. Bilindigi gibi antioksidan molekiiller
organizmada zararli reaksiyonlar1 Onlerler. Antioksidanlarm serum veya plazma
konsantrasyonlar1 laboratuvarda ayr1 ayr1 6lgiilebilir. Fakat ayr1 ayr1 6l¢lim pahali, komplike
ve zaman alicidir. Ciinkii antioksidanlarin ayr1 ayr1 Ol¢iimii pratik degildir ve tim
antioksidanlarm additif etkisi vardir. TAS Ol¢limii i¢cin ¢esitli yontemler mevcuttur. Erel
tarafindan gelistirilen yeni yontemde Ornekte antioksidan aktiviteye karst radikaller
olusturulur. Olusturulan radikaller kolorimetrik olarak ol¢iiliir. Yaygin kullanilan kolorimetrik
metodlardan renksiz 2,2’-azibonis (3 etylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) temel
metoddur. Deneyde renksiz ABTS molekiilii mavi yesil ABTS molekiiliine okside olur.
Renkli ABTS" moliikiilii okside edici herhangi bir maddeyle karistirildiginda tekrardan orjinal
renksiz ABTS molekiiliine indirgenir. Erel tarafindan gelistirilen bu yeni yontemin temel
prensibinin 6zelligi ABTS molekiiliiniin kullanilmasidir. Bu metodda indirgenen ABTS
molekiilii cesitli ajanlar tarafindan okside edilir. Bazi ¢alismalarda hidrojen peroksit ve
peroksidaz enzim veya metmyoglobin gibi nonenzimatik peroksidaz ajanlar ABTS

molekiiliinii okside etmek i¢in kullanilirlar (33).
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2.4.5. Oksidatif Stres Indeksi (OSI)

Total oksidanlarin seviyelerinin, total antioksidanlarin seviyelerine boliinmesiyle elde

edilir. Degerin yiiksek olmasi1 oksidatif stresin artigini gosterir (4).

2.4.6. Paraoksonaz (PON) ve Arilesteraz (ARE)

PON, hiicre membranlar1 ve lipoproteinler iizerinde serbest radikallerin yol actig1 lipit
peroksidasyonuna kars1 antioksidan etki gosterdigi gozlenmistir (70). PON gen ailesi
insanlarda 7 kromozomda PON 1, PON 2 ve PON 3 olmak iizere 3 tiirii bulunmaktadir. Bu {i¢
tiir oksidatif stres ve inflamasyonu onler. Bunlar insanda ateroskleroz, diyabet, ruhsal
rahatsizliklar ve iltihapli bagirsak hastaliginida igeren birgok hastalikla iligkili gibi
goriinmektedir (35). PON ve ARE, aymi gen tarafindan kodlanan ve aktif merkezleri benzer
olan esteraz grubunda enzimlerdir. PON1’in polimorfik degisim olmasma ragmen ARE
enzimi genetik polimorfik degisim gostermez. Yine iki enzimin dogal substratlar1 farkli
olmasma karsin PON1 enzimi ARE’nin dogal substrat1 olan fenil asetat1 hidroliz edebilme
yetenegine sahiptir. PON-1 yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL) ile iligkili PON, ARE ve
dyazoxonase aktiviteleri olan bir enzimdir (36). Insan serum PON, paraokson gibi cevresel
potent kimyasallar1 ve ilaglar1 inaktive eden bir enzim sistemidir. Bu enzim sistemi dncelikle
zehirli cevresel kimyasallardan konak organizmalart korumak i¢in bulunur. PON 1
organofosforlu esterleri, karbamatlar ve aromatik karboksilik asit esterlerini hidrolize eder
(37). PON kolinesterazlarn  giiclii inhibitorii olan paraoksonu hidroliz edebilen
arildialkilfosfataz smifi bir ester hidrolaz enzimidir. Enzim aktivitesi kalsiyuma bagimlidir.
PON ve ARE, ayni gen tarafindan kodlanan ve aktif merkezleri benzer olan esteraz grubu
enzimlerdir. PON1 enzimi LDL’yi oksidasyondan koruyucu 6zelligi ve hidrojen peroksit gibi
diger radikalleri notralize etme kapasitesi nedeniyle antioksidan islevide bulunmaktadir.
Diisitk PON1aktivitesinin dislipidemi, diabetes mellitus, ileri yas, sigara, hipertansiyon ve
artmis oksidatif stresle iligkili oldugu gosterilmistir (38). PON 1 muhtemelen HDL’nin
antioksidan etkisinden sorumludur. PON 1 ana gorevi dolagima giren organofosfatlarin
norotoksik etkisinden sinir sistemini korumaktir. PON 1 ‘in organofosfat ve diger organik

esterleri hidrolize etme kapasitesi bireyler arasinda genis farkliliklar gdstermektedir (39).
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2.4.7. Oksidatif Durumun Saptanmasi: Erel Yontemi

