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OZET

Ratlarda intrakameral Sefuroksim’in korneada oksidatif stres ve apoptozise etkisinin
arastirillmasi

Dr. Ufuk OZKAN
GOz Hastaliklar1t Anabilim Dalhh Uzmanhk Tezi

Giris: Diinyada ve iilkemizde katarakt cerrahisi yaygin olarak yapilmaktadir. Yasam
kosullarmin iyilesmesi ve yash insan niifusunun giderek artmasi bu cerrahinin de artmasina
sebep olmaktadir. Endoftalmi bu tiir gz i¢i cerrahilerde goriilen komplikasyonlardan biri
olup, hem hasta i¢in hem de hekim i¢in {iziicii bir tablodur. Endoftalminin 6nlenmesi igin
ameliyat Oncesi ve sonrast bir takim Onlemler alinmaktadir. Bu uygulamalardan birisi de
operasyon sonunda intrakameral cesitli antibiyotiklerin uygulanmasidir. Sefuroksim bu

antibiyotiklerden birisidir.

Amag: Calismamizda ratlarda intrakameral uygulanan Sefuroksim’in korneada

oksidatif stres ve apoptozise etkisi arastirildi.

Materyal Metod: Deneysel olarak laboratuvar ortaminda ratlarin gozlerine anestezi
esliginde intrakameral 0.01 cc Sefuroksim (0.1 mg/ 0.01 ml) enjeksiyonu yapildi. Sham
grubuna herhangi bir cerrahi islem yapilmadi. Blanced salt solution (BSS) kontrol grubuna 6n
kameraya 0.01 cc BSS verildi. Bir hafta sonra anestezi altinda kornea dokular1 ve kan
ornekleri alindi. Kornea endotelinde caspase 3 ve 8 ile immunohistokimyasal yontemle
apoptozis arastirildi. Kornea endotel dokusu ve serumda total oksidan seviye (TOS), total
antioksidan seviye (TAS), oksidatif stres indeksi (OSI) ve Paraoksonaz (PON) ve Arilesteraz

seviyelerine bakildi.

Bulgular: Serum oOrneklerinde, PON diizeyi acisindan sham ile sefuroksim gruplari
arasinda anlamli bir fark bulundu (P= 0.027). TOS diizeyi agisindan sefuroksim ile BSS grubu
arasinda anlamli bir fark bulundu (P= 0.023).

Kornea dokusunda; TAS diizeyleri sefuroksim ile sham gruplar1 arasinda (P< 0.001)

ve sefuroksim ile BSS gruplar1 arasinda anlamli fark bulundu (P< 0.001). OSI diizeyleri



sefuroksim ile BSS gruplar1 arasinda (P= 0.001) ve sefuroksim ile sham gruplar1 arasinda

anlamli fark bulundu (P =0.026).

Kaspaz-3 ve kaspaz-8 ile immiinohistokimyasal boyama sonuclarma gore; Sefuroksim
BSS grubu ile kaspaz-3 aktivitesi yoniinden anlamli bir iliskiye sahipken ( P= 0.007), kaspaz-
8 aktivitesi yoniinden anlamli fark tespit edilmedi (P=0.541). Sham ile BSS gruplar1 arasinda
kaspaz-3 aktivitesi yoniinden anlamli bir iliskiye sahipken ( P= 0.018), kaspaz-8 aktivitesi
yoniinden fark tespit edilmedi (P=0.623).

Sonuc: Ratlarda gozlerin kornealarmin immunohistokimyasal olarak incelenmesinde
sefuroksim, sham ve BSS gruplarina gore apoptozisi artrmaktadir. BSS’nin, sham ve
sefuroksim ile karsilastirildiginda apoptozise karst koruyucu oldugu goriilmektedir.
Intrakameral olarak bakterisidal etki i¢in uygulanan sefuroksimin, kornea iizerinde oksidatif

stresi artirici etkisi ve ayni zamanda apoptozis lizerine indiikleyici etkisi bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Sefuroksim, Oksidatif stres faktorii, Apoptozis, Kaspaz-3,
Kaspaz-8.
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ABSTRACT

Intracameral cefuroxime in the cornea in rats to investigate the effects of oxidative

stress and apoptosis

Ufuk OZKAN, MD

Specialty thesis, Department of Ophthalmology

Introduction: Cataract surgery in our country and around the world is widespread.
Improvement of the living conditions and increase elder population leads to an increase in this
surgery. Endophthalmitis is a sad statement for both doctor and the patient, is a complication
that seen in this type of intraocular surgery. For the prevention of endophthalmitis, several
measures are taken before and after surgery. At the end of surgery intraocular various

antibiotic injection is one of these measures. Cefuroxime is one of these antibiotics.

Purpose: In our study, the effect of intracameral cefuroxime at the cornea in rats

oxidative stress and apoptosis were investigated.

Materials and Methods: Experimentally accompanied by anesthesia intracameral
cefuroxime 0.01 cc (0.1 mg / mL in 0.01) injection to rat eyes was performed in the
laboratory. Sham group didn’t undergo any surgical procedure. 0.01 cc of Blanced salt
solution (BSS) was given to the front camera in the control group. A week later corneal tissue
and blood samples were collected under anesthesia. Corneal endothelial apoptosis were
investigated by caspase 3 and 8 immunohistochemical method. Corneal endothelial tissue and
serum total oxidant status and oxidative stress (TOS), total antioxidant status (TAS), oxidative

stress index (OSI), paraoxonase (PON) and arylesterase levels were measured.

Results: In serum samples, significant differences were found in terms of PON levels
between groups with sham and cefuroxime (P= 0.027). In terms of TOS level a significant

difference was found between the groups with BSS and cefuroxime (P= 0.023).

The corneal tissue; significant differences were found in terms of TAS levels between
groups with sham and cefuroxime (P <0.001) and BSS and cefuroxime (P <0.001). In terms of
XII



OSI levels significant differences were found between groups with BSS and cefuroxime (P=

0.001) and groups with sham and cefuroxime (P= 0.026).

According to caspase-3 and caspase-8 by immunohistochemical staining results;
While Cefuroxime and BSS groups having a significant association in the direction of
caspase-3 activity (P = 0.007), whereas the direction of the caspase-8 activity was not
detected difference between this two gropus (P = 0.541). While Sham and BSS groups having
a significant association in the direction of caspase-3 activity(P = 0.018), whereas the
direction of caspase-8 activity was not detected the significant association between this two

groups (P =0.623).

Conclusion: Immunohistochemical examination of the rat corneas, intracameral
cefuroxime, increases apoptosis compared with the BSS and the sham group. BSS is seem to
be protective against apoptosis compared with sham and cefuroxime. Intracameral
cefuroxime, applied for the bactericidal effect, enhances effect of oxidative stress on the

cornea and has also inducing apoptosis.

Key words: Cefuroxime, Oxidative stress factor, Apoptosis, Caspase 3, Caspase 8
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1.GIRIS ve AMAC

Katarakt cerrahisi goz cerrahileri arasinda yaygin olarak yapilan bir cerrahidir. Gelecekte
de Oonemini koruyacaktir. Bunun en 6nemli sebebi gelismis ve gelismekte olan iilkelerde yasl
niifusun giderek artmasidir. Katarakt cerrahisi sonrasi endoftalmi olusmasi istenmeyen bir
komplikasyondur. Postoperatif endoftalmi, okiiler bosluklarin g6z i¢i cerrahi sonrasi gelisen
enfeksiyonudur. Okiiler cerrahi sonrasi endoftalmi insidansi; katarakt cerrahisi i¢cin %0.1,
trabekiilektomi i¢in %0.15, keratoplasti icin %0.2, sekonder goz i¢i lensi yerlestirilmesi i¢in
%0.3, dekolman cerrahisi i¢in %0.02, vitrektomi icin %0.15, sasilik cerrahisi i¢in ise %0.03
olarak bildirilmektedir (1). Endoftalmi riskini 6nlemek i¢in operasyon oncesinde, sirasinda ve
sonrasinda ¢esitli antibiyotikler intravendz, intrakameral ve damla formunda verilmektedir.
Operasyon sirasinda intrakameral olarak verilen antibiyotiklerden birisi de sefuroksimdir(2,3,4).
Sefuroksim 2. Kusak bir sefalosporindir. Konjunktiva ve kirpik florasin da siklikla rastlanilan
gram pozitif koklarm biiyilk cogunluguna etkindir (Enterokoklar ve metisilin direngli
stafilokoklar harig). Gram negatif bakterilerden Ozellikle Escherichia coli, Proteus tiirii ve
Klebsiella tiirii bakterilere etkindir. Yapilan caligmalarda intrakamaral verilen sefuroksim
postoperatif endoftalmi oraninda ciddi bir azalma saglamistir (5). Komplike katarakt cerrahisinde
kullanilan asir1 doz sefuroksim hemorajik retinal enfarkta neden oldugu bildirilmistir (5).
Sefuroksim kullaniminin daha fazla yayginlagmasmm Oniindeki en biiyiik engel diliisyon
sirasinda hatalara neden olabilecegi diisiiniilerek direkt intrakameral vermeye hazir bir preparatin
olmayisidir. Bu preparatin hazirlanisi esnasinda eger uygun konsantrasyon dozunda ayarlanamaz
ise intrakameral kullanimda goz i¢cinde cesitli reaksiyonlarin oldugu toksik anterior segment
sendromuna (TASS) yol agabilir. Goziin 6n segment cerrahilerinde 6n kamaraya verilen BSS
(Balanced salt solution=dengeli tuz soliisyonu), viskoelastikler ve c¢esitli antibiyotikler kornea

endotelini etkilemektedir (6).

Bizim yaptigimiz literatlir arasgtrmasina gore kornea endoteli ilizerinde sefuroksimin
apoptoz ve oksidatif stres faktorlerine olan etkisinin birlikte arastirildigi ¢alismaya rastlamadik.
Bu etkileri arastirmak i¢in insan kornea dokusuiizerinde calisma yapilamadigi i¢in ratlarin

kornea dokusunda ¢aligmay1 planladik.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Kornea

Kornea goz kiiresinin 6n kisminda yer alan ve goz kiiresinin disg tabakasinin 6n 1/6’sin1
olusturan ve g¢evresinde sklera ile devam eden seffaf bir dokudur. Arka yiizden bakildiginda
yuvarlak, 6n yiizden bakildiginda oval goriiniimdedir. Embriyolojik olarak ndéroektoderm ve
mezensim dokularindan koken almaktadir. Ik olarak intrauterin hayatmn 8. haftasinda yiizey
ektoderminden kornea epiteli ve Descemet membrani gelismektedir. Sonrasinda
noroektodermden endotel olusmaktadir. Besinci ayda mezensim dokusu gbé¢ eder ve kornea
stromasini olusturur. Stromanin 6n ylizeyine yerlesmis olan keratositler Bowman membranini
olustururlar. Kornea tabakalarmmdan epitel ektoderm kokenli, diger katlar mezensim kokenlidir

(7.8).

Kornea, skleraya saat camu gibi yerlesmis konveks bir yapidir. On yiiziiniin egriligi tiim
korneada simetrik olmayip, nazal perifer temporal perifere gére daha diizdiir. +43dioptri (D)’lik

kirma giicli olan kornea optik gérevinin yaninda gozii dis ortama karsi koruyucu olarak da gorev

yapar (9).

Korneanm kalinlig1 santralde ortalama 520 p, periferde 650 p’dur. Eriskinde yatay capi
12.6 mm, dikey c¢ap1 11.7 mm, 6n egrilik yarigapt 7.8 mm, arka egrilik yarigap1 6.8 mm’ dir(9).
Korneanm kirma giicii 6n yiizeyde +48 D, arka yiizeyde —5 D olmak {izere total +43 D’dir.
Gozin total kiriciliginin % 74’inii kornea saglar. Yenidogan doneminde dikey ¢cap 10 mm ve
kiricilik giicti +51 D’dir. Bir yasinda eriskindeki degerlere ulasir. Kornea gelisimi 6 yasa kadar

devam etmektedir. Kornea histolojik olarak ve 6nden arkaya dogru 5 ayr1 tabakadan olusur (10).

