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GIRIS

Uveit, primer olarak iiveal dokunun (iris, silier cisim ve koroid) etkilendigi,
ayn1 zamanda c¢evre dokularin da (vitreus, retina, optik sinir) istirak edebildigi,

gormeyi tehdit eden intraokiiler enflamasyondur.

Uveit, genel olarak 20-50 yas arasi populasyonu etkileyen ve 14-
52/100,000 insidansla goriilen bir hastalik olup son 10 yilda goriilme siklig1 40
yil 6ncesine gore 3 kat artmustir (1, 2). Kistoid makula 6demi, katarakt, glokom
gibi ciddi sekellere neden olan iiveit gelismis iilkelerde legal korliiklerin %5-20
gibi 6nemli bir kismin1 olusturmaktadir. Orta yas grubunu etkilemesi liveiti ayni
zamanda sosyoekonomik bir problem haline de getirmektedir. Enfeksiyoz ve
otoimmiin mekanizmalar diginda giiniimiizde halen hastaligin patogenezi ile
ilgili smirlh  bilgiye sahibiz. Bu nedenle intraokuler enflamasyon
fizyopatolojisini anlamaya ve tedavisini gelistirmeye yonelik calismalar halen

devam etmektedir.

Endotoksinle indiiklenen {iveit (EIU); deney hayvanlarina c¢esitli yollarla
(intravendz, intraperitoneal, intravitreal) sublethal dozda lipopolisakkarid (LPS)
verilmesiyle genelde 24 saat sonra ortaya c¢ikan goze lokalize enflamatuar
cevapla karakterize akut fakat gecici bir olaydir. Ik olarak Lewis ratlarinda
gosterilmesine ragmen bugiin birgok hayvana uygulanabilmektedir. EIU bir akut
On tiveit modeli olup bu hastaligin hem patofizyolojisinin degerlendirilmesinde

hem de potansiyel tedavi seceneklerinin arastirilmasinda kullanilmaktadir (3).



1988 yilinda Yanagisawa ve arkadaslar1 tarafindan domuz aorta
endotelinden izole edilen endotelin-1 (ET-1), 21 aminoasitten olusan bir
noropeptid olup bilinen en potent vasokonstriiktor maddedir. Makrofajlar,
astrositler ve endotelyal hiicrelerce endojen olarak iretilmektedir. ET-I1,
embriyogenez ve hemostaz gibi hayati olaylarda esansiyel olup gézde de cesitli

olaylarda rol almaktdir.

Endotelin-1’in g6z iizerine olan etkileri ile ilgili yapilan ¢aligmalarda
belli basgh baz1 6zellikler 6n plana ¢ikmaktadir. Bu etkiler; goz i¢i basinct, pupil
cap1, koryo-retinal dolasim, korneal endotel ve epitel, akdz protein

konsantrasyonu ve intraokiiler enflamasyon iizerindeki degisikliklerdir.

EIU modelinde, akéz ve serum ET-1 diizeyinin yiikseldigi izlenmis ve
ET-1’in iveit gelisiminde 6nemli bir mediatdr oldugu belirtilmistir. ET-1"in
okiiler enflamasyonda arasidonik asit yolu tizerinden etki ettigi ve bu etkinin non-
selektif siklooksijenaz (COX) inhibitorleri (indometazin, diklofenak) ile
engellenebildigi izlenmistir. Okiiler enflamasyon gelisiminde rol oynayan bir
diger onemli mediator de nitrik oksittir (NO). Gerek ET-1 gerekse NO endotel
kaynakli olup pek ¢ok fizyolojik olayda birbirleriyle belirli bir uyum i¢inde sentez
edilmekte ve saliverilmektedir. EIU modelinde, tiim bu bahsi gegen mediatdrlerin
kan-akdz bariyerinde olusturdugu hasarin ortak sonucu olarak humor akéz (HA)

protein konsantrasyonu artmaktadir.



Bu caligmada:

1. Farelerde endotoksinle olusturulan iiveit modelinde serum ve HA ET-1
diizeyinde ve HA protein konsantrasyonunda meydana gelen

degisiklikler ile histopatolojik degisiklikler,

2. Sistemik yolla uygulanan ET-1 reseptor antagonistlerinin, COX ve NO

sentaz enzim inhibitorlerinin iiveit tablosundaki etkileri arastirilmistir.

GENEL BIiLGIiLER

Uveitler

Uvea sozciik olarak, Yunanca’da {iziim anlamma gelen “uva”dan
gelmekte olup goziin kanlanmasimi saglayan iris, silier cisim ve koroid
dokularini tanimlamaktadir. Uveit ise iivea dokusunun enflamatuar hastalig:
olarak tanimlanabilir. Uveit terimi giiniimiizde sadece iiveayr degil aym
zamanda komsulugunda bulunan dokular1 (vitreus, retina, optik disk) da tutan

bir¢ok intraokiiler enflamasyonu tanimlamaktadir.

Hastaligin anatomik lokalizasyonu, klinigi, etyolojisi ve patolojisi goz

oniinde bulundurularak cesitli tiveit siniflamalar1 yapilabilmektedir.