Erel tarafindan tanimlanmis oksidatif stresi saptamak i¢in kurgulanmis bir laboratuvar
yontemidir. 2004 yilinda total antioksidan kapasiteyi kolorimetrik olarak o6lgen “Total
Antioksidan Seviye (TAS)” olarak adlandirilan sistemi, 2005 yilinda da reaktif oksijen
iriinlerinin total degerini veren “Total Oksidan Seviye (TOS)” sistemini yaymlamistir(34).
Her iki sistem de alternatiflerine gore kolay, ucuz, duyarli, giivenilir ve tam otomatik 6l¢iim

yapan sistemlerdir ve bir¢ok calismada beraber kullanilmistir

2.5. Materyal Metod

Bu deneysel calisma, Dicle Universitesi Saglik Bilimleri uygulama ve arastirma
merkezi (DUSAM)’da gergeklestirildi. Etik kurul onay1 Dicle Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu (DUHADEK)’dan 11.03.2014 tarihli ve 2014/09 protokol numarali ve
karar no:2 alinarak baslatildi. Apoptozisle ilgili Kaspaz-3 ve Kaspaz-8 caligmalar1 Harran
iiniversitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinda; TAS, TOS, OSI, PON ve ARE

calismalari ise Harran liniversitesi T1p Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalinda yapilmistir.

2.5.1. Hayvanlar Ve Deney Gruplan

Calismamizda 4-8 haftalik, 180-200 gram agirliginda toplam 30 adet Wistar albino rat
kullanilmistir. 7 giin siiren deney stiresince ratlar (21 £ 2C) sicaklikta, (60 = 5 %) nem orani
ve 12 saat 151k 12 saat karanlik olan odada uygun kafeslerde siirekli gzlem altinda tutuldular.

Her kafese bes Wistar albino rat konuldu. Hayvanlar yeteri kadar ticari standart diyet ve su ile
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beslendi. Sham, Balanced Salt Solution=Dengeli tuz soliisyonu (BSS) ve Karbakol
gruplarinda denek sayisi rastgele n: 10 olarak belirlendi (Tablo 4).

Gruplar Rat sayisi Tedavi protokolu

Grup 1 (Sham) 10 On kamaraya islem yapilmadi

Grup 2 (BSS) 9 On kamaraya 0.01cc BSS uygulandi
Grup 3 (Karbakol) 9 On kamaraya 0.01 cc Karbakol uygulandi

Tablo-4: Deney grublari

2.5.2. Cerrahi islemler Ve Doku Hazirlama

intrakameral Enjeksiyon Teknigi: Tiim cerrahi islemler icin steril cerrahi aletler
kullanild1. Intrakameral enjeksiyon &ncesinde ratlara laboratuvar kosullar1 altinda Ketamin 87
mg/Kg (Ketalar; Parke Davis, Eczacibasi, Istanbul Tiirkiye) 0.87 cc olarak ve Xylazine 13
mg/kg (Rompun, Bayer AG, Leverkusen, Almanya) 0.13 cc dozlarindaki karisim hazirlandi.

Kilograma uygun olarak (yaklasik 0.33 cc) intraperitoneal enjeksiyon ile anestezi saglandi.

On kamaraya BSS ve karbakol verilmesi esnasinda rat goziiniin biitiinliigii korundu.
Goz kiiresi horizontal agil1 konjoktival forceps yardimu ile limbustan sabitlendi. On kamera
enjeksiyonu limbustan insulin enjektorii (Igne: 0.30x8mm, 30 Gx5/16”’; Ayset Tibbi Uriinler
Sanayi A.S. Adana, Tiirkiye) yardimiyla gergeklestirildi (Fotograf 4). Enjeksiyonlar ameliyat
mikroskobu (YZ20T9; Nanjing. Redsun Optical Co., Ltd., Jiangsu, China) altinda
gerceklestirildi. Sham grubuna ilag uygulanmadi; BSS grubuna 0.01 cc Dengeli tuz solusyonu
(BSS) (Alcon Laboratories, Inc, Texas USA) verildi. Ilag grubuna ise %0.01 karbakol
(Miostat, Alcon Laboratories Inc. Texas / ABD) verildi.