1. Epitel

2. Bowman membrani
3. Stroma

4. Descement membrani

5. Endotel



2.1.1.Epitel

Yenilenme 6zelligine sahip olan korneanin epitel tabakasi kiriciligm biiyiik boliimiinden
sorumludur. Kornea epiteli 40-50 pm kalinliginda korneanin 1/10’unu olusturan 5-7 tabaka
hiicreden meydana gelir. Cok katli, keratinize olmayan ve sekresyon yapmayan bir yapidir. Insan
viicudundaki en iyi diizenlenmis epiteldir. Epitelin dis yiizii gézyas1 film tabakasi ile ortiiliidiir.

Gozyas film tabakasi dista lipid, ortada ak6z ve en igte miisin olan ii¢ tabakadan olusur.

Kornea epiteli gozyasi filminin de katkisiyla miilkemmel bir optik ylizey olusturur.

Kornea epiteli 3 tip hiicreden olugsmustur.

1-Bazal hiicreler: Bu hiicreler epitel katinin 1/2‘sini olustururlar ve mitoz yetenegine
sahiptirler. Kaynag1 limbus epitelidir. Bazal hiicreler tek kath silindirik yapidadirlar. Bazal

membrana hemidesmozomlarla, ¢evrelerindeki hiicrelere ise desmozomlarla baglanmislardir.

2-Kanatsi hiicreler: Kanat benzeri uzantilar1 olan poligonal yapida 2-3 sira hiicreden

olusmuslardir. Birbirleri ile sik1 baglantilar1 vardir.

3-Yiizeyel hiicreler: 1-2 katli yassi hiicrelerden olusur. Spekiiler mikroskopi ile bu
hiicrelerin genellikle 6 kenarli, ancak farkli sekil ve biiyliklikkte poligonal hiicreler oldugu
gosterilmistir. Dis yiizeyinde gozyasinin miisin tabakasmnin baglanmasini arttiracak sekilde
mikrovillus ve mikroplikalar bulunmaktadir. Sadece yiizeyel hiicreler arasinda bulunan ve
hiicreyi tamamen c¢evreleyen zonula okludensler, komsu hiicre membranlarinin gergek
anastomozlaridir; bunlar sayesinde korneal ylizey mikroorganizmalara, suya ve elektrolitlere
gecirgenligi ¢cok az olan semi-permeabl bir membran gibi davranir. Kornea epitel hiicreleri
yaslaninca degisime ugrarlar dokiilme veya apoptozis ile uzaklastirilirlar. 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 (9). Yiizeyel hiicreler olgunlastikca mikrovillusar ile kaplanir ve daha sonra

dokiiliirler. Bu siire¢ 7-14 giin kadardir.



Korneada en fazla glukoz ve oksijen gereksinimi olan epitel tabakasidir. Glukoz ihtiyaci 6n
kamara sivisindan ve difiizyonla limbal damarlardan saglanirken, oksijen ihtiyaci ise kapaklar

kapali iken konjonktival damarlardan, kapaklar agikken gézyas1 yoluyla atmosferden saglanir.

DesSmosomes.

Tight junction .

=1 Superficial cells

=%

=

Pavement epitheliumg

Wi ot {5-6 layers thikness)

> Basal celis
= ~

. T . - = = Bowman's Layer

- - - = = B I Stroma

“= Descemet’s
/ Membrane

: e = -
T ——— -« Endothelium
Macula ad 4
HR D Transcellular passage

Paracellular passage

Sekil-1:Korneal tabakalar ve Epitel hiicre tabakasi

2.1.2.Bowman Membrani

Kornea stromasi ile epitel arasinda yer alir. Korneaperiferinde daha kalin olmak tizereS8-
12 um kalinligindaki bu tabaka rastgele dizilmis kollajen fibrillerden olugmustur. Sinir aksonlar1
sonlanmalar1 disinda aselliiler bir yapidir. Tip I, III ve V kollejen ile bunlarin arasini dolduran tip
VI kollajen flamanlar1 ve proteoglikanlardan olugsmustur. Tip VII kollejenden olusan capa
fibrilleri de Bowman membranindan gecerler ve hemen bu tabakanin altinda bulunan capa
plaklarinda sonlanirlar. Embriyonel hayatta stromanin 6n yiizeyine yerlesmis olan keratositler
tarafindan olusturulur. Epitel bazal membran1 Bowman tabakasina diizensiz liflerle sikica
tutunur. Epiteldeki patolojilerin stromaya yayilmasini onleyen 6nemli bir bariyerdir. Kendini

onarma yetenegi olmadigindan hasarlanmasi skar olusumuna neden olur.



2.1.3.Stroma

Korneal kalinligin %90’1n1 olusturur. Yaklagik 500 pum kalmhigindadir ve % 78’1 sudan
olusur. Keratositler, kollajen fibriller ve ekstraselliiler matriksten olusur. Keratositler stromanin
ana hiicreleridir. Yass1 ve uzun olup tiim korneada yaygin olarak bulunurlar. Kollajen ve
mukoprotein sentezinden sorumludurlar. Yaralanmalarda fibrositlere doniistirler. Sitoplazmalarin

da bulunan glikojen graniilleri damarsiz korneanin enerji deposunu olusturur.

Kollajen lifler ekstraselliiler matriks icinde ag seklinde dizilmis haldedirler. Birbirlerine
paralel, esit uzaklikta, diizenli bir yerlesim gosterirler. Fibrillerin dizilisindeki anormallik kornea
saydamligin1 etkiler. Stromanm su icerigi de saydamlikta onemlidir. Kornea, stromasinda
bulunan keratan siilfat, kondroitin siilfat gibi glikozaminoglikanlarin osmotik etkisiyle su
tutabilir. Korneanin hidrasyonu Na-K ATPaz gibi enzimlerce kontrol edilen endotel pompasinin
fonksiyonu ile saglanir. Negatif yiiklii glikozaminoglikanlar birbirini iterek germe basincina
neden olurlar. Ekstraselliller matriks tip I, V, VI kollajenler, lumikan ve dekorin adlh

proteoglikanlari igerir.

Dua tabakasi

Ingiltere’nin Nottingham Universitesi’ndeyapilan calismalar ilekorneada daha énce varlig:
bilinmeyen yeni bir tabaka kesfedildi. Profeséor Harminder Dua tarafindan kesfedildigi i¢in Dua
tabakasi1 olarak adlandirildi. Yeni kesfedilen Dua tabakasi, kornea stromasi ile Desme membrani
arasinda bulunuyor. Kalmligi sadece 15 pm (0,015 milimetre) olmasma karsin son derece
dayanikli olan Dua tabakas1 1,5-2 barlik basinca direng gosterebiliyor. Kornea grefti ve nakli

ameliyatlarindan ¢ok daha 1yi sonuglar alinabilecegi diisiiniiliiyor (11).
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Sekil-2: Dua tabakasi

2.1.4.Descemet Membrani

Stroma ile endotel arasinda uzanan bazal laminadir. 10 pm kalinlkta olup yaslandik¢a
kalinlig1 artar. Ince kollajen fibrillerden olusur. Descemet membram endotel hiicrelerinden
sentezlenir. Gebeligin 4. ayinda sentezi baslayan ve onde yer alan bantli bolge ile yasam
boyunca endotel tarafindan sentezlenen arkada yer alan bantsiz bolge olmak iizere 2 tabakadan
olusur. Descemet membrani proteolitik enzimlere kars1 direnci oldukca yiiksek bir yapidir; buna
karsilik stromaya gevsek tutundugu icin stromadan kolaylikla ayrilabilir. Aralarindaki tek
baglanti, stromadan descemete uzanan ve elektron mikroskobisinde goriilebilen, bir mikrondan

daha ince fibrillerden ibarettir.

Kornea endotelinin yapisal hasarlar1 Descemet membraninin yapisinda da degisikliklere

yol acar. Descemet membrani limbusta sonlanir ve iridokorneal agida Schwalbe hattini olusturur.
2.1.5.Endotel
Korneanin arka yiiziinde yer alan endotel tek sira halinde dizilmis yaklagik 400 000 adet

poligonal hiicreden olusmustur. Endotel tabakasinin kalinligi dogumda 10 mikrondur. Endotel

hiicreleri yaslanma ile yassilasir ve eriskinde 5 um kalinligina ulasir (Resim 1). Intrauterin



hayatta korneanin en i¢ tabakasi noral krestden koken alan tek katli kiiboid hiicrelerle
kaplanmistir. Hiicreler 6nceki konumlarina goére daha diizlesirler ve bu hiicre tabakasmin 6niinde
zaman igerisinde descemet membranin1i meydana getirecek homojen aseliiler bir tabaka olusur.
Daha sonra endotel hiicreleri trabekiiler agin hiicreleri ile birlesirler ve tiim kornea arka yiizeyini
kaplayan bir hiicre tabakas1 haline gelirler. Descemet membrani da Schwalbe hattinda trabekiiler

kolonla birlesir.

Resim-1:Kornea endotel hiicrelerinin spekiiler mikroskopik goériiniimii

Geng eriskinde kornea endotel hiicresi 5 pm yiiksekliginde ve 18-20 um genisligindedir. Endotel
hiicreleri, biiyiik niikleuslar1 ¢ok sayida mitokondri ve diger organelleri iceren stoplazmalariyla
metabolik olarak aktif hiicrelerdir. Endotel hiicresinin arka yiizii, uzunlugu 0,5 pm ile 0,6 pm
arasinda olan mikrovilluslarla kaplidir. Baz1 hiicrelerde ise oligosiliyalar bulunur. Bu endotel
hiicrelerinin kenarlar1 arasinda gap junction ve tight junctionlar bulunur. Endotel hiicrelerinin dis
tabakalarinda Na-K ATPaz pompalar1 yer alir. Endotel tabakasi ile descemet membrani arasinda

ise hemidezmozomlar yer alir.

Endotel tabakasi hiimor akozilin stroma igine gegisine karsi bir bariyer olusturur, ayrica
stromadaki mevcut birikmis suyun disar1 pompalanmasini saglar. Saydam bir kornea ancak
saglikl1 bir endotel tabakasi ile miimkiindiir. Cesitli nedenlerle endotel kayb1 meydana geldiginde
ve bu kayip kritik oranda meydana gelirse, kornea normal su oranini koruyamaz ve geri
doniisiimsiiz olarak siser, saydamligi bozularak matlasir bdylece kirict 6zelligini kaybeder.
Hoffer ve arkadaslar1 endotel hiicre sayisinin 300/mm? nin altma diiserse korneal

dekompansasyon gelisecegini, hiicre sayist1 300-500 arasinda ise dekompansasyon riskinin



yiiksek oldugunu bildirmiglerdir (12). Bir yiizeyi termodinamik olarak kapatabilmek i¢in en
uygun sekil altigendir. Endotel hiicreleri mozaik paterni (ar1 kovani) sayesinde bariyer
fonksiyonlarmi en iyi sekilde yerine getirirler. Hekzagonal sekil ile her bir hiicrenin ¢evre alanmni
en aza indirmis ve birim alandaki pompa sayisimi arttirilmis olur. Stromadan net sivi ¢ikisi
goreceli olarak hipoozmotik olan stromadan hipertonik hiimér akoze dogru olur. Bu hareket
herhangi bir enerji gerektirmez. Ozmotik farki olusturan hiicre i¢i karbonik anhidraz ve
membrana bagli Na-K ATPaz iyon tasima sistemlerinin ¢alisabilmesi i¢in ise enerji gereksinimi
vardir. Gerekli enerjiyi glikozdan ve hiicrelerinde depolanmis olan glikojenden saglar. Bu
sistemler ile akim stromadan akdze dogru saglanir. Endotelin bariyer fonksiyonu bir dereceye
kadar geg¢irgen olmasi ve ozmotik farki olusturacak sekilde iyon akimina izin vermesi agisindan

Ozgiindiir.

