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1. GIRIS VE AMAC

Goz, serbest radikal olusumuna kars: hassas bir organdir. Uveit, akut ve
kronik inflamasyon ile ve bunlarin sonucunda gz icinde serbest oksijen radikal
olusumu ile seyreden okiiler bir patolojidir (1,2,3)

Akut okiiler inflamasyonun tedavisi iizerindeki cahgmalar prensipte
deneysel uveit modelleri iizerinde yogunlagmustir. Bunlardan insanda goriilen ve
klinik uveit’e en ¢ok benzerlik gosterenlerden birisi Bovin Serum Albumin 1le
sensitize edilmis tavsanlarda olusturulan Deneysel Alerjik Uveit’tir (DAU).
Deneysel uveit modellerinde oksijen metabolitlerinin lipid peroksidasyonunun
vatlig ve olugturduklan retinal hasar birgok kez rapor edilmigtir (2). Olugan
hasarin onlenmesinde faydah olabilecegi diisiiniilen enzimler ve maddelerin
histopatolojik ve kimyasal etkileri aragtirlomstir (1,2)

Ebselen, son dekadda, antiinflamatuar ozelligi ile ilgi goren seleno-
otganik bir bilesiktir. Baglica fosfolipid Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) olmak
iizere GSH-Px benzeri ektisi ile organik hidroperoksitlerin armdirilmasmnda etkili
bulunmugtur. Kendisi zayif bir radikal oOnleyicisi olmasma ragmen diigiik
toksisitesi, cogu inflamatuar reaksiyon zincirlerinde yer alan ¢ok sayida enzim
inhibisyonu ve metabolik stabilite gostermesi umut vaad etmistir (4).

Uveit’de retina hasanmn  Onemli  nedenlerinden  olan  lipid
peroksidasyonundaki onemli rolii ile Ebselen’in uveit modelinde organik
hidroperoksitleri arindumada etkili olarak serbest radikal olusumunu ve retinal
hasan azaltabilecegi diisiiniildii (2). Bu diisiinceden yola ¢ikarak, tavsanlarda
deneysel alerjik uveit modelinde Ebselen’in berbest oksijen radikallerine bagh
hasani, dolays1 ile lipid peroksidasyonu ve antioksidatif enzimler {izerine

etkilerini arastirmak i¢in bu galisma planlanmigtir,




2. GENEL BILGILER

2.1 UVEIT

Goz iginin enfeksiyonu uveit olarak tarif edilmigtir. Grek dilinde Uva
(iiziim) ve itis (inflamasyon) kelimelerinin bilesiminden olugmustur (1). Daha
sik olarak gocuk ve geng eriskinlerde gorillen bu inflamasyon uvea ve komsu
dokularin inflamatuar durumunu kabaca tarif etse de hasara ugramis dokunun
daba ayrmtl teshisi sonunda terminoloji daha spesifik olur; Omegin iris
inflamasyonu “iritis”, silier cisimin etkilenmesi “siklitis”, her ikisinin etkilenmesi
“iridosiklit” veya “6n uveit” olarak adlandimilir. “Intermediate Uveit” terimi
minimal 6n segment tutulumu ve orta dereceli arka vitre inflamasyonunun
goriildiigii posterior silier cisim (pars plana ) inflamasyonunu tarifler Eger vitre
birincil olarak tutuldu ise “vitrit”, retina birincil olarak tutuldu ise “retinit”,
vitreus tabaninmn posteriorunun tutulumu ‘posterior uveit’, retina ve koroid’m
birlikte tutulumu “korioretinit” veya “retinokoroidit” olarak adlandmlir.
“Panuveit” terimi ise tiim uveal traktusun etkilenmesini tarifler (1,2,3).

Hastalarm ¢ogunda yogun arastirmaya ragmen Uveit’e neden olan kaynak
ortaya gikarilamamaktadir, Infeksiydz ajanlar ve travma nedenler arasmda sikga

sayilsa da ¢ogu vakada altta yatan nedenin otoimmiin bir mekanizma oldugn
diisiiniilmektedir Okiiler inflamasyonun nedenleri iki genel baghk altinda
toplanabilir; 1)infeksiy6z, 2)Non-infeksiydz. Non—infeksiyoz nedenler ise kend:
aralarinda : a) Ekzojen b) Endojen nedenler olarak simiflamir (Tablo 1).




inflamasyona neden olan tiim bu etyolojilerin esas etkisi; vaskiiler

dlatasyona neden olarak, ekstraseliiiler alana sivi sizmasi ve lokositlerle diger

hiicrelerin bu alana gegislerine olanak saglamasidir (2)

INFEKSIYOZ
Viriisler, Bakteriler, Riketsiyalar, Mantarlas, Protozoa, Parazitler

NON-INFEKSIYOZ

Ekzojen

-Fiziksel hasar (cerrahi travma,cerrahi olmayan travma)
-Kimyasal hasar (asid alkali,ilaclar)

-Dis antijenlere karg allerjik reaksiyonlar

Endojen
-Nekrotik tiimorlere reaksiyon
-Dejenere dokulara olan reaksiyon
-Immiinolojik reaksiyoniar
Tip 1 (Ig E’ye karg hipersensitivite)
Tip 2 (Sitotoksik ve komplemana kargi hipersensitivite)
Tip 3 (Immiinkompleks hastahgi)
Tip 4 (Hiicreye bagh hipersensitivite ve lens’e bagl: iiveitler)
Tablo 1 : Okiiler inflamatuar Hastaliklar Etyolojisi (1)

BILINMEYEN NEDENLER
inflamasyona neden olan ¢ogu etken inflamasyonu daha da artwracak bazi

kimyasal maddelerin salmmima neden olur. Inflamatuar yamit aslinda gozi
infeksiy6z ajanlardan korumak igin ortaya gikiyorsa da inflamatuar yanitin
kendisi olayr baglatan nedenden daha zarar verici olabilir (1).

immiin yamt birgok hiicre cesidi ve bazlarmin salgiladigi ¢Oziinebilir
faktorler tarafindan diizenlenmektedir. Hicreler iki kategoride incelenebilir;
l6kositler ve doku hiicreleriilk kategoride lenfositler (T ve B), fagositler ve

yardimecr hiicreler (bazofiller, mast hiicreleri ve trombositler) yer ahr Doku
3




hiicreleri arasinda ise, antijen sunan hiicreler (APC) yer alir. Bu grupta yer alip
gozde saptanan hiicre tipleri Langerhans hiicreleri (dendritik hiicreler), periferal

korneadaki makrofajlar, uvea ve retinada yer alan kemik iligi kokenli hiicrelerdir
o)

INFLAMASYON FAZLARI

Inflammasyon akut ve kronik faz olarak iki fazda incelenit. Akut faz bazi
kimyasal mediat6rlerin salmim ile tetiklenir; Histamin, Serotonin, Kininler,
Plazmin, Kompleman, Lékotrien ve Prostaglandin.

Akut fazin ilk evresinde; histamin ve histamin benzeri maddelerin etkileri
gozlenit. Bu maddeler diiz kas gevsemesi ve endotelial hiicreler arast siki
baglanti noktalarimin agilmast ile vaskiiler gegir genlifin artmasi nedeniyle damar
igindeki sivimn ekstravazasyonu ve 1okosit migrasyonuna neden oluslar.

Akut fazin ikinci evresi; Kininler, Prostaglandinler ve Lokotrienler’ce
yiriifiilii. Iris’te bulunan prostaglandinler vazokonstriktér maddeleri antagonize
ederler ve Adenil Siklaz’1 inhibe ederek Epinefrin’in baz etkilerini bloke ederler.
Aymnca kan-akéz bariyerini bozar, okiiler kan akimimi arfirir ve 206z i¢i basincim
artiritlar. Kininler bozulmus vaskiiler gecirgenligi daha da bozatlar. Aktive
komplemanlar etkili 16kotoksik ajanlardir Polimorfoniikleer I5kositler (PMNL)
hasarli bélgeye giderek fagositoz ve lizozomal sindirim yolu ile isténmeyen
maddeleri ortadan kaldinrlar Eozinofiller, Mast hiicreleri ve Bazofiller olaya
katilabilirler Kapiller gecirgenlik nedeni ile doku iginde hiicre ve protein igeren
eksuda birikimi olabilir. Akut inflamatuar reaksiyon yapisina gére isimlendirilir:
Seroz (birincil protein- akéz atak), fibrinoz (fibrin-plastik akdz), pirillan (PMNL
ve nekrotik debris-hipopiyon) ve sanginoz (entrositer-hifema)

Inflammasyonun kronik evresi non graniilomattz ve graniilomatéz olarak
ikiye ayriliz. Non-graniilomatéz inflamasyonlarda lenfositler ve plazma hiicreleri
iceren hiicresel infiltratlar bulunurken granillomatoz inflamasyonlarda epiteloid
ve dev hiicreler ile plazma hiicreleri ile plazma hiicreleri ve lenfosit karisim
hiicresel infiltrasyonlar gozlenir (1,2,3).




2.2 SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI

Dis yoriingesinde ¢iftlenmemis bir elektron bulunduran organik veya
inorganik molekiillere serbest radikal demir. Bu konfigiirasyonlarindan dolay:
serbest radikallerin kendilerine 6zgii fiziksel ve kimyasal 6zellikleri vardir ve son
derece reaktiftirler. Stiperoksit anyonu inorganik serbest radikallere bir Srnektir
4).

Serbest radikallerin hedef hiicrede yaratacaklar hasann boyutu radikalin
dogas: ve nerede olustugu ile baglantihdir. Ancak genelde etkileri 6zel savunma
sistemleri ile baskilanmadif takdirde zincirleme reaksiyonlarla doku nekrozuna
neden olurlar, Bu zararh etkilerini lipid peroksidasyonu basta olmak iizere,
kapiller permeabiliteyi artwarak, damar duvanna nétrofil ve trombosit
agregasyomumu baglatarak ve ‘eicosanoid’ metabolizmasini etkileyerek gosterirler
(5).

Normal havadakinden daha viiksek konsantrasyonlardaki oksijenin
bitkilere, hayvanlara ve acrobik mikroorganizmalara toksik etkisi oldugu uzun
zamandan beri bilinmektedir. 1954 yilinda Gersham ve Gilbert oksijenin bu
toksik etkilerinin SOR’lerine bagh olabilecegini bildirmiglerdit (4). Fridovich
1983 yilinda siiperoksit radikallerinin olusumunun oksijenin in vivo toksik
etkilerinde 6nemli bir rol oynadifim bildiren ‘oksijen toksisitesinde siiperoksit
radikalleri’ teorisini ileri stirmiistiir (5).

Siiperoksit iireten sistemlerin hayvan hiicre kiltiirlerini harap ettigi, DNA
ve polisakkaritleri bozdugu, membran lipidlerinin peroksidasyonunu baglattig,
vaskiiler gegirgenligi degistirdigi ve inflamasyonu artirdif gorillmiigtiir.

Ayrica SOR’lerinin kemotaktik faktor olusumunda dnemli rol oynadif ve

serumda normalde bulunan antiproteazlar: inaktive ederek inflamatuar cevab

artirdify da gosteriimistir (5).




2.2.1 SUPEROKSID ANYON RADIKALI (0, )

McCord ve Fridovich’in 1969°da Ksantin oksidaz iizerindeki
cahgmalarmdan beri dioksijen’in (O,) enzimatik reaksiyonlarla bir elektron
indirgenerek siiperoksit’e doniisiimiiniin birgok biyokimyasal olayin bir yan
etkisi oldugu bilinmektedir. Uyartlmg notrofiller ve diger fagositik hiicreler
solunumsal artis sonucunda, igerdikleri spesifik NADPH oksidaz’'mm istemli
reaksiyonu sonucu siiperoksit olustururlar. Aktive notrofillerde stiperoksit
firetiminin baslhica hiicre yiizeyinde gergeklestigi gosterilmistir Mitokondrial
Elektron Transport Sistemi ve Sitokrom P450 gibi mikrozomal Elektion
Transport Zinciti (ETZ) Oy’nin muhtemel majér biyolojik kaynaklandir.
Oksijenin Hemoglobin tarafindan transportunda bile 0, ~ ve methemoglobin
olusumuna yol agacak bir miktar elektron transferi olur (6,7,8,9).

Siiperoksit anyon radikali: Oksijenin n2p orbitallerinden birine bir
elektron girmesi ile olusur. Kimyasal 6zellikleri kendisinin ¢éziindiigii ortama
bagli olarak ¢ok degisir. Akoz bir soliisyonda O, = askorbik asit ve tiol gibi
molekiilleri okside edebilen zayif bir oksitleyici ajandir oysa O,  ¢ok daha
kuvvetli oksitleyici bir ajandir ve sitokrtom C ve ferrik EDTA gibi ¢esitli demir

komplekslerini indirgeyebilir (8,9,10).

g e +2H" e +H e +H"
0y —%0, > H;0, ~~< > OH ——> H0
H,O

O, " +0, " +2H' — H,0,+0, ¢ Siiperoksid dismutazlar
H,0,+H,0, — 2H,0+0, + Katalazlar
H,0,+RH, — 2H,0+R, } Peroksidazlar

Sekil 2: Oksijen indirgenmesi yollar1 ve koruyucu enzimlerin reaksiyoniar (29).

Dokuda O, ’nin duraan diizeyini sabit ve ¢ok diigitk tutmak i¢in SOD

dismutasyon reaksiyonunu Kkatalizler Dolayist ile SOD, hiicreleri oksidatif

hasardan korumadaki birgok enzimatik basamagin ilk komponenti olarak kabul
edilir (7).
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2.2.2 HIDROPEROKSIL RADIKALI (HO,)

O, “’nin protonlanmig formudur. O,  den hem daha gii¢lii bir oksidan,
hem de daha giiclii bir rediiktan maddedir, fakat bu radikalin pKa degeri 4,7-4,8
civarninda oldugu igin, pH:7,4’te ¢ok az bulunur (8,9).

2.2.3 HIDROJEN PEROKSIT (H.0,)

Aktive olmus insan noétrofilleri hidrojen peroksit yaratabilirler ve bu
metabolitlerin %80 kadarn siiperoksit radikalinin dismutasyonu gerisi ise diger
enzimatik reaksiyonlar sonucu olusur. Bazi1 dokularda 50 pm konsantrasyonda
normal olarak bulunabilir ancak bunun iistiindeki diizeylerde hasar vericidir (7).

Siiperoksit olugturan herhangi bir sistem dismutasyon reaksiyonunun bix
sonucn olarak aym zamanda H,O;’te olusturur. H;O, ge¢is metal iyonlan
yoklugunda neredeyse stabil olan, zayif bir oksidan ve zayif bir rediiktan ajandir
Molekiil suyla tamamen kanigir ve viicut tarafindan su molekiilii gibi algilanarak
hiicre membramindan hizla difiize edilir. Diger yvandan H,O,’nin redoks
ozellikleri ve gecis metal iyonlann varliginda yitksek reaktif oksijen tirleri
olusturma kabiliveti, kendisine karst viicut savunma mekanizmalarnin
gehgtirtlmesine yol agmigtir

Aerobik metabolizma ile dokuya sabit giris yapan HyO0,, koruycu
antioksidan enzim sisteminin son basamaginda CAT, Selenyum bagimli GSH-Px

yolu ile suya indirgenir ve viicuttan uzaklastlir (7).

2.2.4 HIPOKLOROZ ASIT (HOCH)

Aktive olmus insan fagositleri lizozomal graniillerinden fagositik vakuol’'e
veya ekstraselliiler aralifa hidrojen peroksit ve myeloperoksidaz salarlar.

Hidrojen peroksit varhginda myeloperoksidaz enzimi aralarinda Chloride
(CI), lodide (I"), ve kanda az miktarda bulunan Bromid (Br) olan halidlerin
oksidasyonunu katalizler (8).

myeloperoksidaz
H,0, +X (CI',1,Br) p HOX+H,O
H +

=




Bu oksidasyonda ortaya ¢ikan hipokloréz asit (HOCI), hipoiodus astt
(HOI) ve hipobromus asit (HOBr) birgok onemli biyolojik molekil ile
reaksiyona girebilecek potent oksidanlardir. Hipoklordz asitler siiperoksitten
iiretilen oksijen metabolitleri ile reaksiyona girip hidroksil radikal olugturabiluler
(9,11).

2.2.5 HIDROKSIL RADIKALLERI (*OH)

Hidroksil radikali, organik veya inorganik bir ¢ok molekiil ile reaksiyona
girebilen giiclit bu oksidandir. Biraz 6nce belirtilen kaynaklar disinda, hidroksil
radikalinin ¢oklukla siiperoksit ve hidrojen peroksit’in reaksivonundan olustugu
diisiiniilmekte idi (Haber-Weiss reaksiyonu)

0O,  +H0, p OH+OH +0O,

Bu reaksiyon enerjetik olarak uygun gibt gériinse de gok diisitk hizda
meydana gelir.