Anatomik Siniflama

a) Anterior (6n) tiveit

b) Intermediate (orta) iiveit
c¢) Posterior (arka) tiveit

d) Paniiveit

Klinik Siniflama

a) Akut iiveit
b) Kronik iiveit

Etyolojik Siniflama

a) Ekzojen
b) Endojen
1-Sistemik hastaliklara sekonder: Ankilozan spondilit, Tbc, sarkoidoz
2-Parazitik: Toksoplazma, toksokara
3-Viral: CMV, Herpes Simpleks
4-Fungal: Kandidiazis
c) Idiopatik-spesifik iiveitler
d) Idiopatik-nonspesifik iiveitler

Patolojik Siniflama

a) Granililomatoz

b) Non-graniilomatoz

Literatiirde en sik yapilan smiflandirma, inflamasyonun yerlestigi
anatomik bolgeye gore yapilan siiflandirmadir (4). Ancak ¢ogu hastalik, seyri

sirasinda birbirinin i¢ine gegen bulgularla seyretmekte, bu da siniflandirmada



giigliikler dogurmaktadir. Uveit tablosunun tani, takip ve tedavisinde bdyle bir
simniflama faydali olsa da, bu simiflamalarin kesin sinirlarla birbirlerinden

ayrilamadig bilinmelidir (5).

On Uveitler

Primer olarak iris ve silier cismin 6n kismmin tutuldugu iiveittir. On

iiveitin belirti ve bulgulari:

Agrr: Periorbital alanda lokalize olan agri, silier cismin spazmina bagl
gelismektedir. Agrinin siddeti, silier tutulum ile dogru orantili olup silier spazmi

ve akomodasyonu engelleyen sikloplejiklerle azalmaktadir.

Fotofobi ve Lakrimasyon: Fotofobi, 151¢mm neden oldugu pupilla
hareketine bagl silier cisim kasilmasiyla ortaya ¢ikan agridir. Lakrimasyon ise

trigeminal irritasyon sonucudur.

Gorme Azalmasi: Orta siddette bir gOérme azalmasi olmaktadir.
Ortamdaki enflamatuar hiicre ve flare ile iliskili bulaniklik olabilecegi gibi

makula 6demine bagli gérme azalmasi olabilecegi de akilda tutulmalidir.

Hiperemi: Histamin, serotonin gibi vazoaktif mediatérler On silier
arterlerin rekiirren dallarinda dilatasyona neden olmaktadir. Tipik olarak silier

enjeksiyon seklinde tanimlanir.

Pupiller Degisiklikler ve Iris: Enflamasyonda rol alan prostaglandinler

yaklasik %20 oraninda pupiller konstriksiyona neden olmaktadir. Herpetik



iiveitte sektoryel, heterokromik iridosiklitte diffiiz iris depigmentasyonu
izlenmektedir. Her iki tip {iveitte de ortaya c¢ikan stromal atrofi pupil
degisikliklerine neden olabilir. Graniilamatdz {iveitlerde iris {lizerine yapisan
enflamatuar hiicre kiimelerinin olusturdugu Busacca ve Koeppe nodiilleri

izlenebilir.

Keratik Presipitatlar (KP): On kamarada, enflamatuar hiicreler, iris
pigmentleri ve fibrin gibi maddelerin kornea endoteline yapismasiyla ortaya
cikar. Sicak olan iris yiizeyinde hizla hareket eden humodr akéz (HA)
akiskanliginin daha soguk olan kornea endotel ylizeyinde azalmasi ile iligkilidir.
Eski KP’ler pigmentli ve soluk goriiniime sahipken yeni KP’ler daha acik
renklidir. Graniilomatéz {veitlerde beyaz-gri renkte, daha iri goriiniimde

(mutton-fat) olabilirler.

On Kamara: HA son derece diisik seviyede protein ihtiva eder
(10mg/100ml). Kan akdz bariyerinin bozulmasi sonucu damar digina protein ve
enflamatuar hiicre ekstravazasyonu meydana gelir. On kamara bulanikliginin ve
hiicresinin degerlendirilmesi 0’dan +4’e dogru tasnif edilir. Artmis HA protein
konsantrasyonu bulanik bir manzaraya neden olur (Tyndall fenomeni). Kronik
tiveitlerde kan akoz bariyerindeki kalict hasar bu durumun sebat etmesine neden

olur; dolayisiyla akut atak icin spesifik bir bulgu sayilamaz.

Lens: Uveite sekonder katarakt gelisimi oldukca sik olup bu duruma
hastaligin kendisi veya tedavisinde kullanilan steroidler neden olabilmektedir.

Siklikla arka kapsiiler vasiftadir.
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Vitreus: Silier cisim ve koroid enflamasyonunda etkilenen bolgeye
komsu vitreusta enflamatuar hiicreler goriilebilir. Akut enflamasyonda hiicreler
tek tek veya kiimelenmis halde izlenirken, kronik enflamasyonda kiimelenme ve

kartopu manzarasi izlenebilir.