Yenidoganda kornea endotel hiicre yogunlugu 3500-4000/mm? olup hiicre yogunlugu
yaslanma ile birlikte azalma gosterir. Dogum sonrasi endotel hiicre yogunlugunda ilk hizli diisiis
hayatin birinci yilinda olur ve korneanin siirekli biiyiimesi karsisinda total endotel hiicre sayisi
sabit kalirken endotel hiicreleri hipertrofi gdsterir. Yirmili yaslarda endotel kayb1 sonucu hiicre
yogunlugunda daha az oranda azalma meydana gelir ve bundan sonra yaslilik déneminde bu
diisiis kademeli olarak siirer. 20 yasindan sonra hiicre yogunlugunda ortalama azalma yillik
olarak %0.52 civarinda seyreder. Hiicre yogunlugu 3000-4000 hiicre/mm? den 2600 hiicre/mm?
diizeyine iner. Kornea yiizey topografisi de yasla birlikte degismektedir ve endotelde altigen
hiicrelerin orani azalarak %75'den %65'e iner (13). Endotel hiicrelerinin yenilenme yetenegi
yoktur. Endotel hiicreleri gelisen hasarlara migrasyon ve hipertrofi ile yanit verirler. Kiiglik
travmalar da endotel hiicreleri sadece kendi hacmini artirir yani hipertrofiye ugrar. Hiicredeki bu
degisikliklerin hiicre i¢i mikroflamanlara bagh oldugu diistiniilmektedir(14). Travma, hipoksi,
hiperglisemi, ¢esitli ilaclar, ozmolarite veya cerrahi gibi nedenlerle kornea endotelinde hasar
meydana geldigin de hasarin tamiri i¢in komsu endotel hiicrelerin bu alanlara migrasyonu
gerceklesir. Bu olay hiicre sitoplazmasi i¢inde bulunan f-aktin molekiilii tarafindan meydana
getirilir. Bu sirada hiicreler daha yassi bir hal alirlar. Bu sekilde, hiicre biiyiikliigiinde artig
olusur. Hasarli bolgelerde hiicreler uzamistir ve on veya daha fazla kenarli dev hiicreler gozlenir.
Endotel hiicreleri arasindaki bosluk artar ve hiicreler daha gecirgen bir duruma gelirler. Hiicreler
hasarli bolgede toplandig1 zaman diger hiicrelere bu yeni katilan hiicrelerin temasi ile migrasyon

islevi son bulur. Buna temas inhibisyonu ad1 verilir. Ortalama endotel hiicre alanindaki artig ve



buna bagli hiicre yogunlugundaki azalma kalicidir. Endotelin yeniden yapilanmasimin

mekanizmasinin ylizey gerilim enerjisi ile baglantili olabilecegi de bildirilmektedir (13).

2.1.6.Gozyas1

Saglikli bir epitel icin 6nemli bir tabakadir. Kornea ve konjonktiva epiteli igin
nemlendirme 6zelliginin yanisira diizglin bir optik ylizey saglamasi ve kiricilik 6zelliginin
bulunmasi bakimmdan 6nemlidir. Yaklasik 7 pm kalmhigindaki gézyas: film tabakasi kornea igin
gerekli besin ve oksijeni saglar. Gozyasi tiretimi 1,2 pl/dak’dir. Drenajin biliyiik kismi
nazolakrimal kanal yolu ile kii¢iik kismu1 ise okiiler ylizeyden buharlagsma ile olmaktadir (9). Goz
kirpildiginda kalinlagir ve ikinci kirpma hareketine kadar giderek incelir. Ayrica igerdigi

laktoferrin, lizozim, betalizin ve immunglobiilinler sayesinde bakterisitik etkiye sahiptir.

Gozyasi filmi 3 tabakadan olusur; distan ice dogru lipid, ak6z ve miisin tabakasidir (15).

2.1.7.Kornea Damarlanmasi

Kornea avaskiiler bir dokudur (9). Limbusta epitel altinda 6n silyer damarlarin episkleral
dallarindan gelen damarlar arklar seklinde ylizeyel marjinal pleksusu olusturur. Korneanin

lenfatik drenaji da yoktur. Limbus epiteli altinda lenfatik ag mevcuttur.

2.1.8.Kornea innervasyonu

Kornea zengin sinirsel aga sahiptir. Hem trigeminustan gelen duyu inervasyonu, hem de
superior servikal gangliondan gelen adrenerjik sempatik inervasyonu alir. N. Trigeminus’un
oftalmik dalindan gelen arka siliyer sinirler, 6n ve arka dala ayrilarak korneaya girmektedirler.
Miyelinlerini limbusta yitiren bu dallar daha sonra kornea ylizeyine dogru ilerler, Bowman
membraninin altinda bir subepiteliyal pleksus olusturduktan sonra bu tabakayi delerek Oniine
gecerler. Bu lifler daha sonra epitel hiicreleri arasinda, tiim tabakalar1 iceren zengin bir ag

olusturacak sekilde yayilirlar (9). Endotel seviyesinde sinir lifi yoktur.



2.1.9.Korneanin Kimyasal Ozellikleri

Kornea igeriginin %78’ini olusturan madde sudur. Sudan sonra en ¢ok protein bulunur.
Albumin, globulin gibi plazma proteinlerini de igerir. Bunun yaninda bol miktarda kollajen lifler,

mukopolisakkaritler, laktik asit, piriivik asit, askorbik asit, glutatyon ve lipid igerir.

2.1.10.Korneanin Fonksiyonlar

Seffaf ve avaskiiler bir yap1 olan kornea goze gelen 1smlarin kirilmasini saglar. Korneal
saydamligin devami i¢in stromadaki kollajen demetlerin paralelligi ¢ok Onemlidir. Kollajen
liflerinindizilimindeki bozulma korneanin saydamligmi kaybetmesine yol acarak goze gelen

15181n dagilmasina ve gérme keskinliginde azalmaya neden olur.

Korneanmm su igeriginin degismesi de saydamligmin bozulmasina sebep olur. Su
miktarmin ayarlanmasinda icerdigi glikozaminoglikanlar 6nemli rol oynar. Ayrica endotel
fonksiyonlarmin normal olmasi, gézyasit ve akdz hiimoriin osmotik yilikii ve gdz i¢i basinci

korneal su iceriginin sabit tutulmasinda 6nemlidir.

Korneanm onemli bir fonksiyonu da oksijen, glikoz ve ilaglarin gz i¢ine gecisinde rol
oynamasidir. Kornea lipit-sivi-lipit yapida oldugundan ilaglar icin 6nemli bir bariyerdir.

Hidrofilik yapidaki stromadan suda eriyen maddeler daha kolay geger.

2.2.Sefuroksim ve Gozdeki Kullanimi

Sefuroksim oral ve parenteral kullanilabilen 2. kusak sefalosporin grubu bir antibiyotiktir.
Beta-laktamaziireten mikroorganizmalar, sefuroksime karsi direnclidir. Bakterisidal etkilerini
hiicre duvar sentezini inhibe ederek ve otolitik enzimleri aktive ederek yaparlar. Sefuroksim
sodyum, beyazimsi-agik sar1 renkte bir tozdur. Coziicii (enjeksiyonluk su) ile ¢oziildiikten sonra

¢Oziicii hacmine gore gri-beyaz siispansiyon veya sarimsi bir ¢ozelti verir.

Beta laktamaz iireten mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi olusturdugu direng,
bakterinin dig membran gecirgenliginin azalmasi, bakterideki penisilin baglayan proteinlerin

antibiyotige kars1 ilgilerinin azalmasi, antibiyotigin bakterinin olusturdugu beta laktamaz enzimi
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tarafindan pargalanmasi ve antibiyotigin hiicre disina pompalanmasi sonucunda ortaya
cikmaktadir. Klinikte beta laktam antibiyotiklere karst direng gelismesinden sorumlu
mekanizmalar i¢inde en Onemlisi antibiyotigin bakterinin trettigi beta laktamaz enzimleri

tarafindan hidrolize edilmesi sonucunda aktivitesini yitirmesidir (16).

Antibiyotigin hiicre disma pompalanmasina baglh diren¢ hidrofilik yan zincirleri
nedeniyle sefalosporinlere karsi az goriilse de daha ¢ok tetrasiklinler, kloramfenikol ve

kinolonlar i¢in tarif edilen mekanizmalarin basinda gelmektedir (16).

Sefuroksim diger 2. kusak sefalosporinlere gore daha genis etki araligina sahiptir.
Pseudomonas tiirleri, metisiline direncli Staphylococcus aureus, metisiline direngli

Staphylococcus epidermidis gibi baz1 suslara karsi etkili degildir (16).

Etkili oldugu mikroorganizmalar;

Gram-negatif aeroblar: Citrobacter tiirleri, Enterobacter tiirleri, Escherichia coli,
Haemophilus influenzae, Haemophilus parainfluenzae, Klebsiella tiirleri, Moraxella
(Branhamella) catarrhalis, Morganella morganii, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis,

Proteus mirabilis, Providencia rettgeri, Salmonella tiirleri ve Shigella tiirleri.

Gram-pozitif aeroblar: Staphylococcus aureus (metisiline direngli olmayan),
Staphylococcus epidermidis (metisiline direncli olmayan), Streptococcus pneumoniae ve

Streptococcus pyogenes.

Anaeroblar: Grampozitif ve gramnegatif kokuslar (Peptococcus ve Peptostreptococcus
tiirleri dahil); gram-pozitif basiller (Clostridium tiirleri dahil); ve gram-negatif basillere

(Bacteroides ve Fusobactehum tiirleri dahil) kars etkilidir.

Agizdan uygulama icin aksetil formu 6n ila¢ olarak gelistirilmistir. Gastrointestinal
sistemden emilir ve ester formundan ayrilarak sistemik dolasima girer. Agizdan uygulamada
biyoyararlanimi1 yemekten sonra %40-50; gece alindiginda % 30’dur. Agizdan 250 mgr aldiktan

yaklagik 2 saat sonra en yliksek serum seviyeleri 6l¢iilmiistiir(6,3+0,4 pg/ml).
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Intramuskiiler 1gr uygulamadan 1 saat sonra 32,2-39,1 pg/ml arah@inda bulunmustur.
Serum yarilanma O6mrii yaklasik 70 dakikadir. Sefuroksim metabolize olmaz ve glomeriiler
filtrasyon ve tiibiiler sekresyonla uzaklastirilir. Akéz hiimdrde 1.5gr dozdan sonra en yiiksek 1,6

pg/ml konsantrasyonda saptanmistir (17).

Sefuroksimin, 3 saat arayla 1.5gr intramuskiiler 2 doz uygulamadan 1saat sonra hiimor

akozdeki konsantrasyonu 4,1+1,98 ug/ml olarak bulunmustur (18).

Sefuroksim 500 mg tablet olarak alindiktan 3-8 saat sonra akézden alinan orneklerde

sonug ortalama 0,48+0,13 pg/ml olarak bulunmustur (19).

Tavsan gozlerinde konjonktiva altina verdigi sefuroksimin 6n kamaraya gegisinin iyi
fakat vitreusa gecisinin zayif oldugunu saptamiglardir. Ayrica vitreusa verilen sefuroksimin 24
saate kadar etkin konsatrasyonda kaldigmi bulmuslar. Elektroretinografi calismalarinda

uygulamadan sonraki 55. glinde retinada toksik degisiklik saptanmamaistir (20).

Sefuroksimin intrakameral 1mg/0.1ml dozda verildikten 30 saniye sonra konsantrasyon
2742mg/l, 1 saat sonra 756 mg/I olarak saptanmistir. Bu miktarlar mikroorganizmalarm MIK90
degerinden kat kat yiiksektir. Sefuroksimin 7.42 pH degeri ve 311 mOsm/kg osmolalitesiyle goz
ici dokulara uygun oldugu bildirilmistir (21,22, 23).