2. Giin BSS grubuna ait bir rat, 4. giin karbakol grubundaki bir rat kafeste 6lii olarak
bulundu. 7. giiniin sonunda ayni anestezi dozlarinda intraperitoneal enjeksiyon ile ratlarin
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kornealar1 15 derece korneal bicak kullanilarak limbal kesi ile histopatolojik inceleme i¢in ve
biyokimyasal inceleme igin alindi. Inguinal bolgeden yapilan vertikal 3 cm’lik cilt ve ciltalt:
insizyonu ile batina ulasildi. Vena cava inferiordan yaklasik olarak 1,5-2 cc kan 6rnegi alind1
(Fotograf 9). Daha sonra tiim ratlara dekapitasyon uygulandi. Patolojik numuneler % 10
formaldehit iceren tagima kabina, biyokimyasal numuneler ise kuru tasima kabina konuldu ve

-70 ° C' de muhafaza edildi.

Kornea endotelinde Kaspaz 3 ve 8 ile immunohistokimyasal yontem ile apoptOSis
arastirildi. Kornea ve kan 6rneginde oksidatif stres faktorlerinden total oksidan seviye (TOS),
total antioksidan seviye (TAS), oksidatif stres indeksi (OSI), Paraoksanaz (PON) ve
arilesteraz (ARE) seviyelerine bakild1.

29



Resim-4: Ratin vena kava inferiorundan kan alma goriintiisii
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2.5.3. Kaspaz-3 ve Kaspaz-8 Boyama

Korneal dokular 10% formaldehit tespit edildi ve 4 mm’lik parafin bloklar Kaspaz- 3
antibodies (cleaved; catalog no. PP 229 AA, Biocare Medical, Concord, CA) ve Kaspaz-8
antibodies (clone: C5028S, catalog no. GTX59555, Gene Tex, Irvine, CA) kulanilarak standart
bir streptavidin-biotin immiinoperoksidaz yontemi ile boyanmistir. Tiim Ornekler 1s1k
mikroskobu (Olympus Corp., Tokyo, Japonya Olympus BX51TF) altinda degerlendirildi.

Immiinohistokimyasal boyanmis materyaller yari-kantitatif olarak degerlendirildi (Tablo 5).

Negatif boyama -

Zayif boyama +
Orta boyama ++
Siddetli boyama -+

Tablo-5: Kaspaz boyama degerlendirmesi

2.5.4. Total Antioksidan Durum (TAS) Olciimii

TAS Erel tarafindan gelistirilen yeni bir otomatik 6l¢iim yontemi ile olgiilmiistiir. Bu
yontemde hidroksil radikaller ve en potent biyolojik radikaller iiretilir. Yontemde Reaktif 1
icinde mevcut demir iyon soliisyonu, Reaktif 2 icinde mevcut olan hidrojen peroksit ile
karistirilir. Bu yontemin esas1 Fe*"-o-dianisidine kompleksi hidrojen peroksit ile Fenton tipi
reaksiyona girerek OH radikalini olusturur. Olusan OH radikali diisiik pH’da o-dianisidine
molekiilii ile reaksiyona girerek sari-kahverengi dianisidyl radikallerini olustururlar. Olusan
dianisidyl radikalleri ileri oksidasyon reaksiyonlarma katilarak renk olusumu artmaktadir.
Ortamdaki antioksidanlar bu oksidasyon reaksiyonlarin1 bastirarak renk olusumunu
durdurmaktadirlar. Bu renk degisimi otomatik analizorde spektrofotometrik olarak olgiilerek
sonu¢ verilmekte olup birimi “nmol Trolox equiv./mg protein olarak ifade edilmistir. Bu

yontemde materyalin hidroksil radikal {iretimi ile bagslayan potent serbest radikal
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reaksiyonlara kars1 antioksidatif etkisi 6l¢iiliir. Yontemde %3 ten az hata hassasiyeti vardir.

(34)

2.5.5. Total Oksidan Durum (TOS) Olciimii

Orneklerin TOS diizeyi, Rel Assay marka ticari kitler kullanilarak dl¢iilmiistiir. Olgiim
testin ¢aligma prensibinde ifade edildigi lizere 6rneklerin igerdigi oksidan molekiillerin ferroz
iyonu ferrik iyona kiimiilatif olarak oksitlemesine dayanan, kolorimetrik yontem kullanildi.