Yapilan baska ¢alismalarda ise Hidrojen Peroksitlerin ortamdaki demir ve
balar gibi transisyon metalleri tarafindan indirgenmesi sonucu hidroksil radikal
olustugu goriilmiistiir. Bu reaksiyon ilk kez 1890°da Fenton adhi kimyact
tarafindan tanimlanmig ve “Fenton reaksiyonu” olarak anilmistir;

Fe?+H0, — > Fe” + OH+OH

Cu' +H;,0 ——» Cu™+ OH+OH

Hidroksil radikal grubu SOR’lerni iginde reperfiizyon zedelenmesinde en
¢ok etkili olan gruptur (6,9).

2.2.6 SINGLET OKSIJEN (AgO»)

Ashinda bir serbest radikal de@ildir ¢inki eslesmemis bir elekiron
igermez. Fakat O, oksijenin ¢ok reaktif bir formudur ¢iinkii burada spin
kisitlanmas1 (paralel spinlerde iki eslesmemis elektron bulunmasi) durumu

ortadan kalkmms ve bu da kendisinin oksitleme &zelligini artrmastir (8),




Triplet dioksijenin daha reaktif olan singlet dioksijen molekiiliine
fotoaktivasyonunun olustugu ve doku iginde derin katlarda (61.lens ve retina)
oksidatif hasar olusturabildifi tek organ g6z’dir. Bu reaksiyon Xenobiotik
fotosensitizasyon molekiilleri veya muhtemel endojen molekiillerce katalizlenir
ve biyolojik bir ortamda singlet oksijenin olustugu tek mekanizma olarak
bildirilmigtir. HO, ve O, “nin reaksiyonu ile olugan oksijen singlet oksijenin bir
bagka biyolojik kaynagi olabilir. Bu reaksiyonlar arasinda O, = ve H,O,’nin
spontan dismutasyonu, O, ’'nin  H,O.’ce oksidasyonu ve myeloperoksidaz
enzimi yardimu ile H0, ve hipoklorit reaksiyonu sayilabilir. Singlet dioksijenin
biyolojik olusumuna direkt kamt bulunamamas: teknik zorluklar nedeni iledir
(7.9).

227 OZON (03)

Soluk mavi bir gaz olan ozon solar radyasyona karst Snemli bir
stratosferik koruma tabakas: olusturur. Yeryiiziinda ise ozon, istenmeyen toksik
bir oksidan kirleticidir Ozon; protenleri, DNA’y1 ve lipidleri okside eder ve
akcigerleri hasara ugratir (8,9).

2.2.8 NITROJEN OKSIT’LERI

Nitrik oksit (NO') ve Nitrojendioksit (NO,") tek sayida elektron
igerdikleri icin serbest radikallerdir. Oysa Nittéz oksid (N,0) boyle degildir.
NO, zehirli bir gaz ve kuvvetli bir oksitleyici ajan iken, NO zayif bir
rediikleyici ajandir. N,O ise anestezide kullamlan bir gazdir (giilme gazi) (8).

Son zamanlarda basta PMNL olmak iizere inflamatuar hiicrelerin nitrik
oksit ve siiper oksit’i eszamanli olarak iirettikleri gosterilmistir (11). Tim bu
tiriinlerin lipid membranlarimn peroksidasyonuna neden olabilecek giiglii ajanlar

olduklar: gosterilmistir (12).




SOR’lerinin  olusumunu artuan faktdrler ii¢ ana bashk altinda
 incelenebilir:
1) Intraselliiler Faktorler
a) Hiperbarik Oksijen
b) Inkomplet Iskemi
¢) Yaslanma
d) Transplantasyon
2) Ekstraselliiler Faktorler
a) Yamk
b) Vaskilit
¢) Immiin Yetmezlikler
d) Komnektif doku hastaliklan
¢) Infeksiyonlar
3) Intra-Ekstraseliiler Fakttiler
a) Radyasyon
b) Ultraviyole
¢) Kimyasal karsinojenler

Olusan SOR’leri hiicre {izerindeki toksik etkilerini hiicremin defisik
komponentleri iizerinden gosterirlet. Bu komponentler; proteinler, niikleik
asitler-DNA ve membran hpidleridir.

Proteinler: Triptofan, Tirozin, Fenil alanin , Histidin, Methionin ve Sistein
iceren proteinler SOR’den etkilenirler. Bu aminoasitleri igeren proteinlerde SOR
etkileriyle ¢apraz baglantilar olugur ve bunun sonucunda meydana gelen dimerler
ve biiyitk aggregatlar sonucu fonksiyon kayb: gelisir (13,14,15).

Niikleik asitler ve DNA: SOR ile etkilesim sonucunda mutasyonlar ve
kromozomal degisiklikier olusur.

Membran Lipidleri: Selliiler ve subselliler membranlardaki kolesterol ve
doymarms yag asitleri SOR’leri ile reaksiyona girerek peroksidasyona ugrarlar.

Bu reaksiyon zincirleme bir reaksiyondur ve savunma sistemleri ile
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durdurulamadi@ takdirde membran biitiinliigiiniin bozulmas: ve hiicre oliimii ile
-+ sonuglanir (13,14,15).

2.3 SERBEST RADIKALLER VE UVEIT

Uveit'te doku hasar1 plazma proteinleri veya inflamatuar fagositik
hiicreler, PMNL’ler ve makrofajlarla uyanlan ¢esitli kimyasal mediatéiler
'.;.: tarafindan olustmulur. Bu mediatérier Arasidonik asit metabolitleri, proteolitik
- enzimler ve muhtemelen oksijen metabolitleri ihtiva ederler (16,17). Arasidonik
asit metabolitleri vaskiiler permeabilitede, kemotaksiste ve inflamasyonun
artiginda birinci derecede rol oynarlar. Diger organlardaki inflamatuar hasarda
- oldugu gibi, uveit’e bagh retinal ve uveal hasarda proteolitik enzimlerin roliiniin
minimal oldugu gorilmektedir. Son zamanlarda tiim dikkatler inflamasyonnn itk
fazinda PMNL’ler ve makrofajlarca saliman SOR’lerine yonelmistit. Bu
molekiiller inflamatmar cevabm artit ve doku nekrozundan sorumiu
tutulmaktadur (18,19,20).

Akut okiiler inflamasyonun tedavisi tizerindeki caligmalar prensipte
deneysel uveit modelleri tizerinde yogunlasmighr Optik nérit iizerinde de baz
calismalar vardir. Uveit galigmalanindaki iki ana deneysel modelden birincisi
Deneysel Allerjik Uveit (DAU)’tir. Bu insan sempatik oftalmisine benzerlik
gosterir. Ikinci model olan Deneysel Fakoanaflaktik Endoftalmi (DFE) modeli
ise insanda lens hasarnindan sonraki duruma veya PECCE ameliyati sonrasma
benzerlik gosteren modeldir.

DAU verilen sensitizan antijen dozunun fazlahifma goére genis bir
spektrum gosterit. DAU tek bir intradermal Retinal S Antijen injeksiyonu
sonrasinda 9-11 giin sonras1 gelisir ve hiicresel immiin bir hastaliktir Bovin
Retinal § Antijen ile olugtarulan DAU’in agnr bir formu kompleman bagumlidir
ve birgok akut inflamatuar hiicre olaya katilir Hastaligin bu ciddi formu SOR
clugumunu baskilamak igin denenen bir ¢ok antioksidan madde caligmasinda
kullanilmistir,
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DFE’de sensitizasyon, protokole gore degisen derecelerde aguhk gosterir.
DFE bir seri subkiitan sensitizan injeksiyon yapilms hayvanlarda olan lens
hasarindan sonra ortaya ¢ikan immiinkompleks hastaligrdir. Daha 6nce Freund’s
adjuvant igindeki lens proteinleri ile sensitize edilmis hayvanlarda lens hasan
olustuktan sonra 24 saat iginde ciddi Arthus reaksiyonu gelisit. Bu uveit
modellerinde mflamasyonun ciddiyeti genelde koroidal kalnhgm morfometrik
analizi ile Olgillit. Morfometri degerleri ¢oklukla notrofil sayist ve
myeloperoksidaz diizeyi ile de baglantili bulunmustur (16).

Bu giine kadar deneysel hayvan modellerinde olugturulan uveit ile ilgili
¢aligmalarda tedavi olarak intraperitoneal injeksiyon ile uygulanan antioksidan
maddeler veya hidroksile SOR 6nleyicileri intraokiiler inflamasyonda da belirgin
azalmaya neden olmuglardir. Bu tedavilerde faydah etkilerin fagositlerce iiretilen
oksijen metabolitlerinin eliminasyonuna bagh oldugu diistiniilmektedir. Ancak
antioksidanlar ve SOR 6nleyicileri, fagositler ve immiin hiicrelerin kemotaksis,
antikor olusumu ve T hiicre proliferasyonu gibi diger fonksiyonlarmi da
degistirebilirler Bu nedenle bu tedavi deneyleri oksijen metabolitleri ve
SOR’lerinin in vivo jenerasyonu ve bunlara bagh uveit’te olusan doku hasan
hakkinda sumrli bilgi vermektedir (21,22)

In viro yiiriitiilen ¢aligmalarda fagositoz veya membran aktive edici
ajanlara maruz kalma sonucunda PMNL’ler ve makrofajlarin ‘solunumsal artig’a
ugradign gosterilmistir. Bunun sonucunda oksijen titketiminin artig, Glukoz’un
heksoz monofosfat shunt’ ile kullanimmimn artag: ve baslica iriinler siiperoksid
anyonu ve morganik serbest radikal olmak iizere reaktif oksijen metabolitlerinin
salindigy gérillmigtiic (23). Stiperoksit radikalinin kendisinin akoz solisyonlarda
zay1f bir reaktif oldugu ve doku hasarmm daha gok; hidrojen peroksit (H,05),
hipoklorsz asit (HOC1) ve hidrojen radikalleri gibi daha reaktif olan ikincil
triinlerinden kaynaklandig: iddia edilmigtir
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Sekil 1 Oksijen metabolitlerinin olugumu ve retina iizerindeki etkiler:.

Bu okstjen metabolitleri ve SOR’lerinin in vitto hiicrte membraniarina
ipid peroksidasyonu dahil direkt sitotoksik etkiler: gozlenmigstir (24,25,26,27, ‘{
28,29). /
Goz ¢ok miktarda antioksidan madde ve diger antioksidan ajanlar ihtiva
etmest yonit ile 6zel bir organdir. Bu antioksidan ajanlar arasimda SOD, CAT,
GPx; Glutatyon Transferaz ve digerleni sayilabilir (26,27,28). Tavsan goziiniin
degisik dokularindaki antioksidan madde miktarlar1 Tablo 2’de gosteritmigtir,
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[ ~ Katalaz  GSH ~ SOD
Doku [Unite (mg/protein™)] | [Unite (mg/protein™)] | [Unite (mg/protein™)]

- |ris 84,4 1,0 12,9
[ sitier cisim 35,0 1,0 12,2
| Retina 1,5 0,3 5,0
| Kornea epiteli 1,1 0,4 6,2
‘| Kornea endoteli 1,8 0,3 5,1
|Lens epiteli 1,0 0.3 1,0

Lens (dekap.) 0,004 0,02 0,15

Tiim lens - - 0,2

e

" Tablo 2: Tavsan goziiniin degisik dokularindaki antioksidan enzim akfiviteleri
(34)

Bu enzimlerin ¢ogu kornea epiteli ve endotelinde, lens epitelinde retina ve
retina pigment epitelinde ver alir. Gozde ayrica askorbat, vitE, seruloplasmin ve
- transferrin gibi antioksidanlar da bulunur Bu ajanlanin ve maddelerin, oksijen
metabolitlerinin hasar verici etkilerini gnledikleri varsayilmaktadut (26,27,28).
Ancak uveit olugtugunda oksijen metabolitleri bityitkk miktarlarda tiretilirse,
bunlarin etkilerini baskilayip baskilayamadiklar1 bilinmemektedii. Dokularin
biyolojik ve yapisal bitimliiklerini korumada hiicre ve dokulatin oksidanlar
tiretim ve katabolizmalari arasmdaki denge ¢ok kritik oldugu i¢cin SOR’lerinin
retinal veya diger antioksidan dokularmn hasarindaki rofii khinik olarak benzer
uveit modelierinde in vivo olarak ¢ahisimalidir (29).

Uveit igin Onerilmis bir gok deneysel hayvan modeli vardir. Bunlar
arasinda ilk grupta Retinal “S” Antijen, Rhodopsin, Interphotoreceptor Retinoid
Binding Protein (IRPB), lens proteini gibi organ spesifik okiiler antijenler ile
olusturulmus iiveitler yer alir Ikinci model grubunda konakgrya yabanci
proteinler uygulanmstir Or: intravitreal heterolog albumin veya y globulinler,
Ugiincii grupta IL-1, IL-2 gibi sitokinlerin, Timér Necrosis Factor veya

kompleman iiriinlerinin intravitreal injeksiyonu, dérdiincii grupta endotoksin gibi
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 pakterial iirtinlerin intravitreal injeksiyonu ve besinci grupta ise SOR olugturmak
f-..;-'igin Ksantin ve Ksantin oksidaz injeksiyonu ile olugturulan modeller yer alur.
Tum bu deneysel modeller iginde en ¢ok caligtlanlar ve morfolojik, klinik,
mmmiinolojik olarak en iyi tamimlananlar Retinal “S” Antijen, Rhodopsin, IRBP
-;'ve lens proteini ile olusturulmug uveit modelleridir. Bu modeller Klinik ve
.patolojik ozellikleri agismdan insanlarda gozlenen bir gok uveit formuna biiyik
oranlarda benzerlik gosterirler (29).

Dokn hasarmmn bir yonii lipid peroksidasyonu ile tariflenir ve Oksijen
veya metabolik trtnleri tarafindan baslatilabilirIn vivo olarak O,, organik
- peroksitlerin oluguna uzanan zincir reaksiyonunda yer aldigr icin SOR’lerinin
- sabit bir kaynagidir. Peroksitlerin birikimi hiicresel canlilik @izerinde olumsuz
etkiler yaratarak dejenerasyona ve sonucta nekroza neden olur. Fototeseptsr
membranlarda %50’ye varan oranlarda bulunan majoér doymamis yag
asitlerinden olan docosohexaeonoic asit (22:6) in vivo peroksidasyona son derece
duyarhidir. Biosentetik yolaklarda 22:6 zincir elongasyon ve desatiirasyon
asamalarimin son firtinii olarak tarif edildifi igin 22:6’nmin retinada yok olusu
peroksidasyona bagli kayp olarak degeilendirilmektedir. Bu yag asidinin
eksikliginin gorme fonksiyonlarm etkiledigi daha snce gosterilmistir. Insanlarda
goriilen wuveit’te gérme kaybmn retinal doku hasarindan kaynaklandig
bilindiginden bu retinal hasarin retinal hiicre membranlarmim SOR’lerine bagh
peroksidasyonu ile olustugu hipotezi olusturulmustur (29)

Bu hipotezleri test etmek igin oksijen metabolitlerinin g0z i¢1 inflamasyon
bolgelerinde (retina ve koroid) varhklan ¢esitli yontemlerle saptanmaya
¢aligilmis ve uveit'te olusan retinal hasarl azaltmak amaciyla SOR énleyici
etkiye sahip bir ¢ok terapétik ajan modeli ¢alisilmigtir (29).




4 GOZ HASTALIKLARI PATOGENEZINDE SERBEST RADIKALLER
VE ANTIOKSIDANLAR

Goz serbest radikallere karst hassastir ve onlann zarar verici etkalerine
argt korunmaktadir. Lens yas ilerledik¢e daha fazla ultraviole 15 absorbe
tmeye baglar. Retinadaki indirgeyici ajanlarin fotosensitizasyonu ve bu
maddelerin etkilesimi sonucunda serbest radikallerin fotojenerasyonu gozii
reﬂdler". Omurgahlarin retinalan test edilen tiim diger dokulardan 5-10 daha fazla
:_"_.c':.)ksijen tiiketir. Fotoreseptorler yiikksek konsantrasyonlarda doymamus yag asidi
' @erirler(@r.omurga]ﬂaxm beyin dokusunda docosohexaenoic asit konsantrasyonu
2420 iken, retinal basil fosfolipidleri arasindaki konsantrasyonu %50°dir) (11).