2.3.Apoptozis

Her hiicre dogar, cogalir (proliferasyon), farklilasir (diferansiasyon) ve oliir (apoptozis).
Hiicre 6liimiiniin iki tipi vardwr, bunlar apoptozis ve nekrozdur (24,25). Apoptozis; gelismis
organizmalarda hiicreler arasi iliskilerin geregi olarak gereksinim duyulmayan ve fonksiyonlar:
bozulan hiicrelerin, ¢evreye zarar vermeden 6liimiidiir. Apoptozis ve mitozis dokuda stirekli bir
denge halindedir. Bazi hiicreler yillarca yasarken bazilar1 sadece birkag saat yasarlar. Deri,
gastrointestinal sistem ve immiin sistem gibi pek ¢cok dokuda devamlilik apoptozis ve hiicre
yenilenmesine baglidir (26). Programlanmis hiicre 6liimii, hiicre intihari, fizyolojik hiicre 6liimii
apoptozis ile ayni anlamda kullanilan terimlerdir (27,28,29). Hiicre 6liimiiyle ilgili ilk bilgiler

1920 yilinda 151k mikroskopunun ve yeni boya yontemlerinin kesfiyle baslamis ve ilk olarak
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nekroz tanimlanmistir. 1972 yilinda, iskemiye maruz kalan dokunun etrafinda nekrozdan daha
farkli hiicre 6liimii gosterilmis ve buna, aga¢ yapraklarinin gévdeden ayrilmasi anlamina gelen
“apoptozis’® adi verilmistir (26). Yunancada apopitozis, apo (= ayri) ve ptozis (= diisen)

kelimelerinin birlestirilmesi ile olusmustur.

Wyllie, 1980 yilinda deneysel apoptozisi, glukokortikoidlere maruz birakilan
olgunlasmamis timus hiicrelerinde gerceklestirmis ve apoptotik hiicre DNA'sinin elektroforetik
jel ayrimii yaparak, hiicrede DNA biitiinliigiiniin kalmadigini, apoptotik hiicre i¢in karakteristik
olan merdiven tarzinda DNA bantlarinin olustugunu gostermistir (30). 1993 yilinda Cohen ve
arkadaslar1 yiiksek dozda kullanilan steroidlerin timus hiicreleri iizerine etkilerini incelemis ve
timus hiicrelerinde direkt olarak apoptozisinger¢eklesmedigi, hiicre Gliimiine neden olacak
genleri olusturulmasindan sonra, hiicreleri apoptozise yonlendirdigini bildirmislerdir (31).
Boylece bu ¢alisma ile apoptozisin genler tarafindan kontrol edilen programli bir hiicre 6liimii

oldugu ortaya ¢ikmistir (32).

2.3.1.Apoptozisin morfolojisi

Ana morfolojik olay, niikleusun kondensasyonu ve daha sonra parcalara ayrilmasidir.
Kromatin, normalde mikst kondens bir yapida olup daha diffiiz goriiniimdedir. Apoptoziste
siiperkondens bir hal alarak niikleus zar1 altinda kresentik goriiniim olusur. Floresan boyamada
DNA boncuklanmalar seklinde goriiliir, bunun nedeni DNA’nin endoniikleaz ile olduk¢a 6zgiil
sekilde interniikleozomal bdlgelerden 180-200 bp (baz ¢ifti) biiyiikligiinde parcalara
ayrilmasidir (33). Immiin elektroforez yapildiginda “ladder patern’ olarak isimlendirilen
merdiven seklinde bir goriiniim olusur (34). Normalde bir hiicrede birbirini takip eden 7 kirilma

onarilirken, apoptoziste yaklasik 300 000 kirilma meydana gelir ve hiicre buonarimi yapamaz.

Apoptozisin baslangicinda hiicreler birlesme bolgelerinden ayrilir, 6zellesmis yiizey
organellerini kaybeder ve belirgin sekilde biiziiliir, birka¢c dakikada hacimlerinin 1/3’{inii
kaybederler. Bu goriiniim, muhtemelen plazma membraninda bulunan iyon kanallar1 ve
pompalarinda aktivasyonun bozulmasina baglidir. Apoptotik hiicrelerin bulundugu dokulardan
elde edilen kesitler 151k mikroskopunda incelendiginde, hiicreler, etrafinda acik bir halo ile

goriilmektedir (Resim 2).
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Daha sonra plazma membraninda tomurcuklanmalar olusur ve hiicre, sitoplazma ile

¢evrilmis kromatin pargalarindan olusan apoptotik cisimciklere parcalanir (35).

Resim-2: Epidermiste apoptozis

Apoptotik hiicreler komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan tanmnir ve fagosite edilir.
Apoptotik hiicrelerin taninmast ve saglam hiicrelerden ayrilmasi plazma membranindaki
degisikliklerle olur. Normalde hiicre membranininn i¢ tabakasinda olan fosfatidil serin,
aminofosfolipid transferaz enzimiyle membranin dis yapragina gé¢ eder. Fagositik hiicrelerin

vitronektin, lektin 6zelligindeki reseptorleri fosfatidil serin ile baglanir ve fagositozu uyarir(26).

2.3.2.Apoptozisle nekroz arasindaki farklar

Apoptozisi anlamak i¢in nekroz ile karsilagtirmak énemlidir. Nekrozis fizyolojik bir 6liim
sekli olmamasina ragmen apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik sartlar altinda meydana
gelebilir. Diger bir ifadeyle apoptozis hem saglikta hem de hastalikta karsimiza ¢ikmaktadir.
Apoptozis morfolojik olarak 6zgilindiir. Nekrozisde hiicre igine asir1 sivi girmesi sonucu hiicre
siserken (cell swelling), apoptotik hiicre tam tersine kiigliliir (cell shrinkage). Nekrozisde
kromatin paterni hemen hemen normal hiicredeki goriintiiye benzerdir ama apoptotik hiicrenin
kromatini niikleus membranmin g¢evresinde toplanir (chromatin aggregation) ve kondanse
(chromatin condensation)olur. Nekrotik hiicrenin plazma membrani biitiinliigiinii kaybeder ve
hiicre i¢inden disma hiicre i¢i materyallerinin ¢ikist gerceklesir (Sekil 3). Oysa apoptotik hiicre

membrani intaktir ve tizerinde kiigiik cepcikler (membrane blebs) olusur (36) (Tablo1).
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Tablo-1: Apoptozis ile nekroz arasindaki farklar

Ozellik Nekroz Apoptozis
Yol acan Iskemi Biiylime faktorii eksikligi
nedenler Hipertermi Hiicre yaglanmasi, HIV
Hipoksi Kanser ilaglari, radyasyon
Viral enfeksiyon Yiiksek doz glukokortikoid
Toksik maddelerin yiiksek Fas veya TNRF-1 reseptorlerinin aktivasyonu
konsantrasyonlari Sitotoksik T lenfositler
Siddetli oksidatif stress Cok siddetli olmayan oksidatif stress
Morfolojik Hiicre membram biitiinliigliniin Intakt hiicre membrani fakat membranda
zellikler kaybi1 “bleb”lerin olusumu
Kromatin “flocculation”u Kromatinin niikleer membran civarinda
Hiicre sismesi toplanmasi ve yogunlasmasi, hiicre kiigiilmesi
Organellerin disintegrasyonu Organellerde disintegrasyon yok
Endoplazmik retikulumun Hiicrenin 1nta¥<t mitokondri, 'rl'bozom, niikleus
. parcalar1 ve diger organelleri igeren membranla
dilatasyonu oL
kapl apoptotik cisimciklere pargalanmasi
Biiyiik vakuollerin olusumu
Hiicre lizisi
Biyokimyasal | Bozulmus iyon hemostazisi Kontrollu, baz1 aktivasyonlarm ve enzimatik
ozellikler ATP gerekmez (pasif siireg) basamaklarin olmast
o ATP gereklidir (aktif siireg)
+4 C’ de gergeklesebilir .
DNA rastgele parcalanir (agaroz jel 4 C” de gergeklesmez
elektroforezinde “smear” DNA internukleozomal alanlarda 180 kb
gOriintiisii) ciftinin katlar1 olacak sekilde kirilir mono ve
Postlitik DNA fragmentasyonu oligonukleozomlara ayrilir (merdiven patterni)
(6liimiin geg safhasinda) Prelitik DNA fragmentasyonu
Diger Hiicreler gruplar halinde 6liir Hiicreler tek tek veya birkagi birarada oliir
ozellikler Fizyolojik olmayan (patolojik) Fizyolojik sartlarda da gergeklesebilir
etkiler sonucu gergeklesir Komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan
Lizozomal enzimler salinir fagosite edilirler
Inflamasyona neden olur Inflamasyon gériilmez
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NEKﬁOZ APOPTOZIS

Sekil-3: Apoptozis ile nekroz arasindaki farklar

2.3.3.Apoptozis mekanizmasi

Apoptoz iki yolla gerceklesir (Sekil 4);
I- Instrinsik (Mitokondriyal) yol
II- Ekstrinsik yol

a- Direkt mekanizma

b- Dolayli mekanizma

Apoptozu tetikleyen hiicre i¢i sinyaller; DNA hasari, hiicre i¢i Ca++ diizeyiartisi, pH
azalisi, metabolik ve/veya hiicre siklus bozukluklar1 ve hipoksidir. Hiicre dis1 sinyaller ise
biiylime ve lireme faktdrlerinin yetersizligi, 6liimreseptorlerinin aktivasyonu (FAS — FAS ligand
aracilig1 ile apoptoz, TNFaracilig1 ile apoptoz), sitotoksik T lenfosit ve dis etkenler (iskemi,
toksinler, UV, kemoterapdtik ilaglar, radyasyon)’dir. Her 2 sinyal yolunda da kaspazlar gorev
almaktadir. Hiicre i¢i sinyaller instrinsik apoptoz yolunu devreye sokarken, hiicre dis1 sinyaller

ekstrinsik yol ile apoptozu indiikler (37,38,39).
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2.3.3.1. Instrinsik yol

Hiicre ici sinyallerle apoptotik uyari alinmasindan sonra proapoptotikproteinlerden Bid;
bir antiapoptotik protein olan Bcl-2yi inaktive eder, Bax veBak’1 aktiflestirir. Aktiflesen Bax ve
Bak mitokondri membraninda porolusumunu indiikleyip zar potansiyelini degistirir (40).
Boylelikle mitokondrimembranindaki porlardan sitokrom-c, Second mitochondria-derived
Activator of Caspase (SMAC), Endonukleaz-G (Endo-G), Ca++ ve AIF (Apoptozindiikleyici
faktdr) salmimmi uyarir. Sitokrom-C, oksidatif fosforilasyon iginelektron tasir. SMAC, Inhibitor
apoptotik faktér (IAF)’i inhibe eder veapopitozu hizlandirir. IAF’nin ortamda bulunmasi ise
kaspaz-3 ve kaspaz-8aktivasyonunu engeller. IAF, ¢ekirdege transloke olur ve parcalara ayirir.
ENDO-G de DNA’y1 pargalar. Mitokondriyal porlardan salinan sitokrom-c,Apoptotik proteaz
aktive eden faktor-1 (Apaf-1) ve ATP’nin katilmasiylasitozolde Apopitozom denen bir kompleks
olusturur (41,42,43). Apopitozom kaspaz-9’u keserek aktiflestirir. Kaspaz-9 da prokaspaz-3’ii
aktif kaspaz-3 halinegetirir. Aktif kaspaz-3 de Inaktif kaspaz aktive edici DNaz
(ICAD)’unaktiflestirerek Kaspaz aktive edici DNaz (CAD)’1 serbestlestirir. CAD isegekirdekte
kromatin yogunlasmasma ve DNA’nm nukleozomal alt birimlerhalinde fragmante olmasina

neden olur (39,41,44).
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Sekil-4: Apoptozis mekanizmasi
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2.3.3.2.Ekstrinsik yol

Hiicre yilizeyindeki 6liim reseptorlerine (Fas, TNRF, DRS) 6liim sinyallerinin (FasL,
TNF-alfa, TRAIL) baglanmasiyla reseptorler trimerik yapi kazanir. Bu sekilde trimerik yap1
kazanan reseptor; adaptor molekiilleri ve prokaspazla birleserek Death inducing singnaling
complex (DISC) adi verilen yapiyr olusturur. Bu birlesmeden sonra inaktif durumdaki
prokaspaz-8’in uzun ve kisa kollar1 kesilerek aktif kaspaz-8’in olusmas1 saglanir. Aktif kaspaz-8
dogrudan ve dolayli olmak tizere 2 yolla kaspaz-3’i aktive eder. Ya direkt kapsaz-8 kaspaz-3’ii
aktive eder ya da Bid’i keserek dolayl olarak instrinsik mekanizmada kaspaz-9’u aktive ettikten
sonra kaspaz-3’li aktive eder. Her 2 yolla da aktive olan kaspaz-3 yine CAD aktivasyonu ile

DNA fragmantasyonuna neden olur(40,41, 45).