Gozi¢i Basinct (IOP): 10P degerlendirilmesi, {iveit tedavisi iizerine
odaklanildig1 i¢in siklikla ihmal edilmektedir. IOP her muayenede mutlaka
Olclilmelidir.  Genellikle o6n tveitlerde erken donemde silier cisim
enflamasyonuna bagli IOP diisiisii izlenirken, ge¢ donemde gelisen trabekiilit
veya enflamatuar hiicrelerce olusturulan trabekiiler blok nedeniyle IOP artisi
izlenebilir. Diger IOP artis nedenlerini anterior sinesiler, pupil blogu ve steroide

hassas kisilerde kullanilan steroid tedavisi olusturmaktadir.

Orta Uveitler

Esas olarak retina ve koroidin ug¢ perifer noktalar: ile silier cismin arka
kismini tutan {iveit tipidir. Basta vitreus olmak iizere 6n segment, retina, optik

disk gibi yapilar da mevcut enflamasyondan etkilenebilmektedir.

Hastalar tipik olarak goérmede azalma ve ugusan noktalar gérme
(floaters) yakinmasiyla basvurur. Nadiren agri, kizariklik ve fotofobiden
yakimirlar. On segment muayenede sakin olup hiicre sayis1 +2’yi gegmez ve
sinesi nadiren goriiliir. Enflamasyonun siddetiyle korele vitritis tablosu
izlenebilir. Bazen vitreustaki enflamatuar hiicreler bir araya gelerek vitreus

taban1 ve pars plana bolgesine c¢okebilir (snow banks). Periferik veniillerde
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periflebitik degisiklikler ve pars plana iizerinde gevsek fibrovaskiiler
membranlar izlenebilir. Gorme azalmasinin en ciddi sebebi olan kistoid makula

6demini (KMO) arka segment muayenesinde gérmek miimkiindiir.

Cogu hastada izole goz hastalig1 olarak ortaya c¢ikan orta iiveitler bazen
bir sistemik hastaligin géz tutulumu seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Orta iiveit
tablosunun eslik ettigi bu sistemik hastaliklar: Sarkoidoz, Lyme hastalig1,
Multiple Sklerozis, Bag dokusu hastaliklari, Sifiliz, Tiiberkiiloz ve Whipple

hastaligidir.

Arka Uveitler

Vitreus tabaninin arka simirimin gerisinde lokalize olan iiveit tipidir.
Hastalar genellikle gérme azalmasi veya floaters yakinmasiyla bagsvururlar.
Santral bir pataloji gormeyi etkilerken daha periferdeki bir lezyon floaters

sikayetine neden olur. Hastaligin bulgulart:

Vitreus: Vitreusta enflamatuar hiicreler, flare, opasiteler ve siklikla arka
vitreus dekolmani (AVD) yer alir. Arka hyaloid lizerinde enflamatuar hiicre

kiimeleri izlenebilir.

Koroid: Koroidit nisbeten belirgin sinirlar1 olan, retina kan damarlarinin
etkilenmeksizin tlizerinden gegtigi, sari-gri renkte, yama tarzinda lezyonlar ile
karakterizedir. Inaktif lezyonlar, pigmente sinirlara sahip koryoretinal atrofi

alanlar1 olarak izlenir.
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Retina: Retinit keskin sinirlar1 olmayan, iizerinden gecen retinal damar
ayrintisinin secilemedigi, beyaz ve bulanik goriiniimde enflamatuar odaklar ile

karakterizedir.

Damarlar: Vaskiilit arterlere gore venlerin daha sik tutuldugu, damar
ceperinde bulanik-beyaz, tilysii gorliniimiin oldugu vaskiiler enflamasyonla
karakterizedir. Agir periflebitlerde, graniilomatéz doku damar etrafinda

birikebilmektedir ve bu goriiniime “balmumu damlalar1” denilmektedir.

Uveal immiinoloji

Goz, hem okiiler yiizey vasitastyla dis ¢evre ile direkt temasi oldugu igin,
hem de i¢ boliimleri kan kaynakli patojenlere acik oldugu i¢in siirekli enflamatuar
ajanlara maruz kalir fakat bunlarin bir¢ogunu anatomik veya fonksiyonel
biitiinliglinde degisim olmaksizin savusturma kabiliyetine sahiptir.

Uvea, alenfatik globun vaskiiler mimarisini olusturmakta olup birgok
immunolojik reaksiyon tarafindan hedef alinmasina neden olan bazi 6zelliklere
sahiptir. Koroidin bruch membraninda ve koroidal stromada oldukca yogun
elastik doku bulunmaktadir. Kimyasal yap1 ve fiziksel 6zellikler bakimindan
okiiler dokular, eklem dokulari ile benzesmektedir. Bu benzerlikler bazi tiveitik
sendromlarda her iki dokunun da yer almasini agiklayabilir.