Gozde aynica yiiksek konsantrasyonlarda antioksidan enzimler, serbest
: adikal 6nleyiciler ve siiperoksid olusumunu inhibe eden maddeler vardir.
Immiinhistokimyasal c¢alismalara gore Siiperoksid Dismutaz (SOD), Catalase
'.(CAT) ve Glutatyon Peroksidaz (GPx)’in benzer dagilimlar vardir. Bu enzim
aktiviteleri kornea epiteli, kornea endoteli, lens ve silier epitel, fotoreseptor 1¢
tabakalan ve retinal pigment epitelinde yogunlagmigtir (30,31,32) .

QOkiiler hastalikta serbest radikal olusumunun en ¢ok etkiledigi durumliar
katarakt, diyabet, fotik hasar, retinal dejenerasyon, senil makiiler dejenerasyoniar
ve iiveitlerdir. Serbest radikal hasart ayrica retrolental fibroplazi, vitamin
eksiklikleri, reperfiizyon hasart ve nadir g6z hastahklarinda bildirilmistir
33,34,35,36,37).

2.5 LiPiD PEROKSIDASYONU

Biyolojik ortamlarda bulunan SOR’leri son derece reaktif ve
dengesizdirler. Yiiksek reaktiviteleri nedeniyle de son derece kisa bir yarilanma
Omriine sahiptirler. Siiperoksit veya hidrojen peroksit’ten kdken alan hidroksil
radikallerinin, hiicre membran lipidleri ve sellitier DNA dahil olmak iizere birgok
biyolojik molekiil ile reaksiyona girdikleri bilinmektedir (38).
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Membranlarin en  hassas bilesenleri

| 14 pentadien yapismda olan
lipidlerdir: -CH=CH-CH2-CH=CH-

ve bu yapida radikallerden hidrojen atomu
abstraksiyonuna en hassas béliim metilen (allylic) karbon atomlaridir, Doymamug

yag asitlerinin oksidatif bozuima reaksiyonu olan lipid peroksidasyonn self-
"'katalitik siklus ile meydana gelir Hem baslama hem ¢ogalma basamaklarinm
zincir reaksiyonu halinde gelistigi diistiniilmektedir.

Baglama Basamag:
"OH'+LH,

— » H0+LH
LH'+ 0, ———— % LHOO
LHOO+L'H2 __ | LHOOHLH

Enerji transferi gerektiren bu basamakta serbest radikal olusur. Kosullarn
~ uygun olmasi durumunda olugan serbest radikal bir seri reaksiyonu tetikleyerek
¢ogalma evresini baglatir.

Yukanda da gorildigi  gibi baglama asamasi

sonunda olusan
 hidroksiperoksit iiriinii ve lipid radikali

(LH) zincir reakstyonunu devam
ettirerek zinciri kiracak reaksiyon meydana gelene kadar devam ettiririer.

Lipid hidroksiperoksitlerinin hem in vivo hem de in vitro olarak zincir
reaksiyonuna neden olduklan gosterilmigtir Bir alkoksiradikal ve ikinci bir OH'
. Tadikalin olusumuna neden olan bu fragmantasyon sonucunda her bir iiriin ayr1

ayn yeni doymamis yag asidi molekiillerinde zincir reaksiyonlarim devam
ettirirler-

LHOOH —»LHO + OH’

Lipid peroksitlerinin baslattif1 oksidasyonlann kuvvetle meta 1yonlarinca
~ kataliz edildigi gosterilmigtir. Bir elektron transfer eden ajanlarm varligmda lipid
hidroksiperoksidier hem alkoksi (LHO') hem de peroksi (LHOO") radikal
17
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kaynagt olabilitler  Fragmantasyonun vyamswa bu reaksiyon  lipid
- peroksidasyonunda propagasyon (gogalma) ve otokataliz asamasim baslatabilir.

Propagasyon (Cogalma) ve Otokataliz:

LHOOH" Fe* 5 LHO OH + Fe”
LHO + L"H —»  LHOH + L"H
L"H +0, »  L"HOO
L”HOO +L"H, »  L"HOOH+L"'H'

Bu agamada ilk basamak Fenton benzeri bit reaksiyondur. Dikkat edilmesi
gereken bir diger nokta bu asamalann otokatalitik olmastdur glinkit olugan non-
radikal driinler bir bagka zincir reaksiyonu baglatabilecek alkoksil radikalin
prekiirsériidiiler (9,39).

Yukaridakine benzer asamalarla ¢ok ufak oranlardaki oksiradikalle
baglamis baslama basamagi cok siratle bityiiyerek yitksek miktarda lipid
peroksidasyonuna yol acabilir

Sonlanma Basamag:

Bu basamakta iki eslesmemis elektron eslesmis elektronlar olusturmak
lizere bir araya gelir.

Serbest radikal énleyiciler, serbest radikal reaksiyonlarmi sonlandirmann
diger bir yolunu olugturmaktadirlar Bir Onleyici serbest radika! ile reaksiyona
girdiginde, serbest radikale bir Hidiojen atomu vererek kendisi serbest radikal
haline gelir (9,39)

R'+S (SOR énleyici) —» RH+S’ (Stabil radikal)
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2.5.1 LIPID PEROKSIDASYONUNUN ONEMI
Biyolojik membranlardaki yogun lipid peroksidasyonu  akiskanligm
kaybma, membran potansiyelinin diigmesine, Hidrojen ve diger iyonlarm

gecurgenliginin artmasma ve hiicre ile organel igeriklerinin digan salinmasma yol
~ acan nihai bir yikama neden olur (40).

Lipid peroksidasyonunun bir g¢ok hastalik durumunda arthigim  ve
dokularm birgok toksin tarafindan zehirlendigini gosteren birgok kamt mevcuttur,
Bu toksisite igin sorumlu tutulan artmig lipid peroksidasyonuna, hastalik ya da
toksinin neden oldugu disiiniilmektedir. Oysa ¢ok yillar énce hasarh dokularmn
saglam dokulardan daha hizli peroksidasyona ugradifs gosterilmistir. Hasara
uframis dokularm hizli lipid peroksidasyonuna ugramalarmin nedenleri, bazm
antioksidanlarin inaktivasyonu, antioksidanlarm hiicrelerden aynilmasi ve metal
iyonlannmn (6z. demir ve bakir) depo bolgelerinden ve hasarli lizozomlardan
salinan enzimlerce hidroliz olan metalloproteinlerden salinmasidir. Bu durumda
olaylarmn sirasi su sekildedir: Hastalik/T oksin —» artms Iipid peroksidasyonu —
hiicre 6litmii veya hasar. Peroksidasyon hiicre hasanna eslik eder ve
peroksidasyonun antioksidanlarca onlenmesi hiicre hasarim onleyebilir. Bu
durumda lipid peroksidasyonunun Slgiilmesi doku hasarimn iy1 bir belitleyicisi
olabilir (40),

Retinanm fotoreseptér membramnin toplam yag asitlerinin  %50’sini
docoschexaenoic asit (22:6, omega3) olusturur. Yapisi gerefi docosohexaenoic
asit lipid peroksidasyonuna olduk¢a duyarlidir. Diizenli birgok membran
¢iftkatlan ile fotoreseptorlerin de ¢ok &zel yapilan vardu. Or: ratlarm dis rod

segmenti; 1,5-2 u m ¢apinda ve 20-40 pm boyunda yaklagik 600 ile 1000 ciftkath

disk ihtiva eder. Béyle bir yapt icinde doymammus yag asidi molekitllerinin (DY A)

¢ok yakm komsuluk icinde olmalar propagasyon reaksiyonlarma kolaylik saglar

(Hidroperoksiradikal komsu bir doymams yag asidi molekiiliinden allilik bir H'

atomu abr ve zncir devam eder). Deneysel uveitlerde yapilan lipid

peroksidasyon tayinlerinde retinada belirgin peroksidatif hasar olustufu ve

inflame retinadaki major peroksidatif firiiniin hidroperoksidocohexaenoic asit
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oldugu goriilmiistir  Olustuktan sonra 22:6 hidroperoksitlerin nétrofillere
"i(emotaktik aktivite gosterdigi ve inflamasyonu artirdig: saptanmustir (41)
Retinada membrandaki DYA’lerinin peroksidasyonu membran salgilama
'}énksiyonlarmm azalmasina ve transmembrandz 1yonik  gradientlerin
5gzuhnasma yol agar. Bu tip degisiklikler selliiler odem, dejenerasyon ve

nekroza yol agarak retina hasarina neden olurlar (29),

252 LIPID PEROKSIDASYONU URUNU OLARAK
- MALONDIALDEHID (MDA)

MDA memeli dokularinda hem doymamis lipid peroksidasyonunun bir
_' son iirimnit olarak hem de Prostaglandin ve Tromboksan biyosentezinin bir yan
- uriinii olarak bityiik miktarlarda iiretilir. Aym zamanda karbohidratlarn gamma
~radyasyonu srasinda da olusmaktadir Tiobarbitiirik asit testi ile MDA Slgtmii
besinlerde  oksidatif piitrifikasyonun  belitlenmesinde ve DYA’lerinin
: peroksidasyonunun tespit edilmesinde yaygm olarak kullanilmaktadir. MDA nm
toksik, karsinojenik ve mutajenik etkilerinin oldugu bildiritmigtir. MDA’ nimm
‘yaslanmada da 1ol aldigim bildiren calismalar bulunmaktad: MDA’mn bu
dejeneratif etkileri  gesitli biyolojik makromolekiillerle ¢apraz baglar
olusturabilmesine ve bunlart kovalent olarak baglama yetenegine bagh olabilir.
Ornegin, MDA niikleik asitlere karsi reaktiftir ve bunlarm aktivitelerinin
kaybolmasina neden olur. Lipoproteinlerin MDA ile modifikasyonlarmin
aterosklerozda rol oynayabilecegi ileri siiriilmiistir. MDA ’nin aminoasitlerin alfa
amino gruplan, Adenin ve Sitozin bazlar ile reaksiyona girdigi gosterilmistir
(9,42)

253 LIPID PEROKSIDASYONUNUN SON URUNU OLARAK
KONJUGE DIENLER:

Lipid peroksidasyonu sirasinda hidroksil radikali hiicre membramndaki
lipidden bir hidrojen atomu ayristiry. Olugan karbon merkezli radikal molekiiler

bir diizenleme ile konjiige dien’leri olusturur. Olusan konjiige dien ise, oksijen
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birleserek, peroksil radikalini olusturur. Olusan bu radikal diger bir yag
aSIdmden hidrojen atomu ¢ikartarak zincir reakiyonunu baglatir (8)

2.6 ANTIOKSIDAN SAVUNMA ENZIMLERI

2.6.1 SUPEROKSIT DISMUTAZ (SOD)
: SOD son derece reaktif olan stiperoksit anyonunun (O, ") Hidrojen
oksit’e doniistiirtilmesinde rol oynayan koruyucu enzimdir. SOD her major
-aerobik dokuda bulunur,
. SOD ilk kez 1968 yilinda McCord ve Fridovich tarafindan tanmlanmigh
¢ asagidaki reaksiyon yoluyla O, "*nin dismutasyonunu saglayarak H,0, ve
“molekiiler O, olusturmaktadi.

SOD
O, +0, +2H —+ 0, + H,0,

SOD %16,53 oraminda azot,%1,05 oranmda kikkint ve az miktarda

":kaxbohidrat icermektedir. Protein kismunda Methionin yoktur. Yapisinda az
mlktarda heksoz, heksozamin ve sialik asit, fazla miktarda ise Aspartik asit,
Glutamik asit ve Glisin yer almaktadir (43)

SOD; intraselliiler denge ve SOR’lerinin homeostazimda kritik rol ovnar,

ayrica nétral veya alkalin pH’da duragan siiperoksit konsantrasyonunu diisiirerek
spontan dismutasyonu daha da azaltir.

Kataliz yoluyla siiperoksit iyonlar1 énce Hidrojen peroksit’e dénistiiriiliir
sonra Katalaz enzimince detoksifiye edilirler Bryokimyasal ¢alismalar sonunda
SOD enzimi degisik okiler dokularda farkl oranlarda bulunmustur, SOD
- aktivitesi en az ii¢ degisik molekiil tarafindan viratildagi icin degisik
~ biyokimyasal galigmalarin sonuclarim kiyaslamak giictiir; Sitoplazmik Zn/SOD,
mitokondrial Mn/SOD ve yitksek molekiiler agirlikta ekstra selliiler SOD (9,43).




Cu ve Zn iceren SOD:

Primer olarak &karyotik hiicrelerin sitoplazmasinda bulunur, Bunun
yanmnda mitokondride de ver almaktadir 32000 D (Dalton) molekiil
aguhigmdadi. Disilfid képriisii ile baglanmis, birbirinin aym olan iki alt
iiniteden olugmustur. Her bir alt imite birer Cy*2 ve Zn"? icermektedir. Bu
clementler enzim aktivitesi igin mutlaka gereklidir. Fakat Zn™2 yerine, Co™, Hg*?
veya Cd"®da gegebilir ve bu dwrumda enzimde aktivite kaybr olmaz.Q, "
dismutasyonu Cu** ile saflanmir Cw/Zn SOD insan nétrofillerinde (sitoplazmik
SOD adiyla) total SOD’un % 85%ini olusturur ve diisiik molekiil aguliklidr.

Cu/Zn SOD’lar oldukga kararh enzimlerdir Siyanid tarafindan tersinir
olarak inhibe edilirler. Siyanid’in karbon atomu, enzimin Cu*> 1y rediikleyebilir.
Ancak 10 uM’iin iizerindeki H;0; konsantrasyonlarinda enzim irreversibl olarak
mhibe olmaktadir In vivo kosullarda, siiperoksit radikalinin kendisi Hy0, ile
yanga girerek bu inhibisyonu énlemektedir (9).

Okiiler dokularda yapilan immiinohistokiyasal ¢alismalar Cw/Zn SOD’ 1
baghica kornea epiteli ve endotelinde, iris posterior epitelinin apikal bolgelerinde
non-pigmente silier epitelin i¢ tabakalarmda, lens epitelinde, retinanin
fotoreseptor tabakasinn i¢ tabakalarinda ve retina pigment epitelinde yer aldigim
gostermigtir. Bu bolgeler fizyolojik veya gozigi inflamasyonu gibi patolojik
durumlarda Siiperoksit’e daha sik maruz kalan okiiler dokulardir (26).

Mn i¢ceren SOD:

Prostetik grup olarak Mn™ icerir. Daha ¢ok bakterilerde ve Skaryotik
hiicrelerin mitokondri matriksinde bulunur Bakteriel enzim esit biiyiiklitkte iki
alt birimden olusur. Her alt iinite bir Mn™2 atomu igerir. Molekul agithg 40000
Daltondur. Mitokondrial enzim ise MA 80000 D olan bir tetramerdir

Enzim Kkloroform, etanol ve %2’lik Sodyum dodesilsiilfat tarafindan
inhibe olur. Siyaniir’iin bu tip bir etkisi yoktur (9).




2.6.2 KATALAZ (CAT)

Katalaz (CAT) dort alt inite igeren bir hemoproteindir Peroksidaz
aktivitesi diginda bu enzim bir molekiil H30,’1 elektron verici bir substrat olarak,
digerini de oksidan veya elektron alicist olarak kullanabilir. In vivo kosullarda
CAT’1n peroksidaz aktivitesi daha baskindir (44).

Enzim yiiksek konsantrasyonlardaki H,0,%i, su ve molekiiler oksijene
doniiglimiinii Katalizleyerek ortamdan uzaklagtir, H,0,, Urat oksidaz, Glukoz
oksidaz ve D-Aminoasid oksidaz gibi bir ¢ok enzimin katalizledigi reaksiyonlar
sonucunda oksijene iki elektron transfer edilmesi ile olusur (44).

CAT eritrositte, kemik iliginde, miikoz membranlarda, boébrek ve
~ karacigerde yaygin olarak bulunur. Mikro yaptlar ve peroksizomlar, karaciger
~ dahil pek ¢ok dokuda bulunur. Bunlar, oksidazlar ve CAT yoniinden zengindir.
Bu yapilar, H;O, iireten enzimler ile onu pargalayan enzimleri gruplamada bityiik
avantaj olusturmaktadu En vyiiksek konsantrasyonlara karaciger ve eritrositte
rastlanmaktadir.  Karacigerin CAT  aktivitesinin yiksek olmasi, olusan
peroksitierin etkisiz hale getirilmelerine katkida bulunur (45).

Eritrositlerin metabolik hizlarinm daha diisiik olmasina ragmen buradaki
yiilksek CAT aktivitesi, Hemoglobin  oksidasyonunun  6nlenmesi 1¢in
gerekmektedir. Eritrositler, H,0,’i su ve oksijene geviten GSH-Px akfivitesine
sahiptirler, Bu iki enzim bitbirinin eksikligini kompanse ettigi icin eritrositler
oksidatif hasara kars1 korunmaktadirlar (46).