Organizmada apopitozisi uyaran ve engelleyen cok sayida gen bulunmaktadir (46) (Tablo

2).

Tablo-2: Apoptozis ve Genler

Apoptozisi baskilayan genler Apoptozisi indiikleyen genler
e Bcl-2 grubundan; BHRL-1, bcl-x1, bcl-w, e Bcl-2 grubundan; Bad, Bax, Bak, Bcl-
bfl-1, brag-1, mcl-1, Al xS, bid, bik, Hrk1
e c-abl geni e c-myc
e ras onkogeni e p53,p2l
e coziinebilir fas o fas (CD95/APO1)
e p35 FADD/MORT, RIP, FAST
e A20 o interlokin doniistiirlici enzim benzeri
proteinler (ICE)
e LOH (MTS1/CDK41)

2.4.0ksidatif Stress ve Antioksidan Sistem

Tiim canlilar i¢in 6nemli bir element olan oksijen; hidrojen, karbon, nitrojen ve kiikiirt ile
birlikte organik molekiillerin temel yap1 taslarmi olusturur (47). Bu nedenle oksijen hayatin
devam ettirilmesi i¢in 6nemli bir molekiildiir. Ancak oksijenin viicutta kullanimi sirasinda
serbest radikaller olarak bilinen ve lipit, protein ve DNA gibi hiicrenin hayati bilesenlerine hasar

veren son derece reaktif ara metabolitler olusmaktadir (48,49).
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Organizmada en aktif radikal iireticiler fagositik hiicrelerdir. Membrani olusturan
fosfolipitler, glikolipitler, gliseritler, DNA, doymamis yag asitleri ve membran proteinleri gibi
oksitlenebilen tiim hiicre elemanlar1 radikaller i¢in ¢ekici hedeflerdir (50). Viicutta metabolizma
sonucu olusan bu reaktif metabolitleri ortadan kaldirmak ve hasar olusumunu engellemek i¢in
cesitli savunma mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar genel olarak antioksidan sistem olarak
adlandirilir. Zaman zaman oksidan molekiiller, belirli diizeyin {istiine ¢ikarak reaktif oksijen
irtinlerinin =~ olusumunu  durduramamakta  ve  antioksidatif  defans  mekanizma

dengesinibozmaktadir (Sekil 5) (51,52).

Tim metabolik aktivitelerde serbest radikaller olusabilmektedirler. Viicuda disaridan
verilen pek ¢ok ilag oksidatif strese neden olabilmektedir. Serbest radikaller veya oksidanlar, dis
orbitallerinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron bulunan, kisa omiirlii, stabil olmayan
reaktif atom, iyon veya molekiillerdir (53). Bilindigi gibi organizmada enerji agiga ¢ikmasi,
metabolik stlireglerde ortaya c¢ikan serbest elektronlarin bir sistemden digerine aktarilmasinin
sonucuyla olugsmaktadir. Aktarilma esnasinda elektron transfer zincirinden sizan elektronlarin
olusturdugu oksiradikaller (Sekil 6) hiicrelerde biitlinliik ve gegirgenlik bozukluklari
olusturmaktadir (48).

Oksidatif stres

Sekil-5:Oksidatif stres olusumu

Oksidatif stres insanlarda ¢esitli hastaliklarin gelisiminden ve yaslanmadan sorumlu
tutulmaktadir. Bu hastaliklar arasinda ¢esitli kanserler, kalp ve damar hastaliklar1 (ateroskleroz,
kalp yetmezligi, miyokard infarktiisii), Parkinson ve Alzheimer sayilabilir. Ancak reaktif oksijen

bilesikleri immiin sistemde patojenlere kars1 savunma yolaginda yararhdir (54,55).

19



e

\

e
. 2H+ \ = +
\ \ \ i

Olesi - Tesit
]l“? e'.n'.. Siipex

AN

e e

Hidrojen - Hidrolesil Su
Pexolesit radilah
H,0

Sekil-6: Serbestlesen oksijen molekiillerinin olusturdugu radikaller

2.4.1.Reaktif Oksijen Bilesikleri

Viicutta oksijenin kullanimi sirasinda ortaya ¢ikan reaktif oksijen iiriinleri 6zetle Hata!

Basvuru kaynagi bulunamadi.3’de gosterilmistir (54,56).

Tablo-3: Reaktif oksijen tiriinleri

Maddenin Ad1 Formiilii Aciklama

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

Hidrojen Peroksit H,0, Iki elektron kaybetmis formdur. Siiperoksit anyonundan
veya direkt olarak oksijenden olusur. Yagda ¢oziiniir ve
membranlar1 gecebilir.

Hidroksil Radikali -OH Uc elektron kaybetmis formdur. Fenton reaksiyonu
sonrasi 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-
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Hipoklordz Asit HOCI Miyeloperoksidaz  tarafindan  hidrojen  peroksitten
olusturulur. Yagda ¢Oziiniir ve membranlar1 gecebilir.
Tiyol, amino gibi protein gruplarini 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.

2.4.2.Antioksidan Maddeler

Oksidanlara kars1 viicudun iirettigi veya disardan besin olarak alip kullandig: oksidatif
stresi azaltan maddeler antioksidan maddelerdir. Organizma gerek i¢ (sindirim, solunum,
hastalik, yaralanma vb.) ve gerekse dis (cevresel faktorler) etkenlerin uyarimlariyla siirekli
oksidanlara maruz kalmaktadir. Olusan oksidan molekiiller hiicrelere ve dokulara saldirarak
zarara neden olur (57). Organizmada, reaktif oksijen radikallerine ve diger prooksidanlara karsi,
diisiik molekiil agirlikli serbest radikal gidericiler ve antioksidan enzimler mevcuttur. Reaktif
oksijen tiirlerine kars1 hiicre i¢i ve hiicre dis1 enzim ve nonenzim (enzim olmayan) savunma

mekanizmasina antioksidan savunma sistemi denilmektedir (58,59).

Glutatyon (GSH) viicudun kendi iirettigi antioksidan maddedir. Hiicreyi serbest
radikallerin ve peroksitlerin hasarmdan korur. Igerdigi tiyol gruplarmin indirgeyici 6zelligi
vardir. Elektron vericisi olarak davranip sitoplazmik proteinlerdeki disiilfid baglarmi sisteine
indirger, bu sirada okside formu olan glutatyon disiilfide (GSSG) doniisiir. GSSG da GSH

rediiktaz tarafindan tekrar kullanilmak {izere glutayona doniistiiriiliir (60,61).

Diyetle alman vitaminlerden A vitamini, Beta karoten (C vitamini) ve E vitamini ile eser
elementlerden demir, bakir, krom, selenyum, vanadyum ve kobaltin da antioksidan ozellikleri

vardir (54).
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2.4.3.Antioksidan Savunma Mekanizmasi

Antioksidanlar 4 farkli mekanizma ile oksidanlarin zararlarini 6nlerler (52).

1. Temizleme etkisi: Enzimler tarafindan oksidan molekiilleri zayif hale getirilmesi ve

oksijen ile reaksiyona girerek ya da onun yerini alip lokal oksijen konsantrasyonunu

azaltabilmeleri,

2. Baskilama etkisi: Oksidanlara bir hidrojen molekiilii verilerek hidroksil radikali

yapisinda yer alan hidrojen atomlar1 ile bag olusturabilecek yapidaki iiriinleri temizleyip

peroksidasyonun baslamasini 6nleyebilmeleri,

3. Onarma etkisi: Serbest radikallerin olusturdugu hasarlar1 onarabilmeleri,

4. Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini engelleyen bu etki

hemoglobin, seruplazmin ve E vitamini tarafinda yapilir. Zincir kirict antioksidanlar arasinda

fenoller, aromatik aminler ve en yaygin olan a- tokoferoller yer almaktadir.

Hiicrenin antioksidan savunma mekanizmasi Sekil 7°de goriilmektedir (62).
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Sekil-7:Hiicrenin antioksidan savunma mekanizmasi
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2.4.4.Antioksidan Enzimler

Oksidanlar1 azaltmaya ve hiicreleri onlara karsi koruyan antioksidan o6zelligi olan
enzimler vardir. Ozellikleri asagida belirtilmistir. Sematik olarak enzimlerin gdrev yaptigi

basamaklar Hata! Bagvuru kaynag1 bulunamadi.8’de gosterilmistir.

Siiperoksit Dismutaz: Siiperoksit bilesigini oksijen ve hidrojen peroksite ayrir. Insanda

sitoplazmada, mitokondride ve hiicre dig1 bulunan fig tiirii vardir (63).

GSH Peroksidaz: Lipid hidroperoksitlerini indirgeme ve hidrojen peroksiti suya ¢evirme

ozellikleri vardir. Reaksiyon sonucunda monomer yapidaki GSH, GSH disiilfide doniistir.

Katalaz: Hidrojen peroksiti su ve oksijene parcalar. En hizli ¢alisan enzimlerden biridir.

Tek bir katalaz molekiilii saniyede milyonlarca hidrojen peroksit parcalar (64).

GSH Rediiktaz: Okside GSH’1 NADPH kullanarak monomerik GSH’a doniistiirerek

dongiiyii tamamlar (61,65).

Hem Oksijenaz: Hem’in biliverdine doniisiimiinde rol alir (66).
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Sekil-8: Antioksidan enzimler ve gorevleri

2.5.Total Antioksidan Seviye (TAS)

Organizmada endojen ve eksojen nedenlerle olusan serbest radikaller oksidatif strese
neden olur. Kan, serbest radikallerin antioksidan sistem tarafindan temizlenmesinde 6nemlidir.
Kan antioksidanlar1 viicudun tamamima tasir (67). Serbest demiri toplayan transferin ve
seruloplazmin gibi zincir kiric1 antioksidanlarda plazmada bulunmaktadir. Urik asit, albiimin ve
askorbik asit plazmadaki total antioksidan seviyenin % 85’inden fazlasini olusturur.
Antioksidanlar plazmada kendi aralarinda etkilesim i¢indedirler. Bu sekilde tek baglarina
gosterdikleri etkiden daha fazla etki gosterebilmektedirler. Glutatyonun askorbati, askorbatin da
a- tokoferolii yeniden aktiflestirmesi buna Ornektir. Total antioksidan durumun belirlenmesi

antioksidanlarin tek tek oOlciilerek belirlenmesinden daha degerlidir (57,68).

2.6.Total Oksidatif Stres (TOS)

Oksidan ve antioksidan dengenin oksidanlar lehine bozulmasina oksidatif stres denir.
Oksidatif stresin total degeri Total Oksidatif Stres (TOS) olarak ifade edilir. Bu durum asir1
olusan reaktif oksijen radikalleri veya antioksidan tampon sisteminin yetersizligi sonucu olusur.
Reaktif oksijen radikalleri hiicrenin DNA, lipit ve protein benzeri molekiillerine zarar verir

(57,68).
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2.7.0Oksidatif Stres Indeksi (OSI)

Total oksidanlarin seviyelerinin, total antioksidanlarin seviyelerine bdliinmesiyle elde

edilir. Degerin yiiksek olmas1 oksidatif stresin artigini gosterir (57,68).

2.8.Paraoksonaz

Paraoksonaz (PON) gen ailesi, insanlarda 7. kromozomun uzun kolunda lokalize olan ve
birbirine komsu PON1, PON2 ve PON3 adli genleri igermektedir. PON-1, hem paraoksonaz hem
de arilesteraz aktivitesine sahip kalsiyum bagimli bir ester hidrolazdir. Baslica karacigerde
sentezlenip dolagima saliman serum PON-1 enzimi, organofosfatlar, arilesterler ve laktonlar dahil
bir ¢cok substrat iizerine hidrolitik etkiye sahip bir proteindir (69). PON-1’1n, hiicre membranlari
ve lipoproteinler {izerine serbest radikallerin yol ac¢tig1 lipit peroksidasyonuna karsi antioksidan

etki gosterdigi gozlenmistir (70).