Koroidin homojen temel yapisi, Ozellikle damarlar etrafinda ve
interkapiller ile subkapiller bolgelerde biiyiik miktarda elastik ve kollajen
materyal igerir. Interstisyel doku igerisinde mast hiicreleri, plazma hiicreleri,

lenfositler ve fagositler bulunur. Pek ¢ok melanosit ve fibroblast da damarlarla
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birlikte koroidal stromada yer alir. Koriokapillarisi RPE’nden ayiran Bruch zari,
besin maddelerini gegirecek ve artik maddeleri uzaklastiracak yapidadir. Bilesimi
dolayisiyla elastik ve kollajen dokular1 etkileyen hastaliklarin da hedefi
durumundadir. Dis koroid daha biiylik damarlara sahip olup ayrica sinir
pleksuslari, ganglion hiicreler, arterioller, kiigiik arter ve veniiller, melanositler,
makrofajlar ile mast hiicreleri icerir (6). Koroid mast hiicreleri bakimindan ¢ok
zengin olup diger tiim dokulardan daha fazla mast hiicresi icerir. Mast hiicreleri
ile tiveal fonksiyon arasindaki iliski net olmayip bu durumun muhtemelen

rekiirran iiveal enflamasyondan sorumlu oldugu diistiniilmektedir.

Uveal doku ile yakin komsulugu olan vitreus, kandan anatomik
izolasyonu ve elektrostatik olarak yiiklii proteinleri baglayabilme 06zelligi
nedeniyle bir antijen deposu islevi goriir. Ayn1 zamanda I6kositlerin baglanmasi
i¢in substrat olarak davranmaktadir. Vitreusta, eklem dokusundakine benzer

sekilde tip 2 kollagen bulunmaktadir.

Iris ve silier cisimde bol miktarda antijen sunucu hiicreler (makrofajlar
ve dentritik hiicreler) bulunmakta olup antijenik uyar1 ile trabekiiler agdan gozii
terk ederek ACAID (anterior chamber associated immun deviation) cevabini
olustururlar. Normal sartlarda 6n iiveada B lenfosit, eozinofil, polimorfoniikleer

16kosit (PNL) bulunmamakta ve nadir T lenfosit ve mast hiicre izlenmektedir.

HA dolasimi, ozellikle sitokinlerin ve bagisiklik hiicrelerinin dolagmasi,
iris- silier cisim- kornea endoteli arasinda iletisimin saglanmasi agisindan

onemlidir. HA, kandakinin %1°1 kadar protein bulundursa da 6n kamaranin
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immiin imtiyazinda rol alan ¢esitli immiinsupresif sitokinler, néropeptidler ve

kompleman inhibitdrleri bulundurmaktadir.

On kamarada olusan bir enflamatuar yanit, viicudun diger bélgelerinde
olustugu gibi meydana gelseydi belki enflamatuar etken hizli ve siddetli bir
cevap ile etkin bir sekilde gbézden uzaklastirilacakti ancak olusan siddetli
enflamatuar yanit yerel dokulara ¢ok fazla hasar verecek ve gozde Onemli
fonksiyonel kayba neden olabilecekti. Bunu 6nlemek icin viicutta, sadece on
kamaraya 6zgii ve normal bagisik yanitin by-pass edilerek daha sessiz ama etkin
olmasmi saglayan bir yol gelismistir. On kamaradaki bir antijen, bagisiklik
sistemine lenfatik yol yerine Schlemm kanali yoluyla sunulmaktadir. Bu
durumda ise hiimoral immiinitenin baskin oldugu ve hiicresel immiinitenin zayif
kaldig1 bir immiinolojik sapkin yanit olugmaktadir. Sonu¢ olarak ACAID, yani
kompleman fikse edici antikor sentezleyen B hiicrelerinin ve gecikmis tip
hipersensitivite reaksiyonuna aracilik eden T hiicrelerinin inhibe edildigi,
kompleman fikse etmeyen antikor sentezleyen B hiicrelerinin ve sitotoksik T
hiicrelerinin ise desteklendigi ve ek olarak dalak kaynakli T regulatuar
lenfositler ile karakterize bir immiinite hali ortaya ¢ikar. Boylece se¢ici immiin

yanit olusurken goérme korunur (7).

Uvea, dort tip asir1 duyarlilik reaksiyon tipini de gergeklestirebilir. Olusan
cevabin histopatolojik tipi pek cok faktore baghdir; antijenin kimyasal yapisi,

dozu, verilme sekli.
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Uveal asir1 duyarlilik reaksiyonlari su sekilde gelisebilir:

Tip I Anafilaktoid Reaksiyon

Uveada bol miktarda mast hiicresi bulunmasina ragmen anafilaktoid
reaksiyona nadiren rastlanir. On kamara ve siliyer cisimde, saniyeler ve dakikalar
iginde baslayan nétrofil infiltrasyonu ile karakterizedir. Deneysel olarak domuz

vitresine Ascaris Suum larvasi enjeksiyonu ile okiiler anafilaksi yaratilmistir.

Tip 1I Sitotoksik Reaksiyon

Antikorun baglandigi organ veya hiicrelerde etkili olan ve hiicre zari
antijenlerine yonelik antikorun kompleman sistemini etkinlestirdigi, sinirli selektif
hasarlandiricili bir hipersensitivite reaksiyonudur. IgG ve IgM sorumludur.
Antikor, antijene Fab bolgesi yolu ile baglanir ve Fc boélgesi yolu ile komplemana
bir koprii gorevi yapar ve sonug olarak kompleman aracili bir lizis goriiliir.