Okiiler dokularda ise komea, uvea ve retinada CAT varhig gosterilmistir
Immﬁnohistokimyasal ¢aligmalar sonunda baslica kornea epiteli, silier epitel,
retina’nm i¢ segmentleri ve retina pigment epitelinde yer aldig gOsterilmistir.
Enzimin dagiimmm SOD ile benzerlik gostermesi oksidanlanin detoksifiye
edilmesinde bu iki enzimin uyumlu bir igbirliginde bulundugunu gOstermektedir
(26).

Enzim mol basina 4 gm Fe iceren tetramerik bir yapiya sahiptir. Protohem
giubu aktif bolgelerin temel komponentidir. Fe” iceren her alt birimde bir
Protopofirin IX bulunmaktadir (46).
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Asetat, askorbat, azid, Siyanid, Siyonojenbromid, 2,4diklorofenol, Etanol,
Florid, Format, hidroksilamin, Metanol, Monokloramin ve Nitrit CAT

2.6.3 GLUTATYON PEROKSIDAZ (GSH-Px)

Glutatyon Peroksidaz 1957 yihida tanimlanmus bir enzimdir. Dokulardaki
e vicut sivilanindaki H,0,’nin ve lipid hidroksiperoksitlerinin pargalanmasing
atalizler. Boylelikle viicut dokulanmi oksidatif hasara kars1 koruyucu bir rol
oynar.

i Selenyum (Se) bagimh GSH-Px katalitik aktivitesi igin Se’a gereksinim
~duyar. 23 kD’luk tetramerik bir proteindir. Mol bagma 4 atom Se icermekte ve
aktif bolgesinde Selenosistein bulunmaktadir. Enzimin Selenolat formu aktiftir
Peroksitleri alkole rediiklerken kendisi selenik asit’e oksitlenir. Rediikte
‘Glutatyon’un reaksiyona girmesiyle enzim Selenosiilfid sekline doniisiir. Tkinci
Glutatyon’un selenosiilfid’e eklenmesiyle Glutatyon okside formuna gecer ve
enzim aktif durumuna geri déner

Lokosit ve makrofaj gibi fagositik hiicrelerde GSH-Px yiksek oranda
- aktiviteye sahiptit Bu enzim bu hiicreleri fagositoz sirasinda kendi iirettikleri
| hidroperoksitlere kars1 korur (9,48).

Birgok dokuda GSH-Px aktivitesinin diyet ile alman Se’a bagh oldugu
gosterilmigtir. Baz1 dokularin hem non-Se hem Se-GSH-Px aktivitesine sahip

oldugu ancak bu iki enzimin hidroksiperoksit substratlanna farkl spesifitelerinin

oldugu gosterilmistir. Se-GSH-Px’in (Selenyum igerir) organik peroksitleri ve

Hx0,"i kullanabildigi oysa non-Se-GSH-Px’in (Selenyum igermez) organik

peroksitleri kuflanabildigi ancak H,O,’i kullanamadifn gdsterilmigtir. Yapilan

¢aligmalar tavsan ve bovin retina, retina pigment epitel, lens, kornea epiteli ve

konjunktiva’da Se-Glutatyon aktivitesinin oidugunu gostermistir. Selenyum ve

Vit E’den fakir diyet ve bu elementlerle desteklenmis diyet alan ratlarda yapilan

¢aligmalar sonucu ratlarda retina pigment epiteli ve lenste non Se-GSH-Px

enziminin total GSH-Px aktivitesine fazla katkist olmadigr gosterilmigtir (49),
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2.6.4 GLUTATYON S TRANSFERAZ(GST)

GST insan hiicrelerinde yiiksek konsantrasyonlarda bulunan cok gerekli
ir enzimdir. Hiiciesel detoksifikasyon sisteminin major bir komponentidir

2.6.5 REDUKTE GLUTATYON(GSH)

GSH, -SH grubu igeren non-protein bir thiol’diir. Protein tiyollerinin

:-:indirgemnis seklinin saflanmasiu destekleyerek dogrudan bir antioksidan etk
-.:'gbsteritt. Bu Onemli gorevinden baska, membranlar boyunca aminoasid
ansportunda ve gesitli detoksifikasyon olaylarinda rolleri vardir. Elekirofilik
bilesiklerin konjugasyonunu ve H,0, ile lipid hidroperoksid (ROOH) lerin
:indirgenmesim' saglar. GSH eritrositte siirekli sentez edilmektedir Glutamik asit
ve sisteinden y-glutamil-sistein sentetaz yolu ile bir dipeptid olusur Daha sonra
glutatyon sentetaz ise bir tripeptid olan y-glutamil-sisteinil-glisin’i yani GSH’u
olusturur. GSH, hemoglobin ve diger kritik eritiosit proteinlerinin peroksidatif
- hasarma engel olarak eritrositi zararh etkilerden korur GSH’un metabolik
. yolunda birgok enzim bulmmaktadir (9,44).

' GSH’un hemen hemen tamami hiicre icinde yerlesmistir Serumda yok
f.__ denecek kadar azdw. Normal sartlar altinda hiicrelerde GSH daha cok serbest
formdadir. Sitozoldeki okside Glutatyon (GSSG) miktan ¢ok azdir ve genellikle
- GSH miktarmin %1-3’iinii olusturur.

GSH  oksidatif strese karst onemli bir role sahiptir.  Organik
hidroperoksitier, intraselliler GSH’un okside forma doniismesiyle zararsiz hale

getirilirler. Yine Glutatyon, fosfolipidlerde lokalize olmus ROOH’lerin yikimin
da saglayabilir (9,44)
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2.7 EBSELEN

Ebselen [2-phenyi-1,2-benzisoselenazol-3(2H)one] son dekadda iizerinde
ok caligtlan bir antiinflamatuar seleno-organik bilesiktir (50). Ilaca duyulan
ginin baglica nedeni 1984 yilinda Miiller ve Wendel’in, 1998 yilinda
aiorino’nun  yaptiklart calismalarda tespit ettikleri Ebselen’m ozellikle
folipid hidroperoksid GSH-Px olmak iizere GSH-Px benzen etki gostermesi
Jmustur. Sies’in 1993 ve 1994°teki derleme makalelerinde tizexinde durdugu bir
f_diger‘ nokta ise Ebselen’in enzim benzeri katalitik aktivitesidir. Ashnda diigik
:-:'.ﬁlolekiiler organik bir bilesen olan bir ilacm katalitik aktivitesi olmas1 son derece
sagtictdir  ve bu psodoenzimatik aktivitenin Ebselen’in farmakodinamik
 profiline katkida bulunduguna dair bulgular da yaymlanmugtr (S1).

" Ebselen’in farmakolojik profilindeki ilging noktalardan biri kendine has
! gosterdil antioksidan etkidir Alfa- tokoferol ve probukol gibi birgok diger
 antioksidanlar sebest radikallerden anndirma etkileri ile lipid peroksidasyonunu
¢ bundan sonra tetiklenebilecek ikincil reaksiyonlan engellerler. Oysa Ebselen
' kendisi cok zayif bir serbest radikal Gnleyicisidir ancak 6zellikle
| hidroperoksilipidler olmak iizere organik hidroperoksitlerin armdinlmasmda gok
etkilidir. Bu son iriinler lipid peroksidasyonunu devam ettirebilecekleri i¢in
ortadan kaldirilmalan ile radikal 6nleyiciler ile aym etki elde edilebilir (52).

2.8 EBSELEN’IN KIMYASAL DONUSUMLERI

Ebselen zellikle hidroperoksidler ve tiyollere karst son derece reaktiftir.
Birgok redoks reaksiyonu sonucu Ebselen, oksidasyon durumunu ifade eden
bilesiklere déniistiiriilebilir; seleninik asit (+4), selenol (-2), diselenid (-1) ve
selenenilsiilfidler (+O). Ilk bakista Ebselen’in redoks aktivitesinin (diger
selenyum  bilesiklerinin aksine) diigiik toksisitesi ve insanlarda, deney
hayvanlarmdaki uzun yan omrii ile geligebilecegi disinilebilir. Ancak birgok
derivativinin arasmda Ebselen’in en yiiksek termodinamik stabiliteye sahip
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olmast bu celigkiyl giderir. Bu stabilitesini enerjetik bakundan avantajli beg
atomlu halkasina borghudur Cesitli redoks reaksiyonlarmin kombinasyonundan
ve bir ¢ok reaksiyon siklusu sonunda Ebselen tekrar elde edilir (52)

2.8.1 Hidroperoksidlerle Reaksiyon:

Ebselen ve baz metabolik iiriinleri hidroperoksidleri, hidroksi
.j:;: bilegenlerine reditkleyebilirler H,0,’e kars: en reaktif bilesen Ebselen Selenol
iken en diisiik reaksiyon hizim selenilsiilfid gsterir. Organik hidroperoksidler

~arasmda hidroperoksi fosfolipidler, hidroperoksi kolesteril esterleri ve kolesterol
hidroperoksid Ebselen tarafindan etkili olarak indirgenirler. Hidroperksidierin
indirgeyici detoksifikasyonlar1 Ebselen’in farmakodinamik aktivitesinin ana

bolimiinii olugtururlar (53).

2.8.2 Tiyoller ile Reaksiyon:

Ebsclen birgok fiyoller ile reaksiyona girer. Bumlar arasmda yer alan
glutatyon, N-asetil L-Sistein ve selenenilsiilfid olusturan dihidrolipoat daha sonra
tiyol fazlah@ olmasi halinde ebselen selenol ve ebselen diselenid’e
donistiiriiliirler.  Tiyoller ayrica  Ebselen’in Selenyum  oksidini  de
mndirgeyebilirler,

Ebselen ayrica proteinlerin tiyol gruplar ile de reaksiyona girebilir Baz
enzimlerin inhibisyonu bu reaksiyon ile meydana gelebilir. Ebselen’in in vitro ve
in vivo olarak selenilsiilfid bag ile serum albuminine baglanmasi ve bu hali ile
GST ve membran proteinleri gibi reaktif tiyol igeren proteinlere transfer
edilebilmesi Ebselen’in hiicrelerce alinabilmesini miimkiig kidmaktadir (52)

2.8.3 Ebselen’in Déniisiimleri:

GSH-Px benzeri etkisi: 1984°te Ebselen’in GSH-Px benzeri aktivitesinin
bulunmas: birgok araghrmacimn dikkatini ¢ekmistii. GSH-Px ve Ebselen’de
katalitik olarak aktif Selenyum’un varthigi Ebselen’in GSH-Px’in katalitik
mekanizmasi igin  model olabilecegini diisiindiirmistir GSH-Px’in  aktif
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bolgesinde ver alan Selenosistein katalitik siklus swasmda seleninik asit
detivativi ve glutatyon selenenil siilfid’e doniistiiriitiir, Analog katalitik siklus

Ebselen i¢in sdzkonusu oldugunda Ebselen’in selenol formu kapsanir (51)
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Sekil 3. Ebselen’in GSH benzeri etkisi (51).

Dihidrolipoat’m Ebselen’in GSH-Px benzeri etkisi igin Glutatyondan daha
iyl bir kofaktér oldugu gosterilmigtin. Bu nedenle es zamanh lipoik asit
uygulanmm ile Ebselen’in farmakolojik etkinliinin artmasi beklenir. Lipoik asit;
karaciger hastaliklar, ndrolojik rahatsizhiklar ve asimda kullanilan bir ilagtir. In
vivo dihidrolipoat ile bir redoks ¢ift olusturur ve hem sitozol i¢inde hem de
hidrofob membranlarda peroksil radikal temizleyici gorev yaparlar. Bu agidan
lipoik asit, Ebselen'den farkh bir yolla etki eden bir 6n tlagtir. Bu nedenle bu iki
ilag oksidatif stresle baglantili rahatsizhiklarda sinerjistik olarak kullamlabilir.
Ebselen’in GSH-Px benzeri etkisi sadece hidrojen peroksit iizerinde degil
herhangi bir organik hidroksiperoksid iizerinde meveuttur, Hidroperoksifosfo-
lipidier ile olan reaksiyon hizi hidrojen peroksid ile olandan 10 kat fazladir,
Lipofilik substratlara olan bu tercih Ebselen molekiiliiniin hidrofobik dogasima
bagli olabilir. Bu nedenle, Ebselen’in katalitik aktivitesi Selenoenzim fosfolipid
hidroperoksi glutatyon peroksidaz (PHGPx)’in etkisine benzer (52,54)

28

. %f .N




2.9 EBSELEN’IN DIGER REAKSIYONLARI:

Ebselen Selenol sadece Ebselenin kendi igindeki doniistimlerinde yer
almayrp hepatik Dbiyotransformasyonlarda da rol alu. Idrarda ve plazma
;:metabolitleli arasinda Ebselen selenol’tin Se-metillenmis ve Se- glukronillenmis
:':ﬁxi‘mlerixﬁn bulunmas: arastirmacilar bu sonuca gétiirmiistiir (53).

Ebselen’in 1at karaciger cytocrom P-450’nin bir kismum zamana bagiml
reaksiyon ile doniistirdigii ayrica, 16kotrien B4 i biyolojik olarak inaktif trans-
-izomerine dontstiindiigi gosterilmistir (52).

2.10 EBSELEN VE LiPID PEROKSIDASYONU

2.10.1 Serbest Radikaller ile reaksivon:

Pulse radioliz ile yapilan ¢alismalarda Ebselen’in triklorometilperoksil ve
diger halojen radikaller ile luzh reaksiyona girdigi gﬁstexilmistir'.‘ Ancak non-

halojene peroksil radikaller, 2,2-az-bis-amidinopropan, siiperoksit, hidroperoksil
ve singlet oksijen ile yapilan ¢aliymalarda Ebselen’in giiglii bir radikal onleyici
olmadigi ve farmakolojik etkileri arasinda serbest radikaller ile olan
reaksiyonunun ¢ok az etkisi oldugu gosterilmistir (54,55).

2.10.2 Lipid peroksidasyonu iizerine olan etlalern:
Daha 6nce de belirtildigi gibi Ebselen serbest radikallerce baslatilms lipid

peroksidasyonunu inhibe edemez. Ancak aksine transisyon metallerince
mikiozomlar ve mitokondride ve metil linoleat ile baglatlan lipid
peroksidasyonunun giiglii bir inhibitériidiir. Bu tip lipid peroksidasyonlar: Fenton
tipi reaksiyoniar ile baglatln Ebselen bu proges’i hidroperoksitleri ortadan
kaldirarak en erken evresinde inhibe eder. Ancak belirtilmesi gereken bir nokta
bazi durumlarda Ebselen ve analoglarinin hepatositlerde diquat redoks siklusu ile
baglalms  lipid  peroksidasyonunda  oldugu  gibi, peroksidasyonu
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tetikleyebilecegidir. Dolayisi ile ebselen lipid peroksidasyonunun iiniversal bir
_. inhibitérii olarak kabul edilemez (55)
| Ebselen’in bazi tip lipid peroksidasyoniarimi inhibe edici etkisi
Glutatyonun varligma bagh degildir Bu da Ebselen’in lipid peroksidasyonunu
- inhibe edici etkisinde; GPx benzeri etkiden ziyade hidroperoksid mdirgeyici
etkisinin baskin oldugunu gésterir. Ancak in vivo sistemlerde hidroperoksi lipid
diizeyi uygun Ebselen diizeyini asufinda, Glutatyon Ebselen selenoksidden
tekrar Ebselen elde etmek igin gerekir Ancak Glutatyon peroksidaz gibi

fizyolojik savunma mekanizmalarimn varligs nedeniyle boyle durumlara pek
rastlanmaz (56).