2.9.0ksidatif Durumun Saptanmasi: Erel Yontemi

Ozcan Erel tarafindan tamimlanmis oksidatif stresi saptamak igin kurgulanmis bir
laboratuvar yontemidir. 2004 yilinda total antioksidan kapasiteyi kolorimetrik olarak Olgen
“Total Antioksidan Seviye (TAS)” olarak adlandirilan sistemi, 2005 yilinda da reaktif oksijen
dirtinlerinin total degerini veren “Total Oksidan Seviye (TOS)” sistemini yaymlamistir (71,72).
Her iki sistem de alternatiflerine gore kolay, ucuz, duyarli, giivenilir ve tam otomatik 6l¢iim

yapan sistemlerdir ve bir¢ok calismada beraber kullanilmistir (73-74).
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calisma Dicle Universitesi Saglik Bilimleri uygulama ve arastrma merkezi
(DUSAM)’da gergeklestirildi. Etik kurul onay1 Dicle UniversitesiHayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu (DUHADEK)’dan (11.02.2014 tarihli ve 2014/05 protokol numarali) alinarak baslatilan
calismada deney hayvanlart DUSAM’dan saglandu.

3.1. Cahisma gruplarinin olusturulmasi

Calismamizda agirhiklart 180-240 gr arasinda olan erkek eriskin Wistar-albino rat
kullanildi. Sham, Balanced Salt Solution = dengeli tuz soliisyonu (BSS) ve ila¢ gruplarmin her
birinde denek sayis1 n:10 olarak belirlendi (Tablo 4). Toplam rat sayist 30 olarak planlandi. Tiim
ratlar deney siiresinde bir hafta boyunca ayni laboratuar ortaminda tutuldular. Ratlar 12 saat gece
ve 12 saat giindiiz sikliisiinde oda sicakliginda ve standart kafeslerde en fazla beserli gruplar
halinde tutuldular. Ratlar deney siiresince sebeke suyu ve standart rat yemi ile beslendi ve

standart oda sicaklig1 saglandi.

3.2. Intrakameral Enjeksiyon Modeli

Cerrahi islemler i¢in steril cerrahi aletler kullanildi. Ratlarin anestezisinde Ketamin ve
Xylazine kombine kullanildi. Ketamin (87 mg/kg) (Ketalar ®, Pfizer ilaglar1 Ltd. Sirketi,
Istanbul, Tiirkiye) 0.87 cc olarak ve Xylazine (13 mg/kg) (Rompun-%2 Bayer) 0.13 cc
dozlarindakikarisim hazirlandi. Kilograma uygun olarak (yaklasik 0.33 cc) intraperitoneal
enjeksiyonu ile anestezi saglandi (72). Anestezi, ratlar agriya yanitsiz olacak ve deney sirasinda
spontan solunumlarina devam edecek sekilde ayarlandi ve gerektiginde ek doz verildi. Ratlarin
gozleri korneoskleral forceps ile tespit edilip saat 12.00 yoniinde 30 G’ luk igne ile limbusa teget
olarak on kamaraya girilerek tedavi grubuna 0.01 cc Sefuroksim (0,1 mg/ 0.01 ml) ve kontrol
grubuna 0.0lcc BSS verildi. On kamaraya ila¢ ve BSS verilmesi esnasinda rat gdziiniin
biitlinliigii korundu. Sham grubuna islem yapilmadi. 2. Giin BSS grubuna ait ratlardan birisinin

kafeste 6lii olarak bulundugu tespit edildi. Enjeksiyondan 7 giin sonra ayni anestezik madde ve
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dozlariyla uygulanan anestezi altinda ratlarin histopatolojik ve biyokimyasal inceleme ig¢in
kornea dokusunun tamami alindi. Anestezi altinda anatomik yapiya uygun olarak batin a¢ild1 ve
vena cava inferiordan kan Ornegi alindi. Daha sonra tiim ratlara dekapitasyon uygulandi.
Orneklerin biyokimyasal ve histopatolojik incelemesi, Harran Universitesi T1p Fakiiltesi Egitim
ve Arastrma Hastanesi Biyokimya ve Patoloji laboratuarlarinda gerceklestirildi. Kornea
endotelinde kaspaz 3 ve 8 ile immunohistokimyasal yontem ile apoptosis arastirildi. Kornea
endotel dokusu ve kan 6rneginde oksidatif stres faktdrlerinden total oksidan seviye (TOS), total
antioksidan seviye (TAS), oksidatif stres indeksi (OSI), Paraoksonaz (PON) ve Arilesteraz

seviyelerine bakildi.

Tablo-4: Calisma gruplarinin dzeti

Gruplar Rat sayis1 Tedavi protokolu

Grup 1 (Sham) 10 On kamaraya islem yapilmadi

Grup 2 (BSS) 9 On kamaraya 0.01cc BSS

Grup 3 (Sefuroksim) 10 On kamaraya 0.01 cc Sefuroksim (0.1 mg/ 0.01 ml)

3.3. TOS Diizeyi Ol¢iimii

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

Sonuglar pmol H,O, Equivalent/ L olarak ifade edildi (72).

3.4. TAS Diizeyi Olciimii

Orneklerin TAS diizeyi, Rel Assay marka ticari kitler kullanilarak dl¢iilmiistiir. Olgiim
yontemi Ornekteki tiim antioksidan molekiillerin renkli ABTS* katyonik radikalini rediiklemesi
sonucu renkli radikalin antioksidan molekiillerin total konsantrasyonlariyla orantili olarak
dekolorize olmasi esasina dayanir. Kalibrator olarak E vitamininin suda ¢oziiniir bir analogu olan

Trolox kullanilir. Sonuglar mmol Trolox Equivalent/L olarak ifade edildi (71).
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3.5. Oksidatif Stres indeksi Ol¢iimii

Oksidatif Stresin bir gostergesi olarak gosterilen Oksidatif Stres Indeksi (OSI), Total
Oksidan Status/Seviye (TOS) diizeylerinin Total Antioksidan Status/Seviye (TAS) diizeylerine
oranmin yiizde derecesi olarak ifade edilir. Orneklerin OSI hesaplanirken TAS diizeyleri 10 ile
carpilarak TOS diizeyleri ile birimler esitlenir (75,76). Sonuglar Arbutrary Units (AU) olarak
ifade edildi.

TOS, umol H,O, Equiv. / L.

OSi = X 100

TAS, pmol trolox Equiv. / L.

3.6. Paraoksonaz 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
(O, O-diethyl-O-pnitrophenylphosphate), substratini  hidroliz ederek renkli p-nitrophenol
iirlinliniin olusmasima yol agar. Olusan iirliniin absorbans1 412 nm de kinetik modda izlenerek

enzim aktivitesi U/L olarak ifade edilir (77).

3.7. Arilesteraz Aktivitesi Olciimii

Antioksidan bir enzim olan PON enziminin arilesteraz aktivitesi de ticari Rel Assay
marka kit kullanilarak o6lgilildii. Bu test, O6rnegin icerdigi enzim tarafindan fenilasetat
substratindan enzimatik aktiviteyle agiga cikarilan fenoliin, kolorimetrik olarak 6l¢iilmesi esasina
dayanir (78). Sonuglar enzim aktivitesi ¢cok yiiksek diizeylerde oldugu icin kU/L olarak ifade

edilir.
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3.8.Kazpaz-3 ve Kazpaz-8 ile Boyanma

Kornea dokular1 % 10 formaldehit ile fikse edildi. Parafin bloklardan alinan 4 mm
kesitler kaspaz -3 ve kaspaz -8 ilestandart yontemle boyandi.Tonsillerdoku kontrol olarak
kullanild1 ve tiim 6rnekler 151k mikroskobu (Olympus BX51TF Olympus Corp., Tokyo, Japonya)
yardimiyla degerlendirildi.Immiinohistokimyasal boyanma yar1 kantitatif olarak asagidaki
sekilde degerlendirilmistir: - ; negatif boyanma, + ; Zayif boyanma, ++ ; Orta boyanmave +++

siddetli boyanma

3.9.Yapilan istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler SPSS 11,5 siiriimii (SPSS Inc. Chicago USA) bilgisayar programi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Sonuglar median (maksimum- minimum deger) olarak verildi.
Istatistiksel analizde nonparametrik test olan ANOVA testi uygulandi. Gruplara arasindaki
karsilagtrma icin Bonferoni analizi yapildi. Kazpaz 3 ve 8 diizeylerinin gruplar arasi
karsilastirilmasinda 2 testi ile yapildi. Istatistiksel olarak p<0.05 degeri anlamli olarak kabul
edildi.
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4.BULGULAR

Calismamizda agirhiklart 180-240 gr arasmnda olan erkek eriskin Wistar-albino rat
kullanildi. Sham, BSS ve ilag gruplarmin her birinde denek sayisi n:10 olarak belirlendi. Toplam
rat sayis1 30 olarak planlandi. BSS grubundan bir adet rat ikinci giin kafesinde 6lii olarak

bulundu. Calismamiz 10 adet sham, 9 adet BSS ve 10 adet sefuroksim grubu ile tamamland.

4.1.0ksidatif Stres ile Tlgili Bulgular

Oksidatif stres parametreleri ile ilgili olarak deney gruplarinda Erel yontemi ile TAS,
TOS degeri galisildi OSI degeri hesaplandi, PON ve Arilesteraz diizeylerine bakildi. Sonuglar
tablo halinde gdosterildi (Tablo 5,6).

Serum drneklerinde; TAS, OSI ve Arilesteraz gruplar arasmda herhangi bir istatiksel
fark yoktu. PON diizeyi acisindan sham ile sefuroksim gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulundu
(P= 0.027). TOS diizeyi agisindan sefuroksim ile BSS grubu arasindakifark anlamliydi(P=
0.023).

Kornea dokusunda; TOS, PON ve Arilesteraz gruplar arasinda herhangi bir istatiksel
fark yoktu. TAS diizeyleri sefuroksim ile sham gruplar1 arasinda (P< 0.001) ve sefuroksim ile
BSS gruplar1 arasinda (P< 0.001) anlamhi fark bulundu. BSS ve sham gruplar1 arasinda TAS
diizeyleri agisindan anlaml fark yoktu. OSI diizeyleri sefuroksim ile BSS gruplar1 arasinda (P=

0.001) ve sefuroksim ile sham gruplar1 arasinda (P =0.026) anlaml1 fark bulundu.

Tablo-5:Serumda oksidatif stres parametrelerinin karsilastiriimasi

Gruplar Sham grubu (n=10) | BSS grubu (n=9) | Sefuroksim grubu P
(n=10)

TAS(mmolTrolox®equiv | 0.96 (0.83- 1.08) 1.02 (0.86- 1.17) 0.93 (0.77- 1.11) 0.210

/L)

TOS(mmol HyOzequiv/L) | 22.24(12.53-26.56) | 25.19(18.43- 16.94 (14.45-26.64) | 0.026

37.27)¢

OSIi(Arbitrary Unit) 2.31 (1.46- 3.16) 2.53 (1.78-3.18) 2.03 (1.52-2.40) 0.070

PON(iinite/litre U/L) 112.23(70.63- 99.79(76.46- 90.07 (76.92- | 0.024
144.50)"* 108.22) 110.81)

Arilesteraz (U/L) 136.50 (83.56- | 120.41(96.66- 115.45(88.81- 0.132
175.06) 132.70) 135.27)

TAS; Total antioksidan seviye, TOS; Total oksidan seviye, OSI; Oksidatif stres indeksi, PON; Paraoksonaz ve

Arilesteraz
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Tablo-6: Kornea dokusu oksidatif stres parametrelerinin karsilastiriimasi

Gruplar Sham grubu (n =10) | BSS grubu(n=9) | Sefuroksim grubu p
(n=10)

TAS(mmolTrolox®equiv/L) | 0.06 (0.05- ] 0.04  (0.02-0.16) | 0.19 (0.12- 0.47) <0.001
O.IO)b*** Cofeskk

TOS(mmol H,O,equiv/L) 8.19 (7.05- 10.25) 7.34 (5.92-10.19) | 8.67 (6.56-10.86) | 0.140

OSi(Arbitrary Unit) l}2.20 (7.19- 15.73) | 14.88(4.10-32.87) | 4.13 (2.30- 7.78) 0.001
% Coksk

PON(iinite/litre U/L) 3.86 (2.01-5.61) 3.54 (0.57-6.26) 4.24 (1.86- 7.76) 0.453

Arilesteraz (U/L) 5.24 (1.94-6.02) 2.81 (2.15- 4.80) 3.08 (1.10- 10.49) | 0.397

TAS; Total antioksidan seviye, TOS;Total oksidan seviye, OSI;Oksidatif stres indeksi, PON; Paraoksonaz

ve Arilesteraz.