Deneysel olarak ACAID veya iiveit yaratmak amaciyla ¢esitli intraokiiler
enflamasyon modelleri yaratilmistir. Laboratuar hayvanlarinin {iveal doku veya
iiveal ya da retinal antijen ile immiinizasyonu, bakteriyel lipopolisakkaritin
enjeksiyonu veya sempatik oftalmi i¢in deneysel hayvan modeli yaratmak

amaciyla uzun yillardir uygulanmaktadir.

Tip III Immiin Kompleks Reaksiyonu
Uveal enflamasyonlarin olusumunda en onemli faktorlerden biri Arthus

reaksiyonudur. Antijen-antikor kompleksleri, Behget hastaliginin tikayici
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vaskiiliti, toksoplazma retinokoroiditinde goriilen periarteryel eksudalar ve gozii
etkileyen c¢esitli romatoid durumlarda yer alirlar. Tipik Arthus reaksiyonu, 24 saat
icinde zirveye ulasan ve sonra aniden yatisan akut fibrindz hemorajik iiveit ile
karakterizedir.
Tip 1V Hiicresel immiin Reaksiyon

Vogt-Koyanagi-Harada Sendromu, sarkoidoz ve sempatik oftalmi gibi pek
cok iiveit tipinde gecikmis asir1 duyarlilik cevaplar1 rol oynamaktadir. Ek olarak
toksoplazmosis, tuberkiiloz, lepra ve herpes simpleks enfeksiyonlari gibi bazi
enfeksiyoz tliveitlerde de hiicresel immiinite 6nemlidir. Mikroskopik olarak tivea
mononiikleer hiicrelerin ve daha az sayidaki noétrofilin yogun isgali altindadir.

Ayrica kornea, sklera ve retina da tutulmus olabilir.

Intraokiiler Eflamasyon Mekanizmalar

Intraokiiler enflamasyonlar travma, enfeksiyon gibi eksojen nedenlerle
veya bliyiik ¢ogunlugunu otoimmiin mekanizmalarin olusturdugu endojen yolla
gelisebilir. Otoimmun mekanizmalarla olusan {iveitlerin patogenezi heniiz tam
aydinlatilamamistir. Goziin dis yiizii koruyucu ve immiinolojik bir bariyer olan
konjonktiva ile i¢ kismi1 ise 6n kamara ve retinaya makromolekiillerin girmesini
Onleyen vaskiiler yapiya sahip kan goz bariyeriyle sarilmistir. Kan-akoz bariyeri
nonpigmente epitel hiicreleri arasindaki zonula occludens ve iris damarlarindaki

endotel tarafindan olusturulmaktadir.
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Inflamasyon gozde kan-akdz ve kan-retina bariyerinin kirilmasina neden
olarak gecirgenlik artisina yol agar. Bu durum, enflamatuar hiicrelerin ve
makromolekiillerin 6n kamaraya gecisine neden olmaktadir. Enflamatuar
hiicrelerce salinan sitokin ve kemokinler daha fazla hiicrenin bolgeye gelmesine
ve enflamasyonun siddetlenmesine yol acar. Kan akdz bariyerinin kirilmasi
intraokiiler enflamatuar olaylarda en &nde gelen etkilerden biridir. Ornegin
endotoksin enjeksiyonunu takiben 1-6 saat i¢inde kan akdz bariyerinin
bozuldugu ve HA protein konsantrasyon artist oldugu izlenmistir. Bu olay

birkag giin g6z i¢ine hiicre akisina neden olur.

Deneysel iiveitlerin immunohistolojik incelemelerinde enflamasyonun
erken doneminde baskin hiicre tipini T hiicrelerin olusturdugu, bununla birlikte
makrofaj ve 16kosit gibi diger enflamatuar hiicrelerin de go¢ ettigi izlenmistir.
Enflamatuar hiicrelerden, bu hiicreler arasindaki iletisimden sorumlu
poplipeptidler olan sitokinler (IL-1, IL-6, IL12, TNF-0, TGF-B, interferon-y)
salinmaktadir (8). Sitokinlerin etkisi ile kan akdz engeli hizla bozulmakta ve géz
icine 10kosit gbcli ve protein sizintist hizla artmaktadir. Bolgeye go¢ eden
lenfositler ve lokositler vaskiiler endotele ‘intercellular adhesion molecule’

(ICAM-1) aracilig1 ile yapigmaktadir.
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Deneysel Uveit Modelleri

Intraokuler enflamasyonda birbiriyle baglantili pek ¢ok enflamatuar
olaymm i¢ ige gecmis olmast hastalifin patogenezinin anlasilmasini
zorlastirmaktadir.  Uveit patogenezindeki bu karmasik mekanizmalarin
aydinlatilmas1 ve yeni terapotik ajanlarin gelistirilmesi ig¢in yakin geg¢miste

hayvanlarda deneysel {iveit modelleri gelistirilmistir.