2.10.3 Lipoptoteinlerin oksidatif modifikasyonlar iizerine etkileri:

LDL’nin lipid bolimiiniin oksidasyonu biiyiik oranda kolesteril esterlerine
yol agar. Ancak plazmadan lipoprotein yerlesimli kolesterol ve kolesteril ester
hidroperoksitlerini armdiracak etkili bir fizyolojik sistem yoktur. Ebselen’in bu
hidroperoksitleri uygun alkollere indirgedigi ve LDL’nin bakira bagiml oksidatif
- modifikasyonunu inhibe etti gosterilmigtir (56),

Diisiindiiriicii noktalardan biri Ebselen’in plazma ve tam kandaki durumu
ve aktivitesidir  Plazmada Glutatyon ve diger tiyollerin varhgmin ¢ok diigiik
olmas: nedeniyle Ebselen’in GSH-Px benzer etkisinin olup olmayacaginin
sipheli olmasidir. Yapilan bir ¢ahsmada ratlara oral yoldan verilen Ebselen’in

karaciger eritrositleri hari¢, hidroperoksilipidlerin plazma diizeyini 2-4 saatte
diigiirdiigii  gosterilmistir. Bu gbzlemler plazmada segici bir hidroperoksit
indirgeyici etki varhgmi diigiindiirmektedir Aydmnlatiimas: gereken nokta kan
hiicrelerinin Ebselen’in etkisi igin kofaktor salgilayip salgilamadigt (6r:diisiik
molekiillii tiyoller) veya Ebselen’in plazma formu ile membran igerigi arasmda
etkilesim olup olmadigidir (6r:Ectotiyol grubu). Bu tartismalarn disinda eldeki
bulgular plazmadaki Ebselen’in in vivo olarak perokside olmus plazma
proteinlerinin etkili bir indirgeyicisi oldugu ayrica 6zellikle kan plazmasindaki
antioksidatif kapasitesinin oldugudur (56,57),
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2.11 ENZiM INHIBITORD GLARAK EBSELEN

Diigiik konsantrasyonlarda Ebselen’in birgok enzimi inhibe ettigi yapilan
¢ahsmalarda gosterilmistic Bu enzimlerin ¢ogunun inflamatuar olaylarda rol
almasi, bunlarm mhibisyonu ile Ebselen’in in vivo antiinflamatuar etki edecegini
diigindtirmugtiir. Ancak inhibe edici etkinin Glutatyon ve diger tiyollerce getlye
dondiiriildiifinin goriilmesi bu tahmini ciiriitir. Ebselen asagidaki enzim
© gruplan ile reaksiyona girer : a) Lipooksijenaziar, b) NADPH Oksidaz ve Protein
- Kinaz-C, ¢) H/K™ ATPaz, d) Nitrik Oksit Sentaz, ¢) Prostaglandin H Sentaz
- (56,57,58,59)

2.12 EBSELEN FARMAKOQOLOQJisi

Diger Selenyum bilesiklerinin aksine Ebselen’in toksisitesi son derece
digiiktiir glinkii biyotransformasyonu sirasinda Selenyum serbest hale gelmez ve
organizmanin Selenyum metabolizmasint bozmaz. Plazmada Ebselen’in
%90’dan fazlasmin serum albuminine baglanmas1 da hiicreler igin
biyoyararlamma engel degildir. Albiimin selenenil siilfidden plazma membran
proteinlerinin tiyol gruplarma efektif transferi Ebselen’in plazmadan hiicrenin

tim kompartmanlarina kolay bir gecis saglar (56).

Ozetle antioksidan ilaglar arsinda Ebselen’in iimit verici olmasini saglayan

karakteristik 6zellikleri soyle siralanabili:

- Diigiik toksisite ve yan etki

-  Birgok igdoniigiim sonunda dahi metabolik stabilite

- Sadece Ebselen’e degil baz1 metabolik yan iiriinlerine 6zgii biyolojik
etkiler
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- Molekiller ¢ok yonli etki; =zarar verici  hidroperoksitlerin
detoksifikasyonu ve enzim inhibisyonlannm yanisira sinyal iletim
progesi ve hiicre-hiicre etkilegimlerinin diizenlenmesi

- Birgok yonlii etki ile kendine has anfiinflamatuar etkipotansiyelinin
diger antiinflamatuar ilaglardan farkh olmasi

- Ozellikle oksidatif strese kars: hiicte ve doku koruyucu etki potansiyeli

- Ilag toksisitelerini indirgeme yetenegi

- Prospektif antisklerotik potansiyel. N

Likosit adezyonu
ve migrasyonu

s

inflamatuar uyar

i NO sentaz membran reseptdrier _!___. NADPH oksidaz

i _
+ fosfolipidier 5-HETE +
NO  pas '-""f .*3_ 5-LO% RoY

* trang LTB4
PGHE
i
Sitoprotektif  Proinflamatusr LTC4 D4 LTE4

\ PG'ler PG ler [
| _/
INFLAMASYON

[ ] Ebselen Hedefi Bilegikler, Enzimisr

-"' Ebselence Etkilenen Déniugumier
P Ebselen Blakaj

Sekil 4. Ebselen’in inflamasyon siirecinde etki ettifi maddeler ve
doniigiimler (56).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. DENEY HAYVANLARI

Iy,
ﬁ%
'

i

Aguhklan 2400 gr ile 3800 gr arasinda degisen, 34 adet albino erkek
tavsan caligmada kullanilmighr. Hayvanlar sabit bir karanlik-igik siklusunda,
ginde iki kez beslenerek yasatildr Deneysel tiim caligmalar 6ncesinde gozler
biyomikroskopik muayene ile degerlendirildi

3.2. DENEYSEL ISLEMLER

Grup I : 10 tavsana, 0.5 ml steril salin ve 0.5 ml Freund’s complete
adjuvant (Sigma F 588) i¢inde 25 mg Bovine Serum Albumin (BSA) (Sigma A
7638) subkutan olarak injekte edilerek immiinizasyon uyguland: Bu injeksiyonlar
7 giin ara ile 3’er kez uygulandi. Son injeksiyondan 1 hafta sonra tavsanlara 2
mg/kg Rompun +25 mg/kg Ketamin ile sedasyon ve analjezi uygulandiktan sonra <
sag gozlere 0.05 ml steril salin iginde 2 mg steril BSA intraviteral olarak injekte
edildi 17 gauge igne limbus’a 4-5 mm posteriordan superior rektus sakimlarak ve
hafif bir a1 ile arkaya dogru doniilerek silier cisim ve lens’e zarar verilmemeye
caligtlarak injeksiyonlar yapildi Intravitreal injeksiyonlar ile eszamanh olarak
tavsaniara 10 mg/kg Ebselen, Lipovenéz PLR® %10 (Fresenius, Bad Homburg)
soliisyonu iginde ¢oziindiirildii. Ebselen intraperitoneal yolla uygulandi (60,61).

Grup I : Yukaridaki yontemle 8 tavsan sensitize edildi Intraperitoneal
Ebselen injeksiyonu yerine intraperitoneal yol ile kg’a 1 ml dozunda Lipovensz

PLR® %10 (Fresenius, Bad Homburg) uyguland:




Grup IIT : Sensitize olmamug 10 tavsana intravitreal olarak 0.05 ml steril
Salin injeksiyonu yapildi 1 ml/kg Lipovendz PLR® %10 intraperitoneal olarak
uyguland: (60,61)

Grup IV : Sensitize olmamig 6 tavsana intravitreal Saline injeksiyonu ile
eszamanl: intrperitoneal Ebselen uygulandi (20 mg/kg)

3.3. KLINIK GOZLEM

Immiinizasyon oncesi, intravitreal injeksiyonlar 6ncesi ve eniikleasyonlar
oncesinde gozler muayene edildi. Klinik Uveit’in bulgulart DE Kozak ve ark’min
tarif ettigl sistem ile evrelendirildi (62).

Evre 0: Midrnatik damla uygulanim sonrasi normal iris dilatasyonu, akéz
hiimér ve vitrede hiicre yok.

Evre 1/Evre 2 : Inkomplet iris dilatasyonu ve hiicre kiimeleri izlenir,

Evre 3: Pupil dilate olmuyor, vitre ve 6n kamara iginde fibrin ve hiicreler
gozlenir,

Hayvanlar éidiirilmeden hemen &nce 27 gauge igne ile akoz hiimér sivist
alind1 ve Lowry teknigine gore protein miktari saptandi.

3.4. CERRAHI ISLEM

Intravitreal injeksiyonlart takiben 24 satte tim hayvanlar yitksek doz
Barbitiirat ile sakrifiye edildiler. Gozler eniiklee edildikten sonra lens ve retina
ile beraber koroid aynstmld:. Inflame gozlerde retina ve koroid’i aynistirmak zor
olacagindan ve benzer ¢aligmalarda retina ve Koroid’in homojenizasyonu beraber
yapildigt igin retina ve koroid bir biitiin olarak alindi ve homojenize edildi (29).
Lens ve retina-koroid homojenizatian biyokimyasal ¢ahsmalar viiriitiiliinceye
kadar -80°C’de sakland1.
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3.5. Cu/Zn BAGIMLI SUPEROKSID BISMUTAZ TAYINI (63)

Prepsip: Epineftinin  otooksidasyonu sonucu adrenokrom olusur Bu

otooksidasyonun, Cu/Zn —-SOD ile otoinhibisyon yiizdesine gére enzim miktar:
hesaplanir. Adrenokromun maksimum absorbans verdigi 480 nm’deki absorbans
degisiklifi Cu/Zn-SOD inhibisyonuyla iligkilidir

Cozeltiler: B,
1) Na;CO; / NaHCOj tamporu (0.3 M,pH:10 2)
2) EDTA(0.75M)
3) Epinefrin (1.8 mM.pH:2) :0.01 M HCl ile giinliik hazirlanir.
Doku stipernatant tamponla 500 kat diliie edilerek olgtim yapihir.

Kontrol Numune
Tampon (uL) 550 550
EDTA (uL) 400 400
Doku homojenat: 750 (Tampon) | 750
Distile Su (uL) 50 _
Adrenalin(ul) 500 500 %

3.6. Se-GLUTATYON PEROKSIDAZ (Se-GSH-Px) ENZIM TAYINi (64)

Prensip: Se-GSH-Px aktivitesi Paglia ve Valentina’nmn enzimatik yéntemi
modifiye edilerek tayin edilir. Birinci agamada GSH, Se-GSH-Px tarafindan
katalizlenen bir reaksiyonla, t-biitil hidroperoksid (t-BuOOH) kullamilarak okside
edilir, Ikinci agamada ise ortama eksojen olarak eklenen GR, yine ortama eksojen
olarak eklenen NADPH"1 kullanarak okside Glutatyonu yeniden rediikler. Bu
sitada 340 nm’de NADPH absorbansindaki azalma olciiliir.

Cozeltiler: 1)Fosfat tamponu (50mM, pH:7.2): K;HPO, ve KH,PO,
kullanilarak hazirlamr Tampon kahverengi sisede, 4°C’de 1 vl stabildir.
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2)Reakstyon karigim: :15 ml fosfat tamponunda ¢oziiliir.

a)EDTA (0.3 mM):0.00221 g

b) NADPH (0.1mM):0.001666 g

c)GR(0.5U):0014 ¢

d)NaNj; (0.5 mM) :0 00065 g
3)Rediikte Glutatyon (GSH) : 0.0015 g GSH 2 ml tamponda ¢éziiliir.
$t-BuOOH : 5.478 pl/100 ml olacak sekilde distile suyla hazirlanir,

GSH (+) GSH (-)
Reaksiyon karigmmi (ul) 750 750
Doku homojenati 50 50
GSH (uL) 100 _
Distile Su (L) _ 100
t-BuOOH (uL) 100 100

t-BuOOH eklenmesiyle birlikte her numunede 340 nm’de GSH (+) ve
GSH (-) deneylerinin 3’er dakikahk dl¢iimleri yapilir.

3.7. KATALAZ (CAT) TAYINI (46)

Prensip: H,Oz’nin CAT tarafindan O, ve H,O’ya pargalanmast sirasmda
reaksiyon kangimindaki absorbansm azalmasimin 240 nm’de 6lgimii esasmna
dayanan bir yontemdir (g 240:0 0039440.0002 nmol™ mm™)

Cozeltiler :

1)Fosfat tamponu (50 mmol/L, pH:7.0)

a)6.81 g KH,PO,, bidistile su ile 1000 ml’ye tamamlanu.
b)8.90 Na,HPO, :H,0, bidistile su ile 1000 ml’ye tamamlanir.
Soliisyonlar a ve b’de siras1 ile 1:1.5 oraminda kargtirilir

2}H;0, (30 mmol/L) :0.34 ml % 30’luk H,>0,, fosfat tamponu ile 100 ml’ye

tamamlanu. Fosfat tamponu 2°C’de stabildir. H,0, ise taze hazinlanmalidur,
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Prosediir : Siipernatanttan fosfat tamponu ile 1/500 oraninda diliisyon

yapthir.
Kor Numune
FosfatTamponu (uL) | 500 -
Doku Homojenati 1000 | 1000
Ha0, (nL) - 500
Reaksiyon H,0, eklenmesi ile baglatilir. Baslangic absorbansmin A=0 500 Cuﬁ

civarmda olmasina dikkat edilir. 15 saniye boyunca absorbanslar kaydedilir. 15

sn’deki Apzq0’1n 0.100°den biyilk ve 0.020°den kiigiik olmamasina dikkat edilir.
Aktivitenin hesaplanmasi

k=2.3/At x log (A/A;5)

k=2.3/ 15 x log (A/A;5) = 0.153 x log = (AJA;5)s™ (ml)

Litredeki degeri hesaplanacag igin ¢ikan sonug 1000 ile carpilir.

k=153 x log (AJ/A;s)s™ L

Numune 500 defa diliie edildigi i¢in bulunan deger 500 ile carpilir, ¢ikan

sonug doku sitpernatan proteindeki %5 gr oldugu igin 50°ye boliinerek CAT’m

k/g protein degeri bulunur,

k/g prot = [log (AJ/A;5)1/50 x 382500 i
Anormal kineti§i nedeni ile CAT imitesi i¢in “birinci derece reaksiyon
sabiti (k)” kullanilir ve CAT’in spesifik aktivitesi doku siipernatan proteini ile
iligkilendiritmis sekilde k/g prot olarak verilir,

3.8. DOKU MDA TAYINI (9,65)

Prensip:

Metodun temel prensibi, lipid peroksidasyonunun bir {iriinii olan MDA’in
TBA ile reaksiyona girmesi ve olusan bilesigin biitanol fazina ekstrakte edilerek
525 nm (cksitasyon) ve 547 nm (emisyon) de florometrik olarak okunmas:

€sasina dayanir
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Cozeltiler: 1) 29 mM TBA: 8.75 M Asetik asit icerisinde hazirlanir

2) 5 M hidroklorik asid (HCI)

3) n-Biitanol

4) Malondialdehid bis (dimetil asetat) standart soliisyonu,
0.05,0.1,02, 0.4, 0.8 ve 1 nmol/m! konsantrasyonlarinda hazirlanir

Prosediir :
Deney
Doku homojenati(ml) 0.05
Distile su (mi) 1
TBA(ml) 1

Tiim tiipler 1 saat boyunca 100°C’de kaynatilir. Bir saat sonunda tipler

musluk suyu altinda sogutulur.
HCI (ml) 0.025
n-biitanol(mi) 3

Tim tipler 10 dakika 3000 x g’de santrifij edilerek iist faz ayrlr ve
fluorometrede yukarida belirtilen dalga boylarinda okunur. Numunelerin MDA
igerikleri standart grafiginden hesaplanmr

3.9. KONJUGE DIiEN TAYINI (66)

Prensip: Konjiige dien igeren organik molekiiller, << K banti>> denilen
215 ve 250 nm arasinda absorbans piki yaparlar Peroksidize lipidler ise 233-234
nm’deki yogun K bant: ile karakterizedirler. Peroksidize doymamus vyag
asitlerinde konjiige dien olusumu; bu molekiildeki ¢ift baglan ayrran metilen
grubundaki hidrojenler iizerinde serbest radikal ataga sonucundadir
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Cozeltiler: 1)Kloroform
2)Metanol
3)Siklohekzan (spektrofotometrik grade)
4)Nitrojen gazr (HABAS)

Prosediir: 0.5 ml numune iizerine 0.5 ml kloroform :metanol 2:Lv:v)
solisyonu eklenir. 5 dakika vortekslendikten sonra nitrojen gazi altnda
kloroform : metanol fazinmn evaporasyonu saglanir. Kloroformdan armmig olan
ekstrakt, 2 ml siklohekzan iginde ¢oziiliir. Numunelerin absorbanst 234 nm’de
siklohekzan kériine kars okunur.

Sonuglar emax = 2.52 x 10* M cm kullanilarak pmol/L olarak hesaplanir

3.10. PROTEIN OLCUM{ - LOWRY METODU (67)

Prensip: Proteinler alkali ortamda elde edilen bakir iyonlar ile kompleks
yapatlar. Cu-Protein kompleksi bir elekiron donérii olarak hareket edebilir ve
ilave edilen Folin-Ciocalteu reaktifini (polifosfomolibdik ve polifosfotungustik
asit) yogun renkli molibdeum ve tungsten mavisine indirger. Olugan renk
siddetinin optik dansitesi 750 nm’de 6lgiiliir ve standart egri ile karsilagtirlarak
degerlendirilir.

Cozeltiler: 1) IN NaOH
2)% 5.8°lik Na,COs5 10 Hx0 veya %2 Na,C0; (anhidrid)
3)%1 CuSO4
4)%2 Na-K tartarat
5)D reaktifi: 10 ml Na,CO3 + 0.1 ml CuS04 + 0.1 mL Na-K
tartarat. Bu reaktif taze hazirlanir.
6)Folin-Ciocaltu-Fenol reaktifi:Sigmadan hazir olarak temin
edilir. Hazir olan reaktif 2N oldugn igin asagidaki sekilde sulandmlarak
kullamlir
Folin-Ciocalteu-Fenol reaktifi 1 kisim
Distile su 1 kisim
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1, 2, 4, 6 g/ml’lik konsantrasyonlarda haznlanir.