*: P<0.050
**: P<0.010
**%: P<0.001

a. Sham grubu ile BSS grubu arasinda anlamli fark vardir.

b. Sefuroksim ile Sham grubu grubu arasinda anlaml fark vardir.

c. Sefuroksim grubu ile BSS grubu arasinda anlamli fark vardir.

4.2 Apoptozis ile Tlgili Bulgular

Kornea endotelinin incelenmesinde; Kaspaz-3 ve kaspaz-8 ile immiinohistokimyasal

boyama sonuclarina gore; Sefuroksim BSS grubu ile kaspaz-3 aktivitesi yoniinden anlamli bir

iliskiye sahipken ( P= 0.007), kaspaz-8 aktivitesi yoniinden fark tespit edilmedi (P=0.541).

Sefuroksimin sham grubu ile kaspaz-3 ( P= 0.270) ve kaspaz-8 ( P= 0.494) aktivitesi
yoniindende fark tespit edilemedi (Tablo 7, Resim 3-10 ).

Sham ile BSS gruplar1 arasinda kaspaz-3 aktivitesi yOniinden anlamli bir iliskiye

sahipken ( P=0.018), kaspaz-8 aktivitesi yoniinden fark tespit edilmedi (P=0.623).
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Tablo-7:Imiinohistokimyasal kaspaz-3 ve kaspaz-8 boyanma sonuglarmin karsilastirilmasi

Kaspaz -3 - + ++ Kaspaz -8 -+
Sham grubu 5 5 0 0 4 4 1 1
BSS grubu 6 0 3 0 3
Sefuroksim grubu

(V)
~
—_
=]
(@)
[V}
=]

(-) : Negatif boyanma, (+) : Zayif boyanma, (++) : Orta boyanma, (+++) : Yogun boyanma

Resim-4: Kornea endotel hiicrelerinin immiinohistokimyasal kaspaz-3 boyama; zayif (B)
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Resim-5: Kornea endotel hiicrelerinin immiinohistokimyasal kaspaz-3 boyama; orta (C)

Resim-6:Kornea endotel hiicrelerinin immiinohistokimyasal kaspaz-3 boyama; yogun (D)
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Resim-7: Endotel hiicrelerinin immiinohistokimyasal kaspaz-8 boyama; negatif (A)

Resim-8: Endotel hiicrelerinin immiinohistokimyasal kaspaz-8 boyama; zayif (B)
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Resim-9: Endotel hiicrelerinin immiinohistokimyasal kaspaz-8 boyama; orta (C)

Resim-10: Endotel hiicrelerinin immiinohistokimyasal kaspaz-8 boyama; yogun (D)
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5.TARTISMA

Sefuroksim intraokiiler cerrahide endoftalmi profilaksisi i¢in uygulanmaktadir.
Sefuroksim kullanimu ile ilgili bazi komplikasyonlarla ilgili yaymlardan dolayi, sefuroksimin
kornea ve kanda oksidatif stres ve apoptozis lizerine olan etkilerini arastirmak i¢in deneysel
calisma planladik. Insan kornea dokusu iizerinde yapilamadig1 i¢in bu c¢alismayr deney
hayvanlarinda yaptik. Deney hayvani olarak kullanilan ratlarim  kornea dokularinin
immunohistokimyasal olarak incelemesinde; I) Sefuroksim ile BSS grublar1 arasindaki
karsilagtrmada, kaspaz 8 aktive olmazken kaspaz 3 aktive olmakta ve apoptozis
indiiklenmektedir. 1) BSS ile sham grubunun kaspaz 3 aktivitesi karsilastirildiginda, BSS’in
apoptozise karsi koruyucu roliiniin olabilecegi desteklenmektedir. Kaspaz 8 aktivitesi yoniinden
iki grup arasinda anlamli fark yoktur. III) Sefuroksim ve sham grubu arasinda Kaspaz 3 ve 8

aktiviteleri arasinda anlamli fark yoktur.

Serumda oksidatif stresin arastirilmasinda; I'V) Her ne kadar BSS ile sefuroksim arasinda
TOS yéniinden bakildiginda anlamli sonug bulunsa da, OSI yoniinden anlamli farklilik olmamasi
TOS’un negatif etkilerinin TAS tarafindan nétralize edildigini diistindiirmektedir. Kullanilan

ilaglarin serumda oksidatif stres {izerinde etkisinin olmadigini gostermektedir.

Korneanin biyokimyasal olarak oksidatif stres diizeyinin incelenmesinde; V) TAS
diizeylerinde sefuroksim ile sham grubu arasinda anlamli farklilik mevcuttur. Bu farklilik
sefuroksimin oksidatif stresi arttirmasi seklinde olmaktadir. VI) TAS diizeylerinde sefuroksim ile
BSS grubu arasinda karsilastirildigina, sefuroksimin oksidatif stresi arttirdigr bulunmustur. Bu
bize BSS’in, korneada apoptoza kars1 koruyucu rolii oldugunu gdstermektedir. VII) OSI’de
sefuroksim ile sham grubu arasindaki istatistiksel karsilastirmada, sefuroksimin oksidatif stresi
artirict roliinii gostermektedir. VIII) OSI’de sefuroksim ile BSS grubu arasindaki istatistiksel

karsilagtirmada, BSS’in oksidatif strese kars1 koruyucu roliinii gostermektedir.

Oksijen; hidrojen, karbon, nitrojen ve kiikiirt ile birlikte organik molekiillerin temel yap1
taglarimi olusturur (47). Oksijen hayatm devam ettirilmesi i¢cin dnemli bir molekiildiir. Ancak
oksijenin viicutta kullanimi sirasinda serbest radikaller olarak bilinen ve lipit, protein ve DNA

gibi hiicrenin hayati bilesenlerine hasar veren son derece reaktif ara metabolitler olugmaktadir
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(48,49). Organizmada en aktif radikal iireticiler fagositik hiicrelerdir. Membrani olusturan
fosfolipitler, glikolipitler, gliseritler, DNA, doymamis yag asitleri ve membran proteinleri gibi
oksitlenebilen tiim hiicre elemanlar1 radikaller i¢cin ¢ekici hedefleri olustururlar (50). Viicutta
metabolizma sonucu olusan bu reaktif metabolitleri ortadan kaldirmak ve hasar olusumunu
engellemek i¢in antioksidan sistem olarak adlandirilan ¢esitli savunma mekanizmalar1 vardir.
Zaman zaman oksidan molekiiller, belirli diizeyin istiine ¢ikarak reaktif oksijen iirlinlerinin

olusumunu durduramamakta ve antioksidatif defans mekanizma dengesini bozmaktadir (51,52).

Organizmada enerji ac¢i@a c¢ikmasi, metabolik siireclerde ortaya c¢ikan serbest
elektronlarm bir sistemden digerine aktarilmasmin sonucunda olusmaktadir. Bu esnada elektron
transfer zincirinden sizan elektronlarin olusturdugu oksiradikaller hiicrelerde biitiinlik ve

gecirgenlik bozukluklar1 olusturmakta ve organizmaya zarar vermektedir (48).

Sefuroksimin kornea endotel hiicreler {izerine ve serumda oksidatif stres lizerine etkisi ile
ilgili literatiir ¢calismas1 yoktu. Fakat oksidatif stres ile ilgili yapilan g6z caligmalarinda; Shin ve
arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligmada insan kornea endotel hiicre kiiltiiri ¢alismasinda, Clusterin
(apolipoprotein J) ’nin oksidatif strese bagli hiicre Sliimiine karsi koruyucu olabilecegi ifade
edilmektedir (79). Wistar ratlar iizerinde yapilan deneysel Aspergillus flavus ile olusturulan
fungal keratitte, oksidatif stresin artmis oldugu vurgulanmiglardir (80). Baska bir calismada,
kornea lokalizasyonu ve islevi nedeniyle, gilines 15181 ve atmosferik oksijene maruz kaldigidan
dolay1 oksidatif stres diizeyinde artma meydana gelmektedir. Keratokonus ve Fuchs’un
endotelial distrofisinin patolojisinde oksidatif stresin 6nemli rolii oldugu bu ¢alismada
vurgulanmigtir (81). Bizim c¢alismamizda ratlarda intrakameral olarak verilen sefuroksim,

serumda oksidatif stres diizeyini etkilemezken korneada oksidatif stresi artirmaktadir.

Oksidatif stres, apoptozisi indiikleyen faktorlerden birisidir. Apoptozis, gelismis
organizmalarda hiicreler arasi iliskilerin geregi olarak gereksinim duyulmayan ve fonksiyonlar:
bozulan hiicrelerin, ¢evreye zarar vermeden programli olarak 6liimiidiir. Deri, gastrointestinal
sistem ve immiin sistem gibi pek ¢ok dokuda devamlilik apoptozis ve hiicre yenilenmesine

baghdir (26).
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Wyllie, 1980 yilinda deneysel apoptozisi, glukokortikoidlere maruz birakilan
olgunlasmamis timus hiicrelerinde gerceklestirmis ve apoptotik hiicre DNA'sinin elektroforetik
jel ayrimini yaparak, hiicrede DNA biitiinliigliniin kalmadigini, apoptotik hiicre i¢in karakteristik

olan merdiven tarzinda DNA bantlarmnin olustugunu gostermistir (30).

1993 yilinda Cohen ve arkadaglar1 yiiksek dozda kullanilan steroidlerin timus hiicreleri
iizerine etkilerini incelemis ve timus hiicrelerinde direkt olarak apoptozisin gerceklesmedigi,
hiicre Oliimiine neden olacak genleri olusturulmasindan sonra, hiicreleri apoptozise
yonlendirdigini bildirmislerdir (31). Boylece bu calisma ile apoptozisin genler tarafindan kontrol

edilen programli bir hiicre 6liimii oldugu ortaya ¢ikmistir (32).

Sefuroksimin kornea endotel hiicreleri iizerine apopitotik etkisi ile ilgili arastirdigimiz
kadariyla literatiir calismasina rastlamadik. Fakat apopitozis ile ilgili yapilan goz ¢aligmalarinda;
L-karnitin ile insan korneal epitel hiicrelerinde apopitozisle ilgili olarak yapilan calismada, L-
karnitin hiperosmotik stres altindaki insan kornea hiicrelerinin hacmini diizenleyici ve
hiperosmotik strese bagli apopitozisi azaltabilecegi belirtilmistir (82). Domuz kornea endotel
hiicre kiiltiiriinde yapilan calismada, mitomisinin indiikledigi hiicresel apopitozun, kaspaz-8 ve
kaspaz-9 araciligiyla oldugu gosterilmistir. Bunun da, mitokondriyal diizenleme yollar1 ile p53-
bagimli ve p21-bagimli sinyal iletim yollarmin iizerinden olabilecegi vurgulanmistir (83). Lipid
peroksidasyonu ve apopitoz ile ilgili olarak endotel hiicreleri {izerinde vitamin takviyesinin
direkt etkisini test etmek icin, in vitro bir modelin sunuldugu baska bir calismada, kornea endotel
hiicrelerinin antioksidan vitaminlerin kullanimi ile serbest radikal hasarinda anlamli azalma

oldugu, lipid peroksidasyonu ve buna bagl apopitoz olusumunu engelledigi gosterilmistir (84).

G06z i¢i cerrahilerinin korkutan sonucu olan endoftalmili hastalara intravitreal enjeksiyon
ve bazen de vitrektomi gerekebilmektedir. Endoftalmi goziin gorme kaybma neden
olabilmektedir. Bundan dolay cerrahlar endoftalmi sebeplerini tespit etmede ve 6nlemede farkl

calismalar ve uygulamalar yapmiglardir.

20.yy baslarinda (1910), katarakt operasyonlar1 sonrast endoftalmi insidans1 %10 olarak
saptanmistir. Ekstra-kapsiiler katarakt ekstraksiyonu (EKKE) tekniginin gelistirilmesi ve sterilite
kosullarinin gelismesi ile (1970-1990), enfeksiyon oranlar1 Avrupa’da %0.12 ve ABD’de

%0.072’ye diismiistiir. Ote yandan, fakoemiilsifikasyon teknigi ve saydam korneal kesinin
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kullanilmasindan bu yana, fakoemiilsifikasyon ile ilgili retrospektif veri oranlar1 % 0.1 ve 0.5

diizeylerine ulagmistir (85).