Endotoksinle indiiklenen tiveit (EIU)

Endotoksin
Endotoksin terimi, ilk olarak 1904 yilinda Pfeiffer tarafindan tanimlanmis
olup ‘bakteriyal lizis sirasinda salinan ve 1siya dayamkli toksinler’ igin
kullanilmistir (9). Endotoksinin saf kimyasal formuna lipopolisakkarit (LPS)
denilmektedir.
Gram negatif bakteri duvari, protein ve fosfolipidden olusan i¢ duvar ve
Ozgiil bir yapiya sahip dis duvardan olugmaktadir. Endotoksin, gram negatif
bakteri dis duvarinin temel komponentini olusturmakta olup dis duvarin fiziksel
bitlinliigii ve fonksiyonu i¢in esansiyeldir (10) LPS, heterejon
glukokonjugatlardan olusan O-antijeni, polisakkarit yapidaki i¢ ve dis core ve de
lipid A olmak iizere dort komponentten olusmaktadir. Endotoksinin konak
tizerindeki etkileri:
1. Pirojenik 6zellikte olup kompleman sistemini uyarir.
2. B lenfosit, makrofaj, graniilosit aktivasyonuna neden olur.

3. Sitokin (IL-1, -2, -6, -8, TNF, interferon) salinimin1 saglar.
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EIU Mekanizmasi

Endotoksin ile konak ilk karsilastiginda serumda bulunan lipopolisakkarit
baglayict protein, LPS ile baglanmakta ve bu kompleks makrofaj lizerindeki
CD14 reseptoriine baglanarak makrofajlar1 uyarmaktadir (11). Makrofajlarin
stimiilasyonu ile pek c¢ok sitokin (IL-1, TNF, interferon, endotelin), serbest
oksijen radikalleri, protein ve lipidler salinmaktadir. Bu etki dolagim sisteminde
kollapsa ve dliimciil olan multi-organ yetmezligine neden olabilmektedir.

[k olarak 1916 yilinda A.C Woods, siniizit veya dis ¢ekimini takiben bazi
hastalarda tiveit gelistigini gézlemlemis ve bazi bakteri kaynakli Giriinlerin tiveite
neden olabilecegini 6ne stirmiistiir (12).

1980 yilinda Rosenbaum ve arkadaglar1 sican ayak tabanina 6ldiriilmiis
gram negatif bakteri enjeksiyonu ile reaktif artrit tablosu olusturmay1
basarmislardir. Bu siganlardan bazilarinda belirgin ancak gecici 6n segment
tutulumu oldugunu belirtmislerdir. Uveit tablosunun bilateral seyrettigini ve
noétrofil hakimiyetinin oldugunu izlemislerdir (3).

Endotoksin ile indiiklenen iiveit (EIU) modeli gliniimiize kadar kedi,
kopek, Lewis ve Columbia siganlar1 ve farelerde olusturulmustur. Enjeksiyon
subkutan, intarperitoneal, intravendz, intravitreal ve ayak tabani yoluyla
yapilabilmektedir.

Deney hayvanina sublethal dozda lipopolisakkarid (LPS) verilmesiyle
genelde 24 saat sonra pik yapan goze lokalize enflamatuar cevapla karakterize
akut fakat gecici bir olaydir. EIU, lens arkasini etkiliyebilse de primer olarak 6n

segmette olusmaktadir. Uveit bilateral seyretmekte olup kan-akdz bariyeri saatler
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icinde (1-6 saat) hizla tahrip olmakta ve 24. saatte seliiler infiltrasyon en iist
seviyeye ¢ikmaktadir. 48. saatte enflamasyon azalmaya baslamaktadir. 24. saatte
noétrofillerin yogun oldugu ve 5. glin monositlerin yogun oldugu bifazik iiveit
tablosu olusabilmektedir. Endotoksin uygulamasindan 24 saat sonra hayvanlarda
miyozis, iris hiperemisi, kan akdz bariyerinin kirilmasina bagli HA’ya protein
sizintisi, On iiveada, 6n kamarada ve vitreusta hiicre infiltrasyonu ile karakterize
okiiler hastalik ortaya ¢ikar. LPS, sitokinlerin (TNF-a, IL-1, IL-6 ve IL-8), oksijen
metabolitlerinin ve arasidonik asit metabolitlerinin (PGE2, LTB4) sentez ve
saliverilmesine neden olur. Intravitreal uygulamalarda enflamasyonun daha
siddetli seyrettigi ve tekrarlayan enjeksiyonlara karsi toleransin gelistigi
belirtilmistir.

EIU modeli, iiveitte aktive olan sitokin, adezyon molekiilleri, kemotaktik
faktorler ve bunlarin farmakolojik inhibitorlerinin arastirilmasi i¢in 6nemli degere
sahiptir. Idiopatik nonspesifik iiveitlerin etyopatagonezinin aydinlatiimasinda

onemli bir modeldir.