7)Protemn standarti: Bovin serum albumin (BSA), 025 05,

Yéntem:
Kér (mL) Standart (mL) Numune (ml)
Dustile su 0.1
Standart 0.1
Numune 0.1
1 N NaQOH 0.1 0.1 0.1
D reaktifi 1 1 1

Tiipler iyice kangtmldiktan sonra 20 dakika oda 1sisinda inkiibe edilir

Folin-Ciocalteu-Fenol Reaktifi

0.1

6.1 0.1

Hemen karigtithp 30 dakika oda isisinda inkiibe edilir.

Distile su

2

2

2

750 nm’de kére karsi okumur, Sonuglar standart grafiginden degerlendirilir
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4. BULGULAR

Uvett olusturulan tavsan gézlerinin hepsinde Evre 1 — 2 Klinik uveit
olustugu gézlendi.

Caliymamiza aldifimiz 34 tavsanm lens ve retina-koroid dokularina ait
enzim ve lipid peroksidasyon iiriinleri degerleri asafadaki tablolarda
gosterilmigtir (Tablo 3-12).

Enzim ve lipid peroksidasyon iiriinleri 4 grup arasinda, istatistiksel
kiyaslama Kruskal-Wallis testi ile, ikili gruplar arasindaki  istatistiksel
kargilagtirmalar Mann-Whitney testi ile gerceklestirilmistir,

Retina-koroid dokusundaki siiperoksid dismutaz (SOD) degerleri Tablo
3’de verilmistir. Ortalama degerler; kontrol grubunda 8586.195+1177.114 Ulgr
protein, sadece Ebselen verilen grupta 9007.070+936.6139, uveit olan grupta
8361 728+2052.505, uveit olup Ebselen alan grupta 8249 4950+2103.025 Ulgr
protein olarak bulunmugtur. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark
olmadig: gozlenmistir (p<0.05).

Tablo3: 4 grupta retina-koroid dokusundaki SOD degerleri (U/gr protein).

Grup Ortalama St.Deviasyon P
Kontrol grubu 8586.19 + 17711
Ebselen grubu 9007 07 + 936.61 p>0.05
Uveit grubu 8361.72 + 2052 50
Uveit + Ebselen grubu 8249.49 + 2103.02

Retina koroid dokusundaki glutatyon-peroksidaz (GSH-Px) degerleri
Tablo 4°de verilmistir. Ortalama degerler; kontrol grubunda 17.21+541 Ulgr
protein, Ebselen grubunda 16.70+1 66 U/gr protein, uveit grubunda 5.69+2.51
Ulgr protein, uveit+Ebselen grubunda 14 18207 Ulgr  protein olarak
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bulunmugtur Gruplar arasinda enzim degerleri agisimndan istatistiksel olarak

anlamh fark oldugu gozlenmigtir (p<<0.001)

Tablo 4: 4 grupta retina-koroid dokusundaki GSH-Px degerleni (U/gr protein).

Grup Ortalama St.Deviasyon P
Kontrol grubu 17.21 + 541
Ebselen grubu 16.70 + 1.66 p <0.001
Uveit grubu 569 + 2.51
Uveit +Ebselen grubu 14.18 + 207

Gruplar kendi aralarinda enzim dederi agisindan karsilagtriidifimda, uveit
grubu ile kontrol grubu (p<0.01), uveit grubu ile Ebselen grubu (p<0 01), uveit
grubu ile uveitttedavi grubu (p<0 05) arasinda istatistiksel olarak anlamh fark
saptanmistir. Kontrol grubu ile Ebselen grubu (p>0.05), kontrol grubu ile
uveit+Ebselen grubu (p>0.05) arasinda istatistiksel olarak anlamh fark
bulunmamigtar.

Retina-koroid dokusundaki katalaz (CAT) degerlenn Tablo 5’de
verilmigtir. Ortalama degerler; kontrol grubunda 36.114+2556 Ulgr protein,
Ebselen grubunda 50.94+26.46 U/gr protein, uveit grubunda 19.78+12 91 U/gx
protein, uveit+Ebselen grubunda 52.59+58.66 U/gr protein olarak bulunmustur.
Gruplar arasinda katalaz aktiviteler agismdan istatistiksel olarak anlamh fark
oldugu saptanmustir (p<<0.05).

Table 5. 4 grupta retina-koroid dokusunda CAT degerleri (U/gr protein).

Grup Ortalama St.Deviasyon p
Kontrol grubu 3611 + 25.56
Ebselen grubu 50 94 * 26.46 p < 0.001
Uveit grubu 1378 & 12.91
Uveit + Ebselen grubu 52.59 + 58.66

Gruplar kendi aralarinda katalaz enzimi agisindan kargilastinildigmda;
sadece uveit grubu ile Ebselen grubu arasinda istatistiksel olarak anlamh fark
oldugu gézlenmistir (p<0.01).
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Retina-koroid dokusundaki konjuge dien (cd) degerleri Tablo 6°da
verilmigtir. Ortalama degetler; kontrol grubunda 218.91496 23 pmol/L., Ebselen
giubunda 240 07+11199 pmol/L, uveit grubunda 453.57+79.30 umol/L,
uveit+Ebselen grubunda 336 34+20.49 pmol/L olarak bulunmustur. Gruplar
arasinda konjuge dien diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlaml diizeyde
fark buhmmustur (p<0 001).

Tablo 6: 4 grupta retina-koroid dokusundaki konjuge dien (cd) degerleri

(umol/L).
Grup Ortalama St.Deviasyon P
Kontrol grubu 218.91 + 96.23
Ebselen grubu 240.07 + 111.99 p <0.001
Uveit grubu 453 57 + 79.30
Uveit + Ebselen grubu 336.34 + 20.49

Gruplar kendi aralaninda karsilashnldiginda uveit grubu ile uveit+Ebselen
grubu arasinda (p<0.001), uveit grubu ile Ebselen grubu arasida (p<0.01), uveit
grubu ile kontrol grubu arasinda (p<0.01), uveit+Ebselen grubu ile Ebselen grubu
arasinda (p<0.01) ve uveit+Ebselen grubu ile kontrol grubu rasmnda (p<0.05)
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur Sadece Ebselen grubu ile kontrol
giubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamigtir (p>0.05). |
Retina-koroid dokusundaki malondialdehid (MDA) degerleri Tablo 7’de f:’;:%
verilmigtir. Ortalama degerler; kontrol grubunda 65442 58 nmol/g protein, |
Ebselen grubunda 6 88+1 94 nmol/g protein, uveit grubunda 14 75+2.60 nmol/g
protein, uveit+Ebselen grubunda 8.10+2.39 nmol/g protein olarak buluenmugtur,
Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh fark bulunmugtur (p<0.001).

Tablo7: 4 grupta retina-koroid dokusundaki malondialdehid (MDA) degerleri

(nmol/g protein).
Grup Ortalama St.Deviasyon P
Kontrol grubu 654 + 258
Ebselen grubu 6.88 & 194 p <0.001
Uveit grubu 14.75 + 260
Uveit + Ebselen grubu 8.10 + 2.39




Gruplar kendi aralarinda karsifaghuildiinda uveit grubu ile kontrol grubu
arasmda (p<0.01), uveit grubu ile Ebselen grubu arasinda (p<0.001), uveit grubu
ile uveittEbselen grubu arasmnda (p<0001) istatistiksel olarak anlamh fark
saptanmighr.  Difer giuplar arasinda istatisttksel olarak anlamhi fark
saptanmanmgtu:

Lens dokusundaki superoksid dismutaz (SOD) degerleri Tablo 8°de
verilmistir. Ortalama degerler; kontrol grubunda 11687.38+1754.29 Ufgr protein,
Ebselen grubunda 10291.8441546.15 Ulgr protein, uveit grubunda
11762 8911687 28 U/gr protein, uveit+Ebselen grubunda 10188 88+866.33 U/gr
protein olarak bulunmustur. Gruplar arasmnda istatistiksel olarak anlamh fark
bulunmugtur (p<0.05).

Tablo 8: 4 grupta lens dokusunda superoksit dismutaz (SOD) degerleri

(umol/L).
Grup Ortalama St.Deviasyon P
Kontrol grubu 1168738 = 1754.29
Ebselen grubu 1029184 = 1546.15 p<0.005
Uveit grubu 1176283 « 1687 28
Uveit +Ebselen grubu 1018888 « 866.33

Gruplar kendi aralarinda karsilastiildiginda uveit grubu ile Ebselen grubu
arasinda (p<0.05), uveit grubu ile uveit+Ebselen grubu arasinda (p<0.01),
uveit+Ebselen grubu ile kontrol grubu arasinda (p<0.05) istatistiksel olarak
anlamh fark bulunmugtur. Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml: fark
bulunmamigtir.

Lens dokusundaki glutatyon-peroksidaz (GSH-Px) degerleri Tablo 9°da
verilmigtir Ortalama degerleri; kontrol grubunda 0.218+0.094 Ulg protein,
Ebselen grubunda 0.617+0.195 U/g protein, uveit grubunda 0.0512+0.023 U/g
protein, uveit+Ebselen grubunda 0.161£0.057 U/g protein olarak bulunmustur.
Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh fark bulunmustur (p<0 001)
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Tabloe9: 4 grupta lens dokusunda glutatyon-peroksidaz GSH-Px degerleri

(U/g protein).
Grup Ortalama St.Deviasyon P
Kontrol grubu 0218 + 0094
Ebselen grubu 0.617 + 0.185 p<0001
Uveit grubu 0.051 * 0.023
Uveit + Ebselen grubu 0.161 + 0.057

Gruplar kendi aralarmda karsilastrildiginda uveit+Ebselen giubu ile
kontrol grubu haricindeki tiim gruplar arasmda istatistiksel olarak anlamh fark
bulunmugtur.

Lens dokusundaki katalaz (CAT) degerleri Tablo 10°da verilmigtir,
Ortalama degerler; kontrol grubunda 4.895+5.099 Ulg protein, Ebselen grubunda
4525+2.033 Ulg protein, uveit grubunda 9 .146+4.711 Ul/g protein,
uveit+Ebselen grubunda ise 954145150 U/g protein olarak bulunmusgtur.
Gruplar arasinda istatistikse] olarak anlamh fark bulunmugtur (p<0.05).

Table 10: 4 grupta lens dokusunda katalaz (CAT) degerleri (U/g protein).

Grup Ortalama St.Deviasyon P
Kontrol grubu 4.895 + 5.089
Ebselen grubu 4525 + 2033 p <0.005
Uveit grubu 9146 + 4711
Uveit +Ebselen grubu 9.541 + 5.150

Gruplar kendi aralarmda kargilastmldiginda sadece uveit grubu ile
Ebselen grubu arasinda (p<0.05) ve uveit+Ebselen grubu ile Ebselen grubu
arasmda (p<0 05) istatistiksel olarak anlaml; bulunmugtur

Lens dokusundaki konjuge dien (cd) degerleri Tablo 11°de verilmigtir.
Ortalama degerler; kontrol grubunda 147 4849 85 umol/L, Ebselen grubunda
9773126 27 pmol/L, uveit grubunda 429.10+57.72 umol/L, uveit+Ebselen
grubunda 95.734£26.27 pmol/L olarak bulunmugtur. Gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamh fark bulunmustur (p<0.001)



Table 11: 4 grupta lens dokusunda konjuge dien (cd) degerleri (umol/L).

Grup Ortalama St.Deviasyon P
Konfrol grubu 147 48 * 9.85
Ebselen grubu 9573 + 26.27 p <0001
Uveit grubu 429.10 + o7.72
Uveit + Ebselen grubu 382.14 + 168.87

Gruplar kendi aralarnda karpilastinldiginda  tiim  karsilagtirmalarda
istatistiksel olarak anlamly fark bulunmustur.

Lens dokusundaki malondialdehit (MDA) degerleri Tablo 12°de
verilmigtit. Ortalama degerler; kontrol grubunda 0.06020.012 nmol/g protein,
Ebselen grubunda 0 07610.022 nmol/g protein, uveit grubunda 0 161+0 013
nmol/g protein, uveit+tEbselen grubunda 0.187+0.375 nmol/g protein olarak
bulunmustur. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulunmugtur
(p<0.001).

Table 12: 4 grupta lens dokusunda malondialdehid (MDA) degerleri (nmol/g

protein).
Grup Ortalama St.Deviasyon P
Kontrol grubu 0.060 * 0.012
Ebselen grubu 0.076 + 0.022 p<0.001
Uveit grubu 0.161 + 0.135
Uveit + Ebselen grubu 0.187 + 0.375

Gruplar kendi aralarinda kargilastinldiginda uveit grubu ile kontrol giubu
arasirda (p<0.001), uveit grubu ile Ebselen grubu arasinda (p<0.001), uveit
grubu i’e uveit+Ebselen grubu arasinda {(p<0.01) istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmus, diger ikili karsilagtrmalarda istatistiksel olarak anlamh fark

bulunmamisgtir.




5. TARTISMA

Bu ¢aligmada, onerilen uveit modelleri arasinda yer alan bovine serum
albumini (BSA) ile sensitize edilmis tavsanlarda, intravitreal BSA ile olusturulan
klinik uveit modeli insan modeline uygun oldufu igin tercih edilmistir. Daha
once Uusitalo’nun galigmasinda, transmission ve scanning elektron mikroskobu
ile bu modelin tavsan gozlerinde yarattifs reaksiyon 3 evrede tammlanmugtir. 24
tavsanin 3 grupta, tedavi edilmeden galigldign bu ¢alismada ggzler farkli saat ve
ginlerde eniklee edilip incelenmigtin Calismada uveitin ilk bulgnlarinm
intravitreal BSA  enjeksiyonundan 3 saat sonra gozlendigi behrtilmigtir.
Uusitalo'nun ¢aliymasinda akut 6n uveit klinik bulgulan ilk giin i¢inde artmaya
devam etmiy (6n kamaradaki protein miktari 21.4 mmHg’a ctkmustir) ve
2.giinden sonra azalmaya baglamustir. Tavsanlar 2 haftaya kadar izlenmig ve ¢ok
hafif Klinik bulgular saptanmistir (Akoz sivida protein 12.7 mg/ml) (60),

Intravitreal enjeksiyonun kendisi de travmatik bir reaksiyona sebep
olabilirse de, primer polimorfoniikleer lokosit (PMNL) mfiltrasyonu sadece
immiinize olmus ve intravitreal BSA uygulanmis tavsan gozlerinde gozlenmigtir.
Her iki kontro} grubunda da sadece enjeksiyon bélgesinde az miktarda PMNL
tespit edilmigtir Bu bulgular enflamasyonun baslama sebebinin antijenik
uyarmin yamswa, anitjen sunumu oldugu ve deneysel uveit'in akut fazinda
PMNL’lerin 6nemi rolii oldugunu gostermistir (60).

PMNL infiltrasyonunu mononiikleer (MN) hiicrelerin infiltrasyonu
izlemistir. Dolasan MN hiicreler genelde kiigiik veya orta boyda lenfositlerdir.
Dolayis1 ile plazma hiicreler1 ve lenfoblastlarin, 6n uveada yer alan lokal
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lenfositlerden enflamasyon supasinda tiredigi agikardir. Cahsmada tium
lenfositlerin endotelial baglantilardan gegis yaptig: goriilmiistiir (60)

Silier epitelinde morfolojik degisikliklere cok hassas oldugu gosterilmistir.
Bu caligmada enflamatuar hiicrelerin gociinden nce silier progeslerin iizerinde
fibrin aglannm olugtufu gozlenmistir. Enflamatuar hiicrelerin arka kamaraya
gegiginde silier epitel ana gegis yolunu saglar. Gog eden hiicrelerin iginde
¢ofunlugn mononiikleer (MN) hiicreler olusturmustur (60).

Bizim ¢alismamizda patolojik degerlendirme yapimamasmin sebebi,
modeldeki patolojik degisikliklerin daha ¢nceki caligmalarda ¢ok 1y1 tarif edilmis
olmast ve ¢ahsgilan serbest oksijen iiretiminin biyokimyasal verileri ile patolojik
sonuglarin birbiri ile iligkili bulunmasidar (29)

Cahsmamizin amaci, uveitin akut faznda yogmm PMNL varhigmda
baslayan serbest oksijen radikal hasarmnm, lipid peroksidasyonu asamasinda,
Ebselen uygulammu ile azalip azalmayacagii gozlemek idi. Ebselen’in PMNL
ve makrofajlarca baslatilan inflamatuar cevab1 azaltacag beklenmedigi igin
patolojik ¢alismamn, enzimatik diizeydeki etkileri sorgulayan ¢aligmamiza ¢ok
fayda saglayacag diisiniilmedi.