Sonuglar pumol H,O;, Equivalent/ L olarak ifade edildi (4).

2.5.6. Oksidatif Stres indeksi (OSI) Hesaplanmasi

Oksidatif Stresin bir gdstergesi olarak gosterilen Oksidatif Stres Indeksi (OSI),
Toplam Oksidan Status/Seviye (TOS) diizeylerinin Toplam Antioksidan Status/Seviye (TAS)
diizeylerine oraninmn yiizde derecesi olarak ifade edilir. Orneklerin Oksidatif Stres Indeksi

(OSI) hesaplanirken TAS diizeyinin birimi ile TOS diizeyinin birimleri esitlenir

Sonuglar Arbutrary Units (AU) olarak ifade edildi.

OSI degeri elde edilen TAS ve TOS degerine gore asagidaki formiile gore hesaplandi

TOS (mol H202 @)

0SI (Arbitrary Unit — AU) = x1071

TAS (mmolTrolox® @)

2.5.7. Parakosonaz Enzim Aktivitesi Olciimii
HDL-Kolesterole bagli lipofilik, hidrofobik yapili antioksidan bir enzim olan PON

aktivitesi ticari Rel Assay marka kit kullanilarak 6l¢iildii. Yontemde PON enzimi paraoxon
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(O, O-diethyl-O-pnitrophenylphosphate), substratin1 hidroliz ederek renkli p-nitrophenol
iirlinliniin olugsmasma yol acar. Olusan {iriiniin absorbans1 412 nm de kinetik modda izlenerek

enzim aktivitesi U/L olarak ifade edilir (37).

2.5.8. Arilesteraz Aktivitesi Olciimii

Antioksidan bir enzim olan PON enziminin ARE aktivitesi de ticari Rel Assay marka
kit kullanilarak 6l¢iildii. Bu test, 6rnegin i¢erdigi enzim tarafindan fenilasetat substratindan
enzimatik aktiviteyle agiga c¢ikarilan fenoliin, kolorimetrik olarak 6lciilmesi esasina dayanir.

Sonuglar enzim aktivitesi ¢ok yliksek diizeylerde oldugu i¢in kU/L olarak ifade edilir (34)
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3. YAPILAN iSTATISTIKSEL ANALIiZLER

Istatistiksel analizler SPSS 18 siiriimii (SPSS Inc. Chicago USA) bilgisayar programi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Oksidatif stres ile ilgili sayisal veriler median (maksimum-
minimum deger) olarak verildi. Oksidatif stres gruplart One Way Anova testi ile
karsilastirildi. Anlamli ¢ikan parametrelerde alt grup analizleri icin Bonferoni analizi yapildi.
Kaspaz 3 ve 8 diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasinda y? testi ile yapildi. P<0.05 degeri
Istatistiksel anlaml1 olarak kabul edildi. P<0.01 yiiksek diizeyde istatiksel anlaml1 ve P<0.001
ise ¢ok yliksek istatiksel anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda 4-8 haftalik, 180-200 gram agirliginda toplam 30 adet Wistar albino rat
kullanilmistir. Sham, BSS ve Karbakol gruplarinda denek sayisi rastgele n:10 olarak
belirlendi.  Fakat 2. Gilin BSS grubuna ait ratlardan biri, 4. giin Karbakol grubundaki

ratlardan biri kafeste 6lii olarak bulundu. Calismamiz 28 rat ile tamamlandi.

4.1. Rat serumlarinda oksidatif stres ile ilgili bulgular

Parametreler Sham BSS Karbakol P
(n=10) (n=9) (n=9)
TAS(mmolTrolox®equiv/L) 0,96(0,83-1,08) 1,02(0,86-1,17) 0,91(0,82-1,06) 0,095

TOS(mmol H,O,equiv/L) 22,24(12,53-26,56) 25.19 (18,43-37,27)X - 15,59(12,67-20,39) 0,001

OSi(Arbitrary Unit) 2,31 (1,46-3,16)Y " 2,53(1,78-3,18)X ™ 1,71(1,35-2,03) 0,004

PON(iinite/litre U/L) 112,23(70,6-144,5) 99,79(76,04-108,2) 91,36(80,35-127,6) 0,132

Arilesteraz (U/L) 136.5(83,5-175,06) 120,41(96,6-132,7) 111,87(95,11-136,8) 0,132
Tablo-6: Ratlarin serumunda oksidatif stres parametrelerinin karsilastiriimasi.