Melaninle Indiiklenen Deneysel Uveit (EMIU)

Pertussis toksini ile emiilsifiye edilmis 6kiiz ve farkli kokenli iiveitojenik
melanin proteinleri ile immiinize edilmis siganlarda on {iveit modeli gelistigi
izlenmistir. On segment tutulumu baskin olup immiinizasyondan iki hafta sonra
hiperemi, miyozis, flare ve HA’da hiicreler seklinde ortaya cikmaktadir.
EMIU’de T hiicre aracilt bir mekanizmanin isledigi diistiniilmekte olup bu

hastaligin siklosporin ile inhibe edildigi izlenmistir. Idiopatik insan ©n
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tiveitlerinin otoimmiin kdkenli oldugu diisiiniilmektedir ve EMIU bu hastaligin

mekanizmasinin anlagilmasinda yararli bir modeldir.

Lensin Indiikledigi Uveitler (LIU)

Lens kapsiiliiniin penetran yaralanmalarda oldugu gibi hasarlanmasi
sonrast lens proteinlerine kars1 gelisen bir otoimmiin reaksiyondur. Klinik olarak
HA protein konsantrasyonunda artis ve flare seklinde izlenmektedir.
Hayvanlardaki hastalik antijen-antikor kompleksi ve komplemani igeren bir tip
IIT reaksiyonu tarafindan indiiklenmektedir. Bu deneysel model hayvanlarda

lens kapsiilii yapay olarak pargalanarak ¢alisilmistir.

Deneysel Otoimmiin Uveit (EAU)

Retinal S-Ag, IRBP, rodopsin, recoverin ve fosfodusin major iiveitojenik
retinal antijenlerin subkutan yolla uygulanmasii takiben retina proteinlerine
karst CD4+ T hiicre agirlikli enflamatuar cevabin olustugu ve arka iiveit
tablosunun gelistigi goriilmiistiir. Otoimmiin g6z hastaliklar1 ve insan arka

tiveitlerine benzerliginden dolay1 EAU 6nemli bir modeldir.

Klinik olarak, enjeksiyonu takiben 10-21 giinde gelisen iris damarlarinda
dilatasyon, 6n kamarada enflamatuar hiicre infiltrasyonu, hifema, fundus

muayenesinde perivaskiiler infiltratlar, disk 6demi ve retinal hemorajiler izlenir.

Histopatolojik olarak; fotoreseptor tabakanin infiltrasyonu, retinal

foldlar, graniilom formasyonu, perivaskiilitis, retina dekolmani1 agir vakalarda
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retinal hiicrelerin destriiksiyonu izlenir. Akut fazda T lenfositler ve PMNL’ler

dominant hiicrelerdir fakat infitre olan makrofajlar bulunabilir.

Endotelin Peptidler

1988 yilinda Yanagisawa ve arkadaslar1 tarafindan domuz aorta
endotelinden izole edilen endotelin-1 (ET-1), endojen vasoaktif néropeptid olup
bilinen en potent vasokonstriktor maddedir (13). Makrofajlar, astrositler ve
endotelyal hiicrelerce iiretilmektedir. Kesfinden hemen sonra yapilan ¢alismalarda
beyin (14), kalp (15), bobrek (16), akciger, bagirsak ve goz (17, 18) gibi pek ¢ok
dokuda mevcudiyeti gosterilmistir.

Endotelin (ET), embriyogenez (19) ve hemostaz (20, 21) i¢in esansiyel bir
maddedir. Endotelin ve reseptorlerinden sorumlu genlerin yoklugu o&liimle
sonuglanmakta olup ET’nin ndral krest hiicrelerinin migrasyon ve
farklilagmasinda rol aldigi gorilmistir (22, 23). ET-1 ve beraberindeki
proenflamatuar sitokinlerin kalp krizi, konjestif kalp yetmezligi, ateroskleroz,
hipertansiyon, diabet, inme, glokom ve iiveit gibi cesitli patolojilerden sorumlu
oldugu belirtilmistir. Pek c¢ok noropeptid gibi endotelinler kalp disindaki
dokularda ¢ok diisiik diizeyde eksprese edilmektedir. Hipotalamus ve retina gibi

dokulardaki rolii hala tam anlamiyla acikliga kavusmamustir.
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Endotelin Izoformlar:

Endotelin ailesinin ii¢ izoformu mevcuttur, ET-1, -2 ve -3. Tiim izoformlar
ayr1 genlerde eksprese edilmekte ve sonrasinda bir dizi posttranslasyonel islem ile
21 aminoasitten olusan matiir endotelin izoformu olusmaktadir (24, 25).

Okiiler dokularda baskin olarak ET-1 ve ET-2 izoformlarinin bulundugu
goriilmiistiir. Kan-akoz ve kan-retina bariyeri biiyiik molekiillerin gegisine engel
olmakta ayni zamanda goze immiin Ozellik kazandirmaktadir. Bu nedenle
hemostazdan sorumlu makromolekiiller lokal olarak sentez edilmelidir (26).
Immunreaktif ET-1 ekspresyonu, iris, koroid, retina, optik disk, silier cisim, lens
ve kornea endoteli gibi okiiler yapilarca gergeklestirilebilmektedir. Akéz ve

vitreusta da mevcudiyeti ¢esitli galismalarda gosterilmistir.