(Caliymamizda eniiklee edilen tavsan gozlerinde retina ve koroidde sadece
biyokimyasal ¢aligmalar yapilmstir, ancak daha sonraki asamalarda patolojik
inceleme yapalip, sonuglarin biyokimyasal degerler ile kargilagtirmas: yapilabilir. W

Rao’nun deneysel uveitte serbest oksijen radikallerinin rolinii ayrmtih

olarak irdeleyen gahgmasinda 16kosit infiltrasyonunun en yogun oldugu giinde,
Lumimal Amplified Chemiluminance (LAC) ile &lgiilen serbest radikaller ve
enflame dokuda lipid peroksidasyon iiriinleri olan CD, MDA ve fluorokrom
lipidlerin diizeyi anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Eg zamanli olarak 151k ve
elektron mikroskobunda da retinal hasar saptanmigtir Uveoretinit bélgesinde
saptanan bu bulgular, serbest oksijen radikalleri geligimi, lipid peroksidasyon
olugumu ve retinal hasar arasindaki direk iliskiyi ortaya koymusgtur (29).

Rao’nun bu ¢aliymasinda elektron mikroskobu ile vapilan ¢ahigmalar,
infiltrasyon bolgesinde hiicrelerde olusan hasarm cogunlukla retinal damarlar ve
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fotoreseptétler civarmda oldugunu gostermis ve hasarin, serbest radikallerin
olustugu bélgelerin en yakinmda meydana geldigi sonucunu dogurmustur (29).

Daha 6nce intraperitoneal olarak uveit modellerinde uygulanmig SOD,
katalaz, glutatyon peroksidaz veya hidroksil radikal Onleyiciler uveit’in seyrinde
hafifleme ve retinal hasarda azalma saglamislardir. Bu etkilerini uveada oksijen
metabolitlerinin olustugu bélgelerdeki énleyici etkileri ile sagladiklar: sonucuna
varlmighr (21,22).

Incelenen bu serbest oksijen radikalleri biyolojik agidan son derece reaktif
ve dengesizditler. Bu yitksek reaktivite sonucunda ise kisa yanlanma Omriine
sahiptirler. Siiperoksid ve hidrojen peroksidden kaynaklanan hidroksil
radikallerinin, hiicrelerin membranlarmdaki lipidler ve hiicresel DNA dahil
birgok biyolojik molekiil ile reaksiyona girdikleri bilinmektedir. Membran
lipidlerinde yer alan doymamns yag asitlerinin peroksidasyonu, membranlarmn
sckietuar  fonksiyonlanmin  ve transmembranéz iyonik  gradientlerinin
bozulmasina sebep olur. Bu tir degisiklikler hiicresel odem, dejenerasyon ve
nekroza sebep olabilir. Deneysel uveit modellerinde tespit edilen CD, MDA
triinleri, floresan kromolipid bilesikleri, hidroperoksid’lerin tespiti, lipid
peroksidasyonuna kamt olmustur (29).

Deneysel uveitlerde bu iiriinler enflame retina ve koroidde tespit edilmis
ve boylece korioretinal enflamasyon bolgesinde olugmus serbest oksijen
radikallerinin doku hasar1 olugturdugu gosterilmigtir (25,29).

Tim bu bilgiler 1s1gmda calismamizda retina ve koroid beraber olarak
ahmmug ve ahinan spesimenlerde lipid peroksidasyonunun géstergesi olarak CD
ve MDA cahigilmistir.

Baska uzun zincirli doymamis yag asitleri olmak iizere ¢ok miktarda lipid

igeren 1etina oksidatif hasara karst ok duyarlicdir. Retinal fotoreseptorlerin
yiikksek oranda 22:6 dokosaheksanoik asit icerdikleri bilinmektedir, Bu yag
asidinin deneysel uveitlerde azaldig: gosterilmigtir. 22:6 dokosaheksanoik asit’in
benzer sekildeki kaybi, serbest radikallerce baslatildigy diisiiniilen fotik retinal
dejenerasyonlarda da saptanmistir Fotoreseptorlerin fizyolojik fonksiyonlarm




idamelerinde 6nemli rol oynayan bu yag asitlerinin azalmasi, fotoreseptor ve
difer retina hiicrelerinde dejenerasyona ve dolayisi ile gérme kaybma yol
agacaktir,

Enflamasyonda ve fotik hasarda ortaya ¢ikan serbest radikallerin etki
mekanizmalar farkli olsa da, olusan doku hasarmdan her iki durumda da retinal
lipidlerin peroksidasyonunun ve 22:6 dokosaheksanoik asit kaybmin sorumlu
oldugu goriilmektedir (29).

Caligmamizda retina ve koroid hem uveit, hem kontrol gruplarinda enzim
ve lipid peroksidasyon iiriinlerinin tayini i¢in kullanilmigtir, Ancak her ikisinin
ozellikle Inflame gozlerde, ayristirilmast zor oldugu igin bir bitiin olarak

almmglardar,

Rao’nun deneysel uveit modelindeki en 6nemli gézlem PMN hiicrelerde
bulunan miyeloperoksidaz (MPO) enziminin ve lipid peroksidasyon firiinlerinin
pik yaptifn zaman ile histolojik bulgularm ve klinik uveitin siddetinin
zamanlamasimmn kiyaslanmis olmasidar.

Elde edilen bulgnlara gbre, lipid peroksidasyonunun PMNL’lerdeki
“oksijen artig1” ile yakin baglantisi vardir. Dahasi, retinal membran lipidlerinin
peroksidasyonu ile olusan retinal hasar dejeneratif progesin ilk basamagm

Yo

olusturmaktadir. Bunu destekleyen bulgular, retinamn nekroza ugramaya
bagladig gainlerde yiksek dizeylerde lipid peroksidasyon tiriinlerinin bulunmast &
ve uveitde ilk fazda 22:6 dokosaheksanoik asit kayb: gozlemlenmesidir (29).
Serbest oksijen radikallerinden superoksid, hidroksil radikalleri ve singlet
dioksijenin goz dokusunda biyolojik jenerasyonun miimkiin oldugu birgok
¢alismada gosterilmistir. Intraokiiler dokular, birgok dokuda varlig: tespit edilen
koruyucu anti-oksidan sistemlerin aymsma sahiptit. Oksidan hasara karg
savinmmada ii¢ muhtemel evre tammmlanmistir. Birincisi; reaktif oksidanlarn
olusumunu baglatan O, ~ ve H,0, gibi serbest oksijenlerinin SOD, katalazlar ve
peroksidazlarca ortadan kaldirlmalaridir. Ikinci basamak vitamin E ve askorbat
gibi endojen koruyucularla reaksiyonlarinda radikallerin yok edilmesidir. Uciincii
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basamak ise okside olmus hiicre igeriklerinin tamir mekanizmasi veya
yenilenmeleridir (34).

ntraokiiler dokularda yer alan koruyucu enzimler hiicre iginde yer ahrlar,
oysa intraokiiler stvilatin hemen hemen hi¢ enzimatik aktivitesi yoktur. Okiller
bosluklar: gevreleyen tiim dokular hiicre iginde olugan oksidanlara karst
kendilerini koruyabilirler. Go6z iginde deneysel veya reaktif yol ile olusturulan
oksidanlar, okiiler bosluga komsulugu olan dokularmn hiicre membranlarina hasar
vererek etki ederler. Biyolojik membranlar iizerinde in vitro yiiriitillen deneysel
calismalar hidroksil radikalleri ve siiperoksid radikallerinin, dokularda olusan
oksijen hasarinda rol aldiklarmi gostermektedir Gozde, 6n kamara ve vitre, aktif
oksijen cesitlerinin in vivo jenerasyonunu ve g¢evre dokulardaki etkilerini
arastirmak icin uygun bolgelerdir (34).

Tavsan gozlerinde intravitreal ksantin oksidaz ve ksantin ile yaratilan
uveal enflamasyonda 6n kamarada ¢ok miktarda protein ve seliiler birikimin, ¢ok
sayida hiicre ile lens kapsiilimiin 6n kismina yapistif1 izlenmistir. Bu ¢aligmada
ayrica lense yakin vitreusda yogun inflamatuar reaksiyon varhf gosterilmistir
(63).

Ratlarda viriitillen peroksinitrit ve oksidatif hasarin incelendigi deneysel
bir uveit modelinde aktive nétrofillerde siiperoksit jenerasyomunu hicre
yiizeyinde oldugu ve retinal lipid peroksidasyonunun olusmas: i¢in bolgede
infiltre olan PMNL’lerin varhgmin sart oldugn gosterilmistir (69. Retinal lipid
peroksidasyonunun deneysel uveit modelinde gahsildig1 bir bagka ¢ahigmada yine
sertbest oksijen radikallerince olugturulan doku hasannm lipid hicre
membranmm peroksidasyonu yolu ile oldugu ve retinadaki peroksidatif hasarn,
komsu uveal dokunda var olan aktive inflamatuar hiicrelerce baslatldig
bildirilmistt. Aym ¢alismada ekstraseliiler ortamda olusan hidroksil radikallerin
lipid hiicre membranindan hidrojen atomlan alarak komjiige dien olugumuna ve
hiicre membranlarnda peroksidatif hasara sebep olduklar: bildirilmigtir (25).

Bu bilgiler ipgmda, uveit olusumu swasinda PMNL infilirasyonu ve
inflamatuar reaksiyon olusumunun gosterildigi akdz hiimoér, vitre On yizi ve
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idamelerinde 6nemli 10l oynayan bu yag asitlerinin azalmasi, fotoreseptsr ve
difer retina hiicrelerinde dejenerasyona ve dolays1 ile gorme kaybma yol
acacaktir:

Enflamasyonda ve fotik hasarda ortaya c¢ikan serbest radikallerin etki
mekanizmalan farkly olsa da, olusan doku hasarmdan her ikj durumda da retinal
lipidlerin peroksidasyonunun ve 22:6 dokosaheksanoik asit kaybmin sorumlu
oldugu gérillmektedir (29)

Calismamizda retina ve koroid hem uvett, hem kontrol gruplarmda enzim
ve lipid peroksidasyon iiriinlerinin tayini i¢in kullanilmigtir Ancak her ikisinin
ozellikle Inflame gozlerde, aynstuilmasi zor oldugu i¢in bir biitiin olarak
ahnmiglardar,

Rao’nun deneysel uveit modelindeli en onemli gézlem PMN hiicrelerde
bulunan miyeloperoksidaz (MPQ) enziminin ve hipid peroksidasyon #iriinlerinin
pik yapt@ zaman ile histolojik bulgulanin ve Klinik uveitin siddetinin
zamanlamasinin kiyaslanms olmasidr.

Elde edilen bulgulara gore, lipid peroksidasyonunun PMN L’lerdeki
“oksijen artigi” ile yakan baglantisi vardu. Dahasi, retinal membran lipidierinin
peroksidasyonu ile olusan retinal hasar dejeneratif progesin ilk basamagim
olusturmaktadir. Bunu destekleyen bulgular, retinanm nekroza ugramaya
bagladigr giinlerde yitksek diizeylerde lipid peroksidasyon triinlerinin bulunmas:
ve uveitde ilk fazda 22:6 dokosaheksanoik asit kaybi gozlemlenmesidiz (29).

Serbest oksijen radikallerinden superoksid, hidroksil radikalleri ve singlet
dioksijenin géz dokusunda biyolojik jenerasyonun miimkiin oldugu bircok
¢ahigmada gosterilmistir Intraokiiler dokular, birgok dokuda varlig tespit edilen
koruyucu anti-oksidan sistemlerin aymsma sahiptir  Oksidan hasara kars:
savunmada iic muhtemel evie tanimlanmistir.  Birincisi; reaktif oksidanlarin
olusumunu baglatan O, ve H,0; gibi serbest oksijenlerinin SOD, katalazlar ve
peroksidazlarca ortadan kaldmilmalandir ikinci basamak vitamin E ve askorbat
gibi endojen koruyucularia teaksiyonlarinda radikallerin yok edilmesidir. Ugiincii
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ozellikle ins ile silier cisim arasinda yer alan ve koruyucu enzimatik aktivitesi

Tablo 2’de gosterilmis olup, homojenizasyonu miimkiin olabilen lensler eniiklee
edilen gozlerden almarak enzimatik aktiviteleri ve lipid peroksidasyon
iiriinlerinin tayini i¢in ¢aligilmustir.

Retinada yer alan koruyucu enzimler, retinadaki diger antioksidanlar ile
birlikte serbest oksijen radikallerinin temizlenmesinde etkili olabilirler. Bu
etkileri enflamasyon baslangic safhasmnda baskin olurken, ileri evrelerde
radikallerin temizlenmesinde etkin olamayabilizler. Bu sonuca, kesitlerin
histopatolojik incelemesinde PMNL varligmmn minimum diizeyde izlendigi
giinlerde serbest radikal olugumunun israrla yitksek bulunmasi sonucunda
vanlmigtir (29). Bu sebeple, biz kontrol ve tedavi gruplan arasindaki enzimatik
etkileri ve tedavinin dokulardaki akut etkilerini daha iyi kiyaslayabilmek igin
enflamasyonun bizim modelimizde pik yaptig: donemde yani 24.saatte (60)
eniikleasyon yaparak dokularimizi ayurdik.

Serbest radikallerin maksimal diizeyde 6lgiildiigii erken dénemde retinal
dejenerasyon bulgulaimin minimal olmas), retinal hiicte membranlarindan
serbest radikal hasart somucu olusan lipid peroksidasyon iiriinlerinin zincir
reaksiyonu ile giftikge artan retinal hasar olusturdufunu diisiindiiriir. Bu
mekanizmamn yam sua, lipid peroksidasyon iiriinlerinin kemotaktik 6zellik
gostererek inflamasyonun artmasma sebep olduklari diisimiilmektedit. Daha
onceki mvitro galismalarda da 22:6 PUFA’dan kaynaklanan lipid peroksidasyon
triinlermin PMNL igin kemotaktik olduklan gosterilmistir Aym ¢aligmada
prostaglandinler (PG) ile baglantisi olmayan perokside lipidlerin kemotaktik
fonksiyonlar1 olabilecegini gostermigtir. In vivo sartlarda retinanm lipid
peroksidleri ve hidroperoksitlerinin prostoglandinlerle beraber uveoretinit’in
ilerlemesinde etken olabilecegi énerilmigtir Antioksidan enzim ve serbest radikal
onleyici tedavilerin faydali etkilerinin lipid peroksidasyonu kemotaktik
faktorlerini en aza indirmekle olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (29).

Rao’nun yiiriittiigii deneysel uveit modelinde retinal ve koroidal dokularda
yiriitilen histokimyasal yapisal ve kimyasal ¢aligmalar oksijen metabolitlerinin
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varbgim kamtlanmistir.  Inflame dokularda superoksid, hidrojen peroksit ve
bunlarm iiriinleri olan lipid peroksidasyon iiriinleri tespit edilebilmigtir (29).

Daha once birgok deneysel uveit modellerinde tedavi edici ajan olarak
deferoksamin, sodium benzoat, SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz, dimethyl
thiourea gibi birgok madde ve enzim kullanilmus ve serbest oksijen radikali
hasanm &nleyerek intraokiiler inflamasyonu Ozeltmede etkileri gozlenmigtir
(18,21,22).

Ebselen literatiirdeki birgok ¢aligmada oral yolla ve 100 mg/kg benzeri
dozlarda verilmistir. Ancak oral yolla kullanrmda tavsanlarda biyiik miktarlarda
Ebselen gerekmektedit. Bir ¢alismada Ebselen’in intravensz yolla 5.5 mg/kg
dozunda verildigi tarif edilmistir Calismarmmizda hidrofobik ve hidrofilik
ozellikleri gézoniine almarak, Ebselen Lipovendz PLR®%10 (Fresenius, Bad
Homburg) soliisyonu iginde (intravensz kullanim igm litrede 25.0 g gliserol, 6 g
yumurta fosfolipidleri, 100 g soya fasulyesi yagi igeren lipid solusyonu),
ml’sinde 10 mg Ebselen olacak sekilde ¢Oziindiiriiliip intraperitoneal olarak
uygulanmistir. Ebselen’in kan retina bariyerini gecebildigi daha Onceki bir
¢aligmada kamitlanmigtir (70,71).