TAS; Total Antioksidan Seviye, TOS; Total Oksidan Seviye, OSI; Oksidatif Stres Indeksi, PON;

Paraoksonaz ve ARE:Arilesteraz

Median (minimum-maksimum)

X: Karbakol ile BSS arasinda anlamh fark vardir.

*: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001

Y: Karbakol ile Sham grubu arasinda anlamli fark vardir.
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Rat serumlarinda Karbakol grubunda, Sham grubuna gore bulunan OSI degerleri anlamli
olarak diisiik bulunmustur (p=0.05). Karbakol grubunda BSS grubuna gore OSI degerleri
diisiiktiir ve gruplar arasi anlamlilik diizeyi daha fazladwr (p=0,004). Rat serumlarinda
Karbakol grubunun TOS degerleri, BSS grubuna gore diisiik bulunmus olup yiiksek diizeyde
istatiksel anlamlilik gostermistir (p=0,001). Karbakol grubu ile sham grubu arasindaki TAS,
TOS, PON ve ARE degerleri agisindan anlamli fark saptanmamistir. Rat serumlarinda
Karbakol grubunun TAS, PON ve ARE degerleri agisindan BSS grubuna gore anlamli fark
bulunmamistir. BSS ve Sham gruplarmin TAS, TOS, OSI, PON ve ARE degerleri arasinda

istatistiksel farklilik yoktur (Tablo-7).

4.2. Rat kornealarinda oksidatif stres ile ilgili bulgular

Parametreler Sham BSS Karbakol p
(n=10) (n=9) (n=9)
TAS(mmolTrolox®equiv/L) | 0,06 (0,05-0,1) 0,04 (0,02-0,16) 0,06 (0,05-0,1) 0,954
TOS(mmol H,0,equiv/L) 8,19 (7,05-10,25) 7,34(5,32-10,19) 8,05 (5,78-10,97) | 0,256
OSI(Arbitrary Unit) 12,20(7,19-15,73) 14,88 (4,10-32,8) | 12,32(7,55-17,59) | 0,273
PON(iinite/litre U/L) 3,86 (2,01-5,6) 3,541(0,57-6,26) 4,27 (1,9-6,2) 0,691
ARE (U/L) 5,24 (1,9-6,02) 2,81 (2,1-4,8) 4,12 (3,08-5,85) 0,051

Tablo-7: Ratlarin korneasinda oksidatif stres parametrelerinin karsilastiriimasi

TAS; Total Antioksidan Seviye, TOS; Total Oksidan Seviye, OSI; Oksidatif Stres indeksi, PON; Paraoksonaz ve

ARE: Arilesteraz, Median (minimum-maksimum)

Sham, BSS ve karbakol grublarindaki ratlarin kornealarmda TAS, TOS, OSI, PON ve

ARE diizeyleri agisindan istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (Tablo 7).
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4.3. Rat korneasinda apoptozis ile ilgili sonuclar

KASPAZ- 3 SHAM BSS KARBAKOL * P DEGERI
- 5 6 9 P: 0,002
+ 5 0 0
++ 0 3 0
+++ 0 0 0
TOPLAM 10 9 9

Tablo-8: Kaspaz 3 boyanma sonuglari

(-): Negatif boyanma; (+): Zayif boyanma; (++): Orta boyanma; (+++) : Yogun boyanma.

A: Karbakol ve Sham grublar1 arasinda kaspaz-3 boyanmasi agisindan y? testi anlamli fark bulunmustur

(p:0,033). *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001

Karbakol, Sham ve BSS gruplar1 arasinda kaspaz-3 boyanmasi agisindan yapilan

karsilagtirmada, karbakol grubunda tiim rat kornealar1 negatif boyanmis olup, grublar arasinda

istatiksel olarak yiikksek diizeyde anlamli farklilik bulunmustur (P=0.002) (Tablo:8).

KASPAZ 8 SHAM BSS KARBAKOL P DEGERI
- 4 2 7 P: 0.094

+ 4 3 0

++ 1 3 0

+++ 1 1 2

TOPLAM 10 9 9

Tablo-9: kaspaz- 8 boyanma sonuglari

(-) : Negatif boyanma; (+) : Zayif boyanma ; (++) : Orta boyanma; (+++) : Yogun boyanma.