Okiiler cerrahi sonras1 enfeksiyona sebep olan mikroorganizmalar, genellikle kapak veya
konjonktiva florasindan kaynaklandig1 bilinmektedir. Ayni1 zamanda havadan bulagsma, bozulmus
g0z i¢1 soliisyonlar, intraokiiler lensler, ameliyat cihaz veya setlerinin kullanimindan ya da
personelden kaynaklanabilmektedir (86). Endoftalmiyi 6nlemede asepsi ve antisepsi kurallarina
uymanin yaniswra povidon iyot kullanmanin ve cagdas cerrahi tekniklerinin uygulanmasi
onemlidir. Bunlara ilaveten antibiyotiklerin de cerrahinin her evresinde uygulanmasi ile olumlu

sonuglar elde edilmesi bu konudaki ¢caligmalar1 arttirmistir (20).

Operasyon oOncesinde % 5’ lik povidon iyodin kullanilmasi, g6z ylizeyindeki bakteri

sayisini azaltarak endoftalmi riskini ciddi olarak azaltan ispatlanmig bir yontemdir (87).

Topikal olarak antibiyotiklerin kullanilmasi endoftalminin insidansin1 azaltabilecegi
iizerine One siirlilen diisiincelerden birisidir. Fakat fikir birligine varilamamig tartismali

konulardan olup, antimikrobik ilaglara direng gelismesine neden olan uygulama yontemidir (88).

Aaberg ve ark. yapmis olduklar1 bir ¢aligmada, endoftalmi goriilen olgularin yaklasik
olarak % 40’1 ameliyat oncesi topikal antibiyotik ve %85°1 ise perioperatif antibiyotik kullanan
olgulardi. Izole edilen organizmalarin genellikle proflaksi i¢in kullanilan antibiyotiklere hassas

olduklari tespit edilmistir (89).

Wallin ve ark. siitiirsiiz olarak yapilan katarakt cerrahisinde yara yeri problemini
arastirdiklarigenis retrospektif kohort calismasini kendi merkezlerinde yiiriitmiislerdir. Cerrahi
komplikasyonlarin yaninda yara yeri agikligmin, ameliyat sonrasi endoftalmisi ile ¢ok giiclii bir

iliskisinin oldugunu bildirmislerdir (90).

BSS irigasyon solusyonuna antibiyotik eklenmesi bir diger kullanilan yontemdir. 0.1 ml (4
mg ) gentamisin 500 ml BSS sisesine ilave edilerek 8ug/ml konsantrasyon saglanilarak cerrahide
kullanilabilmektedir. Fakat deneysel ¢alismalar irigasyon soliisyonlarinin igine konularak verilen

antibiyotiklerin farmakodinamik ve farmakokinetik verilerine bakildiginda, cogunun yeterli
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etkinlik gosteremiyecek seviyelerde oldugu ve bakterisidal etki gostermek i¢in goz iginde yeterli

stire kalamadiklarmni ve hizla elimine olduklarini géstermektedir (91,92,93).

Cerrahi sirasinda kullanilan irrigasyon sivilariyla, 6n kamerada ameliyat 6ncesi proflaktik
antibiyotikler ile saglanmis olan goz i¢i antibiyotik seviyesinin hizlica diliie olmasi
kacmilmazdir. Bundan dolayr intrakameral antibiyotik uygulamasi nisbeten daha sik olarak

kullanilmaktadir (94,95).

Proflaktik antibiyotik kullanimmin amaci ameliyat sirasinda ortamda bulunan
mikroorganizmalarin endoftalmi olusturmasini dnlemektir. intrakameral antibiyotik uygulamasi
hasta i¢in, yiiksek g6z i¢i biyoyararlannom ve ameliyat sonunda etkili g6z i¢i konsantrasyon

saglamaktadir (96).

On kamaraya cerrahi sonunda antibiyotik verilmesinde vankomisin ilk denenen
antibiyotiktir (97). Daha sonra sefuroksimin vankomisine oranla daha kullaniglive etkili oldugu

gosterilmistir (96). Son zamanlarda ise moksifloksasin giincelligini korumaktadir (98).

Vankomisin uygulamasmin kistoid makiila 6demini arttirdigr dabildirilmistir (93). Gram
negatif mikroorganizmalara etkili olmamasi vankomisinin zayif yoniidiir. Vankomisinin
kullannmina kars1 en biiyiik kaygi artan ilag direcinden kaynaklanmaktadir. Vankomisin tipik
olarak hayati tehdit eden veya digerantimikrobik tedavilere karsi direng goOsteren bakteriyel
enfeksiyonlar da kullanilir. Amerikan Hastaliklar1 Engelleme ve Kontrol Merkezi vankomisine
kars1 artan direncin bilincinde olarak uyarida bulunmus ve katarakt ameliyatlarinda vankomisin

kullanilmamasini tavsiye etmistir (99).

Yakm zamanda sefuroksim antibiyotik olarak kullanilmaya ve Onerilmeye baslanmistir
(100,101). Sefuroksim beta laktam grubu 2. kusak bir sefalosporindir. Vankomisinden daha az
gram pozitif etkinlik saglarken ayni zamanda gram negatif etkinlik de saglar. Sefuroksim zaman
bagimli, yavas etkili ve bakteridldiiriicii bir antibiyotiktir. Metisiline direngli S.aureus,

Psddomonas ve Enterokoklara karsi etkisizdir (17).
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Yu Wai Man ve ark. (101) yaptiklar1 geriye doniik calismada yillar icerisinde antibiyotik
kullaninminin degisimine gore endoftalmi oranlarmni bildirmistir. Konjonktiva altina sefuroksim
uyguladiklar1 yillarda 19425 hastada 27 (%0.13), antibiyotik uygulanmayan 6 aylik donemde
427 hastada 7 (%1.6), 6n kamaraya sefuroksim verilen zamanda 17318 hastada 8 (%0.046) ve
ESCRS calismasina katilip herhangi bir grupta olan 1649 hastada 4 (%0.24) endoftalmi
goriilmiistiir. Onkamaraya sefuroksim verilmesinin ardindan endoftalmi goriilme sikligmnin

konjonktiva altina sefuroksim verilenlere oranla 3 kat azaldigini bildirmistir.

Montan ve ark. (95) yaptiklar1 ¢alismada 32180 hastanin 6n kamarasina 1mg/0,1 ml
sefuroksim vermis ve 20 endoftalmiye (9%0.06) rastlamistir. Kiiltiirde iiremesi olan 13 6rnekten
12 sinin sefuroksime direngli oldugu bildirmistir. Montan ve ark. (102) yaptiklar1 baska bir
calismada 6n kamaraya sefuroksimin uygulandigi 45 kontrol hastasi, ilag uygulanan 45 hastanin
kornea endotel sayisi, 6n kamara hiicre yogunluguna ve kistoid makiila 6demi gelisimine
bakmiglardir. Ameliyat sonrasi kontrol grubuyla aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmamistir.

Yapilan calismalarda katarakt cerrahisi sonrasi 6n kamaraya sefuroksim verilen grupla
kontrol grubu arasinda makiila kalinliklarinda ve kistoid makiila 6demi gelisiminde istatistiksel

olarak anlamli fark saptanmamustir (95,103).

Demirel ve ark. (104) yaptiklar1 ¢caligmada intrakameral sefuroksim uygulanmasi sonrasi
tavsan kornealarinda elektron mikroskopi diizeyinde histolojik degisikliklere rastlanmamistir.
Daha 6nce Montan ve arkadaslarinin yapmis olduklari benzer ¢alismada ilacin gilivenilirligi;
spekiiler mikroskobi ile endotel sayist Olglimii, laser flare fotometre ile akdz protein
konsantrasyonu 6l¢iimii (kan akdz bariyerini degerlendirmek amaci ile), gorme diizeyi ve klinik
olarak kistoid makiiler 6dem degerlendirilmesi seklinde degerlendirilmis ve sonugta ilacin
uygulanmadig1 kontrol grubu ile ilag uygulanan grup arasinda fark saptanmamistir (102). Bizim
deneysel ¢alismamizda serumda oksidatif stres diizeyinde kontrol gruplar: ile anlamli farkliliga

rastanilmamustir.

Sefuroksimin stafilokoklarla yapilmis bakterisid etkisi iizerine yapilan c¢alismada,
sefuroksim 3 saatte llog hiicre oldiirmiistiir (6rn. 106’dan 105’e diisiis). Moksifloksasin ise 2

saatten az stirede 3 log (>%99.9) bakteri 6ldiirmiistiir. Sefuroksim yiiksek dozda olsa bile zaman
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bagimhidir. Bu sonu¢ sefuroksim verilmesine karsi endoftalmi gelisen olgular i¢in bir aciklama

olabilir (105,106).

Yoeruek ve ark. (107) yaptiklar1 g¢alismada, kiiltiir ortaminda insan kornea endoteli
iizerinde sefuroksim ve vankomisin sitotoksik ve apoptotik 6zelliklerini karsilastirilmis. Doza
bagimli bir toksisite gosterilmis, giivenlik araliklarmnin dar oldugu ve daha yiiksek
konsantrasyonlarda kullanilmasinin geri doniisiimsiiz hiicre O6liimiine neden olabililecegi

bildirilmistir.

Tavsan gozlerinde yapilan bir ¢alismada kornea endotel hiicrelerinin toksik ajanlara karsi
cok duyarli oldugu gosterilmistir. Intrakameral kullanilan sefuroksimin hazirlanirken doz

ayarlamasinin uygun yapilmasinin 6nemi belirtilmistir (108).

Akal ve ark. (109) yaptiklar1 intrakameral moksifloksasilin kullanilan ¢aligmada, ratlara
uygulanan intrakameral moksifloksasinin, kornea endotelinde ve serumda oksidatif stresi
artirdigit ve apoptozisi aktive ettigi bildirilmistir. Arastwrdigimiz kadariyla literatiir de
intrakameral sefuroksimin, oksidatif stres ve apoptozis lizerine etkileri ile ilgili ¢alismaya
rastlamadik. Calismamizda intrakameral sefuroksim, kornea endotel hiicrelerinde apopitotik
aktiviteyi ve oksidatif stresi artirmaktadir. Ayrica caligmamizda esas konumuzla ilgili
olmamasina ragmen BSS’in kornea endotel hiicreleri {izerinde apoptozise karsi koruyucu
roliiniin olabilecegi yoniinde sonuglar elde ettik. intraokiiler cerrahilerde BSS kullanimi endotel
hiirelerinde apoptozisi azaltici etkisinden dolayr mutlaka kullanilmasinin gerekli oldugunu

disiinmekteyiz.
Calismamizda, intrakameral olarak bakterisidal etki i¢cin uygulanan sefuroksim, kornea

iizerinde oksidatif stresi artiric1 etkisi ve ayni zamanda apoptozis iizerine indiikleyici etkisi tespit

edilmistir.
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6.SONUC

Intrakameral sefuroksim  uygulanan deney  hayvanlarinin kornealarmin
immunohistokimyasal olarak incelenmesinde sefuroksim, sham ve BSS gruplarina gore
apoptozisi artirmaktadir. BSS’in, sham ve sefuroksim ile karsilastirildiginda apoptozise karsi

koruyucu oldugu goriilmektedir.

Deney hayvanlarmm serumlarinda, OSI yoniinden fark olmadig: igin, intrakameral ilag

kullaniminin serumda oksidatif stres tizerine farklilik olusturmadigini géstermektedir.

Intrakameral olarak bakterisidal etki icin uygulanan sefuroksim, kornea iizerinde

oksidatif stresi artirici etkisi ve ayni1 zamanda apoptozis iizerine indiikleyici etkisi bulunmaktadir.

Bu ilacin gozde kullanimi ile ilgili fazla sayida hayvan kullanilan, baska ilaglarla

karsilagtirmali ¢calismalarin yapilmasinin faydali olacagini diistinmekteyiz.
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