Caligmamizda retina-koroid dokusunda yiiriitillen ¢ahismalarda konjuge
dien degerleri agisindan iki kontrol grubu arasi hari¢, tim ikili gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Bu fark uveit grubu  ve
uveit+Ebselen grubunda her iki kontrol grubuna goére yitksek degerler bulunmas:
sonucu olusmugtur. MDA degerleri agisindaki gruplar arasinda genel anlamda
saptanan istatistiksel olarak anlamh farkhhik, uveit grubunda tiim diger gruplara
oranla tespit edilen yiksek degerlerden kaynaklanmaktadir Retina MDA
deferlerinde, konjiige dien degerlerine kiyasla bulunan degisik sonug
uveit+Ebselen grubunun diger kontrol gruplari ile istatistiksel olarak farkl:
bulunmamasidir. Lens dokusunda yapilan ¢aligmalann istatistiksel sonuglar1 da
retina-koroid dokusundan elde edilenlerin aymsidir. Bu sonuglar bize sensitize
edilip intravitteal Bovin serum albumini uygulanan hayvanlarda (uveit ve
uveittEbselen grubu) intraokiler inflamasyon ve lipid peroksidasyonunun
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gergeklestigini gosterir. Lipid peroksidasyonu iiriinlerinin bu gtuplarda kontrol
gruplarindan daha yitksek oranlarda bulunmasmm yani sira, konjiige dien
deferleri tedavi almus wveit grubunda tedavi obmamis uveit grubundan
istatistiksel olarak daha yiiksek bulunmus, malondialdehid degerleri ise tedavi
almig uveit grubunda diger kontrol gruplanindan  istatistiksel olarak farksiz
bulunmustur. Bu sonuglar bize Ebselen’in ozellikle doymamms lipid
peroksidasyonunu  azalth@  sonucunu dugtindiimugtir.  Ozellikle retinada,
konjiige dien ve malondialdehid degerlerinin iki kontrol grubu arasmnda farklhihik
gostermemesi ise, lipid peroksidasyonunun  olmasim beklemedigimiz
hayvanlarda Ebselen’in bir etkisi olamayacag1 varsaytmim dogrulamaktadr

Okaryotik hiicre sitoplazmasinda yer alan superoksid dismutazlardan
“sitoplazmik SOD” adiyla alinan Cw/Zn SOD insan nétrofillerinde bulunur ve
total SOD aktivitesinin %85’ini olusturur. Cu/Zn SOD’un okiiler dokularda lens
epitelinde, retinamin fotoreseptor tabakasinm i¢ tabakalarinda ve retina pigment
epitelinde var oldugu gostertlmigtir. SOD’un tavsan gozlerinde retinada, lens
epitelinden 5 kat daha fazla oranlarda bulundugu gosterilmistir (Tablo 2).

Caligmamizdan ¢ikan ilging bir sonug, retina-koroid spesimenlerindeki
SOD aktivitesinin higbir grup arasinda farklilik gostermemesi idi. Bunun sebebi
akut sathada eniiklee ettigimiz (24 saat) gozlerde, daha once gosterilmis olan
yogun polimorfoniikleer ve 6zellikle notrofil birikimine bagli olabilir. Dokuda
olan ve serbest oksijen radikallerinden arnma islemi sonrasinda diigmesi
beklenen SOD degerleri, inflamatuar uyarl sonunda ortamda sayilan ¢ok artan
nétrofillerden kaynaklanan SOD artist ile dengelenmis olabilir. Bu durumda tek
bagina SOD degerleri dokuda olugan reaksiyon ve aktivite igin bize ¢ok yardimci
olamamaktadir.

Ote yandan, inflamatuar cevabmn birincil derecede gergeklesmedigi ve
dolayis: ile polimorfoniikleer yogunlufunun maksimum derecede beklenmedigi
lens dokusunda biraz daha farkli sonuglar elde edilmigtir. SOD degerleri
agisindan lens dokular1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farkhilik bulunmustur.

Bu farkhilik uveit grubunda Ebselen giubuna ve uveit+Ebselen grubuna gore
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yiksek bulunan degerlerden ve uveit+Ebselen grubunda kontrol grubuna oranla
| yiksek bulunan degerlerden kaynaklanmigtir, Okiiler enflamasyon oldugu,
konjuge dien ve MDA sonuglaria gére kesinlik kazanmig uveit gruplarinda SOD
degerlerinm istatistiksel olarak daha diigiik ¢rkmast oksijen radikallerine kars: bir
cevabm oldugu ve bu nedenle enzimin kullantdigims gosterir, SOD degerlerinin

saldinimin uzak bir hedefi olmasi, dolayist ile SOD kaynagi olabilen nétrofil
saldmisina daha az oranda maruz kalmas ile agiklanabilir. Bunun yant sira lensin
1etinadan ok daha az miktarlarda SOD icermesi de akut fazda ¢abuk tikenmesi
sonucunu dogurabilir.

Lokosit ve makrofajlarda yiiksek aktiviteye sahip oldugn gosterilen GSH-
Px bu hiicreleri kendi iirettikleri hidroperoksitlere karst korur. Se-GSH-Px’in
okiiler dokularda, retinada, retina pigment epitelinde, lensde, kornea epitelinde ve
konjunktivada bulundugu gésterilmistir. Se-glutatyon total GSH-Px aktivitesinin
bilyiik ¢ogunlugundan sorumludur (49).

Retinada ¢alipiian GSH-Px sonucunda gruplar arasmda genel anlamda bir
istatistiksel fark ortaya ¢ikmugtr. Uveit grubunun GSH-Px degerleri diger tiim
gruplardan anlamli derecede daha diisiik gikarken, uveit+Ebselen grubundaki
GSH-Px degerleri de sadece Ebselen uygulanan gruptan daha diisiik gtkmigtir, Bu
sonuglara gére lipid peroksidasyonu ve peroksidatif hasara karsi retinada bulunan
GSH-PX’'m  kullamldigi  goriilmektedir  Retina  dokularindaki GSH-Px
deferlerinin Ebselen ve kontrol gubu arasmda  farkhihik gostermemesi,
inflamatuar cevabmn olmadig bir dokuya Ebselen uygulamimimn enzim diizeyini
degistirmedigini gosterir. Ebselen ile tedavi edilmis okiiler dokulardaki enzim
aktivitesinin kontrol grubundan istatistiksel anlamda farksiz ¢ikmasi ise 6nemli
bir bulgudur, zira ortamda bulunan GSH-Px’in ¢ok az miktarda kullamldig1 veya
hig kullanilmadi: sonucunu diisiindiirmektedir.

Tavsanlarda retina ve lens epitelinde benzer oranlarda bulunan GSH-Px’in

(Tablo 2) lens deferlerinde de hemen hemen aym sonuglart vermesi,

sonuglanimizin tutarhib@inm  bir kamt olabilir Lens dokusunda yiriitillen
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istatistiklerde gozlenen tek fark Ebselen uygulanan kontrol grubu degerlerinin
kontrol grubundan anlaml 6lgiide yiiksek ¢ikmasi idi Bu sonugtan Ebsclen veya
tirevlerinin Se-bagimli-GPx aktivitesini artirmalan sorumlu olabilir.

Lens ve retina-koroid dokusunda GSH-Px degerleri ile vanlan bu
sonuglardan parenteral yolla uygulanmis Ebselen’in kan-akdz ve kan-ietina
bariyerini astiktan sonra glutatyon peroksidaz benzeri etkisi ile 1etinada ve lens
epitelinde, inflamatuar yamt ile ortaya ¢ikmug hidroperoksitieri reditkledig
gosterilmistir. Boylelikle dokularda bulunan GSH-Px'in yogun miktarlarda
kullammma gerek kalmamiste Bu sonug¢ ¢ok onemlidir, zira retinanin
fotoreseptor membranni  toplam  yag  asitlerinin %50°sini  olugturan
docosohexanoic asit’in (22:6) lipid peroksidasyonuna ¢ok duyarl: oldugu ve
deneysel uveitlerde inflame retinadaki major peroksidatif frimin
hidroperoksidocohexanoic asit oldugu gdsterilmigtir Bu hidroperoksitlerin
nétrofillere kemotaktik aktivite gosterdigi, inflamasyonu da artirdigy saptanmigtir
(41). Ayrica membran doymamig yag asitlerinin peroksidasyonunun membran
fonksiyonlart ve transmembranéz iyonik gradientlerini bozdufu ve sonucunda
olugan seliller odem, dejenerasyon, nekroz ile retina hasar olugturdugu
bilinmektedir (29).

Dolayis ile ortamdaki hidroperoksitlerin, dokudaki enzimlerin tiketimine
gerek kalmadan rediikte edilmesi retinal hasarin dnlenmesi agismndan son derece
onemlidir.

Ozellikle retinada SOD degerlerinin uveit gruplannda kontrol gruplan ile
benzer oranda bulunmasinm akut fazda yogun PMNL yigilimma baglandigr bu
calismada, uveit gruplarmda Iokosit ve makrofajlarca da GSH-Px salmimg
olabilecegi diigiiniiliirse, FEbselen’in koruyucu etkisi daha fazla ortaya
ctkmaktadir.

Tavsan gozlerinin retina-koroid ve lens dokulannda bulunan katalaz
degerlerinin istatistiksel degerlendirmesi kendi aralarmda celigkili bulunmustur.
Lens degerlendirmelerinin geliskili ve uyumsuz cikmasi mantikli olarak
degerlendirilebilir, giinkil katalazin varhig kornea, uvea ve retinada en yogun
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olarak mis ve silier cisimde bulunurken, lens epitelinde diisitk, dekapsiile lensde
gok daha diisilk muktarlarda bulunmus ve tiim lensin g¢aligildigi spesimenlerde
enzim aktivitesi almamadig rapor edilmistir (Tablo 2).

Retina-koroid dokularinda katalaz yoninden yapilan karsilagtrmalarda
sadece Ebselen grubunda uveit grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
yiikseklik bulunmugtur. Bu sonugtan uveit olusan gdzlerin retinasinda katalazin
kullamldigz sonucuna varilabilir, ancak uveit grubu ile kontrol grubu arasmda bir
fark bulunmamis olmast bu hipotezi giiriitmektedir. Ote yandan uveit ve kontrol
grubu, uveit+Ebselen grubu ile hem Ebselen hem kontrol gruplarn arasmda
anlamh fark bulunamamus olmasi kirmizi kan hiicrelerinde bulunan katalazin
olusan vaskiilit sonucu ag1ga ¢rktifini ve bu nedenle kullamlmig olsa dahi kontrol
gruplatindan ok farkli diizeylerde bulunmayacagim disiindirmiistiir

Uveit grubu ile tedavi almms uveit grubu arasmda anlamh bir fark
gozlenmemis olmasi, Ebselen’in lipid peroksidasyonunun universal bir inhibitorii
olmadif gercedi ile bagdasir (56). Dahasi, serbest radikallerce baglatilmg lipid
peroksidasyonunu inhibe edemeyecedi, ancak GSH-Px benzeri etkisi ile
ortamdaki hidroperoksitleri rediikleyebilecegi bilinmektedir. Bu noktadan yola
¢ikarak belki de ortamda hazir bulunacak daha yiiksek miktarlardaki Ebselen’in
sertbest radikallerin olugmasma firsat vermeden lipid peroksidasyonunu
engelleyebilecegi diisiiniilebilir. Bu sebeple bundan sonra yapilacak ¢alismalarda,
diigiik toksisitesinin oldugu da bilinerek Ebselen’in daha vitksek dozlarda
intraperitoneal kullammimn katalaz diizeylerini nasil etkileyecegi incelenebilir
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6. SONUCLAR

1) Uveit olusturulan gruplarda MDA ve konjiige dien degerleri hem retina, hem
lenste kontrol gruplarma gére anlamh olarak yiksek bulunmus, boylece
24 saatte eniiklee edilen gdzlerde lipid peroksidasyonu olustugu

gosterilmigtir:

Uveit olusturulup Ebselen ile tedavi edilen grupta lens ve retina, MDA ve
konjiige dien degerlerinin uveit grubuna gore anlamh olarak dustigi
goriilmiis ve antijenik uyarn ile eszamanh verilmis Ebselen’in akut fazda lipid
peroksidasyonunu azalttify gosteritmigtir.

Tavsan Jlens ve retina - koroid dokusundakd GSH-Px degerleri
incelendiginde; uveit grubunun GSH-Px degerleri diger tim gruplardan
istatistiksel olarak anlamli 6lgiide diigik bulunmugtur. Buna gore lipid
peroksidasyonu ve peroksidatif hasara karsi retinada bulunan GSH-Px
kullanilnmstir. Ebselen ile tedavi edilmis okiiler dokulardaka (Iens ve retina-
koroid) GSH-Px aktivitesinin kontrol grubundan istatistiksel olarak farksiz
¢ikmast, bu grupta ortamda bulunan doku GSH-Px’inin korundugu sonucunu
dogurmustur. Ortamda olugan hidroperoksitleri Ebselen reditklemistir.

Tavsanlarin lens ve retina-koroid dokularinda Ebselen’in GSH-Px benzeri
etkisi ile GSH-Px enzimini korumasi, intraperitoneal yolla verilmis

Ebselen’in kan-retina bariyerini astgin gostermektedir
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5)

6)

Retina-koroid dokusunda oSlciilen SOD aktivitesinin higbir grup arasinda
istatistiksel olarak farklihik gdstermemesi, uveit olusmus gozlerde ortamda
yogun olarak PMNL ve nétrofil birikimine bagh olabilir. Inflamatuar uyart
sonunda, nétrofillerin sitoplazmalarnda bulunan Cu/SOD aktivitesi bazal
diizeyin cok iistiine gikarak, kullamlmasi halinde dahi kontrol gruplarna
yakin diizeylerde idame edebilir.

SOD ve katalazin, GSH-Px degerleri kadar anlamli sonuglar géstermemesi,

Ebselen’in universal bir antioksidan olmamast ve okiiler dokularda GSH-Px

benzeri aktivitesi ile peroksidasyonu dnlityor olmasim diisiindiriir
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Uveiite gelisen retinal hasar1 énlemek igin deneysel olarak intraperitoneal
injeksiyon veya oral yol ile birgok antioksidan madde veya hidroksile serbest
radikal &nleyicileri denenmigtir. Bu gahgmalardan elde edilen sonuglar lipid
peroksidasyonunu azaltmanmn, doymamis yag asitlerinden zengin retina ve
szellikle fosforeseptor membranlar1 korumada etkili oldugunu gOstermistir.

Akut okiler inflamasyonun tedavisi iizerindeki calismalar prensipte
deneysel uveit modelleri iizerinde yogunlagmugtir. Bu  ¢aligmada, uveit
olusturmak i¢in Rao’nun Bovin Serum Albumin’ini (BSA) sensitizan olarak
kullandig1 deneysel model kullamiimisgti.

Calismada 34 adet erkek tavsan 4 gruba aynilmistir. 2 grup tavsan sensitize
edilmis ve sag gozlere intravitreal BSA verilerek Klinik uveit olugturulmustur. Bu
gruplardan  birincisindeki tavganlara intravitreal injeksiyon ile egzamanh
intraperitonel Ebselen verilmistir. Difer iki kontrol grubundaki tavsanlara ise
immiinizasyon uygulanmammg ve sa§ gozlere intravitreal serum fizyolojik
uygulanmigtr. Kontrol gruplardan birisindeki tavsanlara intravitreal serum
fizyolojik ile beraber intraperitoneal Ebselen uygulanmgtir. Akut inflamasyonun
beklendigi 24. saatte tiim tavsanlarm sag gozleri eniiklee edilmistit. Tavsanlarm
lens ve retina dokularinda lipid peroksidasyon iirfinteri olan konjiige dien (CD)
ve Malondialdehid (MDA) diizeyleri ve antioksidan enzimler olan Katalaz,
Sitperoksid Dismutaz ve GSH-Px diizeyleri dlgildii

Cikan sonuglarin istatistiksel degerlendirmeleri sonunda, uveit olugmast
beklenen gruplarda, bekiendigi gibi CD ve MDA diizeylerinin kontrol gruplarina
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gore daha yiiksek oldugu ve Ebselen wuygulanmig uveit grubunda lipid
peroksidasyonunun daha az gelistii g6riildii. Antioksidan enzim diizeylerinin
incelenmesi sonunda GSH-Px diizeyi uveit olusturulan grupta diger gruplardan
daha disiik ¢ikarken, Ebselen uygulanan uveit grubunda kontrol grubundan
farksiz gikmuistir. SOD ve Katalaz degerleri GSH-Px degerleri istatistiksel olarak
anlamit ¢itkmig ancak sonuglan gruplar arasinda ve dokular arasinda farklilik
gostermisgtir. Bu verilere dayanarak su sonuca varabiliriz:

Ebselen BSA ile olusturulan uveit sonucu olusan lipid peroksidasyonunu
azaltir gorimmektedir. Ebselen;GSH-Px benzeri etkisi ile dokuda var olan GSH-
Px degerlerini koruyabilmekte ancak diger antioksidan enzimler iizerinde birebiz
etki gostermemektedir.
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