Karbakol, Sham ve BSS grublar arasinda kaspaz-8 boyanmasi acisindan istatiksel

olarak anlamli fark bulunmamistir (p=0.094) (Tablo:9 ).
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Resim-5: Kaspaz 8 -: Intrakameral karbakol uyguladigimiz bir rat kornea endotelinin kaspaz 8

ile negatif boyanma goriintiisii

Resim-6: Kaspaz 8 +: intrakameral BSS uyguladigimiz bir rat kornea endotelinin kaspaz

8 ile + boyanma goriintiisii
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Resim-7: Kaspaz 8 ++ : Intrakameral BSS uyguladigimiz bir rat kornea endotelinin kaspaz 8

++ goriintlisi

Resim-8: Kaspaz 8 +++: Intrakameral karbakol uyguladigimiz bir rat kornea endotelinin

kaspaz 8 ile +++ pozitif boyanma goriintiisii
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Resim-9: Kaspaz 3 -: intrakameral karbakol uyguladigimiz bir rat

kornea endotelinin kaspaz 3 ile - negatif boyanma goriintiisii

Resim-10: Kaspaz 3 + : Sham grubunda bir rat kornea endotelinin kaspaz 3 ile +

pozitif boyanma goriintiisii
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Resim-11: Kaspaz 3 ++ : Intrakameral BSS uyguladigimz bir rat kornea endotelinin

kaspaz 3 ile ++ pozitif boyanma goriintiisii

Resim-12: Kaspaz 3 +++ : Intrakameral BSS uyguladigimiz bir rat kornea endotelinin

kaspaz 3 ile +++ pozitif boyanma goriintiisii
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5. TARTISMA

Ratlar tizerinde yaptigimiz ¢alismada, intrakameral karbakolun serumda biyokimyasal
olarak oksidatif strese etkisinin incelenmesinde; I) Rat serumlarinda Karbakol grubunda OSI
degerleri, Sham grubuna gore anlaml olarak diisiik bulunmustur. Karbakol grubunda BSS
grubuna gore OSI degerleri diisiiktiir ve gruplar aras1 anlamlilik diizeyi daha fazladir. II) Rat
serumlarinda Karbakol grubunun TOS degerleri, BSS grubuna gore diisiik bulunmus olup

yiiksek diizeyde istatiksel anlamlilik gostermistir.

Biyokimyasal olarak korneanin oksidatif strese etkisinin incelenmesinde; III) Sham,
BSS ve karbakol grublarindaki ratlarm kornealarmda TAS, TOS, OSI, PON ve ARE diizeyleri

acisindan istatiksel olarak anlamlilik saptanmamagtir.

Immunohistokimyasal olarak korneanm apoptozise etkisinin incelenmesinde IV)
Karbakol, Sham ve BSS gruplar1 arasinda kaspaz-3 boyanmasi agisindan yapilan
karsilagtirmada, karbakol grubunda tiim rat kornealar1 negatif boyanmis olup, grublar arasinda
istatiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur. V) Karbakol Sham ve BSS grublarinda kaspaz-

8 boyanmasi agisindan grublar arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmamaistir.

Intrakameral karbakol giiniimiizde bircok cerrah tarafindan o6zellikle de katarakt
cerrahisinde sik olarak kullanilmaktadir. Karbakolun 6n segment cerrahisi sirasinda
intrakameral olarak kullanilmas: birgok avantaj saglamaktadir. intrakameral karbakolun goz
ici cerrahilerde kullanilmasinin avantajlar1 arasinda intrakapsiiler katarakt ekstraksiyonu
sonrast vitreus yiizeyinin korunmasi, iris inkarserasyonunun onlenmesi, 6n kamaraya lens
takilmasini kolaylastirmasi, postoperatif periferik anterior sinesi sikliginda azalma ve kornea
skleral siitlir atilmasmin kolaylastirilmas: sayilabilir (13). Katarakt cerrahisi sonrasi erken
donemde gegici ancak ciddi GIB yiikselmeleri meydana gelmektedir. GIB artis1 6zellikle
ameliyat sonrasi ilk 3-8 saatte maksimum seviyeye ulagsmakta ve 24-48 saat icinde ameliyat
oncesi degerlere gelmektedir (9). Ozellikle glokomlu ve psddoeksfoliasyonlu hastalarda GIB
artiginin daha fazla ve daha zarar verici oldugu gosterilmistir (14). Cerrahi sirasinda GIB
artigl, cerrahi sonrasinda agri, kornea 6demi, anterior iskemik optik noropati, optik atrofi,
glokomlu hastalarda daha fazla olmak {izere gérme alani kayiplari, atonik pupilla, kistoid
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makiiler 6dem, ge¢ikmis yara iyilesmesine, retinal arter ve ven tikanikliklarina yol
acabilmektedir (1). Fakoemiilsifikasyon cerrahisi sirasinda, intraokiiler lens takildiktan sonra
miyozis saglamak icin ve postoperatif GIB artisin1 onlemek icin intrakameral karbakol

gilinlimiizde sik olarak kullanilabilmektedir.

Oksidatif stres, serbest oksijen radikallerinin organizmada olusturdugu hiicre ve doku
hasaridir. Oksidatif stres pek cok hastalik siirecinde hayati role sahip olabilir. Bazi
durumlarda oksidanlarin artmasi ve antioksidanlarin azalmasi Onlenemez ve oksidatif/
antioksidatif denge 100 den fazla hastaligin gelismesinden sorumlu olan oksidatif yone dogru
kayar. Oksidatif stres, apoptozisi tetikleyebilirken, yogun oksidasyon nekroza, daha siddetli

oksidatif stres ise hiicrelerin 6liimiine neden olabilmektedir (5).

Apoptozis canli organizmada gorevini tamamlamis veya hasara ugramis hiicrelerin
cevredeki diger hiicre ve yapilara zarar vermeden ortadan kaldirilmasini saglayan
programlanmis hiicre 6liimiidiir. Apoptozis korneal dokunun proliferasyonunda, gelismesinde,
hemostazisinde ve yara iyilesmesinde kritik rol oynamaktadir. Kornea epitelinin
yaralanmasindan sonra korneal stroma ve epitel arasinda keratositlerde apoptozis tespit
edilmistir. Korneal yaralanmadan sonra anterior stromada keratositlerin yok olmasi apoptozis
ile agiklanir (18). Apoptozis oftalmolojide retinoblastom, glokom, katarakt, retina dekolmani,
keratokonus ve bazi géz hastaliklarinin patogenezinde rol oynadigi i¢in apoptozise neden olan
ve apoptozisi kontrol eden mekanizmalarin anlagilmasi tedavi ¢abalarma katkida bulunacaktir

(20).

Intrakameral olarak kullanilan ilaglar kornea endoteli ile direkt temas halindedir.
Kornea endoteli, korneanin hidrasyonu, kalinlig1 ve gecirgenliginin korunmasi igin esastir.
Endotel hiicreleri fazla siviy1r stroma digina pompalayarak korneanin saydamligini saglarlar
(7). Kornea endoteli intrakameral kullanilan ilaclardan etkilenmektedir. Endotel hiicrelerinin
rejenerasyon kapasitesi yoktur. Hiicre sayisi ortalama yilda %0.06 diiser. Komsu hiicreler
boslugu kapatmak amaciyla genisler. Ortalama hiicre 500 hiicre /mm” ye diistiigiinde korneal
o0dem gelisir ve saydamlik bozulur (8). Cerrahi travmadan, yiiksek g6z i¢i basincindan, goz

icinde kullanilan soliisyon ve ilaglardan dolay1 endotel hiicreleri harab olabilir. Bu durum
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hiicre dansitesinde azalma, endotelyal dekompanzasyon, 6dem, kornea bulaniklig1 ve gérme

azalmasi ile sonuglanacaktir (7).

Literatiirde GIB artis1 ile ilgili olarak intrakameral karbakolun postoperatif birinci giin
GIB artisin1 engelledigini gosteren retrospektif ve deneysel arastirmalar mevcuttur. Cekig ve
ark. 51 katarakt hastasinda intrakameral karbakolun erken postoperatif intraokiiler basinci
azalttigmi tespit etmislerdir (40). Stuhr ve arkadaslar1 32 kopek iizerinde yaptiklari
fakoemiilsifikasyon cerrahisi sonrasi, intraokuler basing artisin1 Onlemede, intrakameral
%0.01 karbakol’un etkili oldugunu yaymlamislardir (41). Linn ve ark. 32 katarakt hastasinda
intrakamaral % 0.01’lik karbakoliin, 0.1, 0.25 ve 0.5 ml dozlarinda kullanimimnin postoperatif
ilk 24 saatte intraokiiler basing artigini o6nledigini gostermislerdir (42). Giireli ve ark. 83
hastanin 93 goziinde sistemik asetozolamid ve intrakameral karbakolun postoperatif 1. Giin

GIB artisim1 6nlemede etkili bulmuslar (1).

Intrakameral karbakol genellikle GIB artisini dnlemede etkili olmasma ragmen,
literatiirde aksini ifade eden yaymlar da mevcuttur. Crasta ve ark. 21 kopegin 39 goziinde
fakoemiilsifikasyon cerrahisi sonrasi kullandiklar1 intrakameral karbakol ve topikal 0.005%
latanoprostun postoperatif GIB yiikselmesini dnlemede etkisinin olmadigini ifade etmislerdir
(43). Ucar ve ark. 2005 yilinda intrakameral karbakol uygulanan bir katarakt hastasinda

operasyon sirasinda karbakol alerjisi gelistigini yayinlamislardir (44).

Intrakameral karbakolun retina iizerine etkilerini arastiran iki adet deneysel ¢alismada,
intrakameral karbakolun retina {izerine toksik etkilerinin olmadigi gdsterilmistir. Bunlardan
Pekel ve ark. intrakameral karbakolun kullanilan 82 Fakoemiilsifikasyon hastasinin, retinasini
optik coherens tomografi (OCT) ile incelemisler ve karbakoliin postoperatif birinci giin
makula kalinlig1 toplam makula hacmini azaltigini ancak retina damar ¢apma bir etkisinin
olmadigmi saptamislardir (45). Diger retina calismasinda ise, Demir ve ark. 47 katarakt
hastasinda intrakameral karbakolun makular kalinlik {izerine etkisini OCT ile incelemisler ve

makular kalinlik iizerine etkisinin olmadigini gostermisler (46).

Kornea iizerine intrakameral karbakoliin etkilerini arastiran Richard ve ark., pigmente

tavsanlarda intrakameral kullanilan asetilkolin ve karbakolun kornea kalinlig1 ve endoteline
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olan etkilerini mikroskobik karsilastirmislardir. %0.01 Karbakol uygulanan tavsanlarda
elektron mikroskobik olarak kornea endotelinde bir degisiklik saptamamalarina karsilik % 1
asetilkolin uygulanan grubta normal endotelyal mozaik paternin kayboldugu, endotel
hiicrelerinde belirgin nukleus ve vakuol artis1 saptamuslar (13). Liou ve ark. Intrakameral
lidokain ve karbakolun tavsan kornea endotelinde olusturabilecegi hiicre kaybini ve kornea
kalinligmi spekiiler mikroskobik olarak degerlendirmisler. Her iki grubta da normal kornea
kalinlig1 ve normal kornea endotel hiicresi saptamiglardir (47). Erdogan ve ark. ratlarda
intrakameral ve intravitreal karbakol ve asetilkolinin gozdeki etkilerini mikroskobik ve
makroskobik olarak arastirmislar her iki ilacinda goz i¢i dokulara toksik etkisi olmadigini
bulmuslar (3). Literatiirde karbakoliin korneada oksidatif stres ve apoptozis lizerine etkisi ile
ilgili calismaya rastlamadik. Akal ve ark. moksifloksasilinin korneada oksidatif stres ve
apoptozis lizerine etkisi ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada, ratlara uygulanan intrakameral
moksifloksasinin, kornea endotelinde ve serumda oksidatif stresi artirdigi ve apopitozisi

aktive ettigi bildirilmistir (48).

Bizim ¢alismamiz, intrakameral karbakoliin kornea ve serumda, oksidatif stres lizerine
artirict  etkisinin  olmadigmni serumda ise oksidatif stres iizerine koruyucu etkisinin
olabilecegini gostermektedir. Ayrica korneada apopitozisi arttirmadigi, aksine apoptozis i¢in
koruyucu etkisinin olabilecegini gostermektedir. Calismamiz, yukaridaki ¢alismalardaki gibi
intrakameral karbakoliin kornea iizerine giivenli oldugunu desteklemektedir. Bu ¢alismamiz
ayrica karbakol kadar olmasa da, BSS’in g6z i¢i kullaniminin apoptozise karsi koruyucu

roliiniiniin olabilecegini desteklemektedir.

Calismamiz, intrakameral olarak uygulanan karbakoliin, korneada oksidatif stres ve
apopitozis iizerine indiikleyici etkisinin olmadigi ve giivenli bir ilag oldugunu

desteklemektedir.
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6. SONUC

Karbakol, rat serumlarinda BSS ve sham grublarma gore oksidatif stresi azaltmakta ve

oksidatif strese kars1 koruyucu rol oynamaktadir.

Karbakol korneada ise, sham ve BSS grublarina gére oksidatif stresi artirmamaktadir.

Immunohistokimyasal inceleme karbakoliin apoptozisi artiric1 etkisi olmadigini,

aksine koruyucu etkisinin olabilecegini gostermektedir.
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