Endotelin Sentez ve Salinimi

Endotelin  sentezi ii¢ basamakli proteolitik islem sonucunda
gerceklesmektedir. 212 aminoasitten olusan preproendotelin, peptidazlar ile
proendotelin’e, proendotelin ise dibazik aminoasit konvertaz ile big-enotelin’e
cevrilmektedir. Son basamakta big-endotelin, endotelin converting enzim (ECE)
ile 21 aminoasitten olusan matiir ve aktif endotelin’e doniismektedir (27, 28).

ECE membrana bagli noral endopeptidaz-24 ile benzer homolojiye
sahiptir. Endopeptidaz-24 c¢esitli dokularda bu peptidlerin diizeyini regiile
etmektedir. ECE-1, ¢inko bagimli-fosforamidon’a sensitif bir matriks
metalloproteinazdir. ECE, hiicrelerde plazmelemma iginde olup ET iiretimini

azaltmak icin 1yi bir terapotik hedeftir.
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ET-1, hiicre i¢inde endoplazmik retikulum ve golgi vezikiillerinde lokalize
olup ekzositoz ile hiicre disina saliverilmektedir. Doku biitiinliigline bagl olarak
hiicrelerin bazolateral veya apikal yiiziinden salinmakta ve parakrin etki
olusturmaktadir.

TGFB, TNFa, IL-1, interferon-y, trombin ve kalsiyum ET-1 sentez ve
sekresyonunu arttirir (29, 30). Atrial natritiretik peptit ve nitrik oksit donorleri ise
ET-1 sekresyonunu azaltir (31). Sekresyondaki azalmadan cGMP bagimli yol
sorumlu goriilmektedir. Nitrik oksit aym1 zamanda ET-1’in reseptoriinden
ayrilmasina neden olmaktadir (32). Heparin, trombin {izerinden ET-1 sekresyon
ve sentezini inhibe eder (33). Fosforamidon da ECE’yi inhibe ederek ET-1

uretimini azaltir.

Endotelin reseptorleri ve okiiler ekspresyonlari

ET reseptorleri, G protein reseptorleri olup ET, ve ETg alt tipleri
mevcuttur  (34). ET-1  tarafindan ET,  reseptorlerinin  uyarilmasi
vazokonstriksiyona, ETg reseptorlerinin uyarilmast ise NO aracilifiyla
vazodilatasyona neden olmaktadir (35). ETg reseptorleri ayni zamanda
dolasimdaki ET-1’in klirensine (klirens reseptor) neden olmaktadirlar (36). ETx
reseptorleri ET-1 ve ET-2’ye esit ve yiiksek affinite gosterirken, ET-3’e zayif
affinite gosterirler. ETg ise her {i¢ endotelin izoformuna yiiksek affinite gosterir.

ET reseptorleri desme membrani, korneal endotel, iris, silier cisim, retina

ve koroidde gosterilmistir. Retina ve koroid damarlarinda ET, reseptorleri
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yogunluktayken retinanin noéronal ve glial komponentlerinde ETg reseptorleri
yogunluktadir (37).

ET-1 reseptor antagonistleri ET, selektif, ETg selektif veya non-selektif
(ETA ve ETg) olarak ii¢ grupta incelenebilir.

Peptid yapidaki selektif ET, inhibitorleri siklik pentapeptid BQ123 ve
modifiye lineer peptid FR139317 [(N-[(hexahydro-1-azepinyl)carbonyl]L-Leu(1-
Me)D-Trp-3(2-pyridyl)-D-Ala] olup oldukga yiiksek potens ile ET 4 inhibisyonuna
neden olurlar. Non-peptid yapidaki ET reseptor antagonistleri ise peptid yapidaki
antagonistlerden yaklasik 10 kat daha potent olmalarina karsin daha az
selektiftirler.

Klinik olarak ihtiyacin daha az olmasi nedeniyle ETg reseptor
antagonistleri iizerinde daha az calisilmistir. Peptid yapida (BQ788) veya non-
peptid yapida (A192621) ¢esitli selektif ETg reseptor antagonistleri mevcut olup
potensleri ve secicilikleri ETa reseptor antagonistleri kadar giiclii degildir.

ET4 selektif antagonistler ile non-selektif antagonistler arasinda kesin bir
ayrim olmamasina karsin, ET, reseptoriine 100 kattan fazla selektif olanlar ETp
selektif, 100 kattan daha az selektif olanlar non-selektif antagonist olarak
siniflandirilmaktadir. Bu nedenle yapilan ¢alismalarda non-selektif inhibitorlerin
her iki reseptorii esit diizeyde inhibe etmedigi akilda tutulmalidir. Non-peptid
yapidaki bazi non-selektif inhibitorler; bosentan (RO470203, Tracleer; Actelion,
San Francisco, CA), SB209670, SB217242 (enrasentan) ve RO610612

(tezosentan) olarak siralanabilir.
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ET-1 ve ikincil mesaj yollari

ET-1, hiicre ici ikincil mesajct olarak ii¢ énemli yolu kullanmaktadir.
Bunlar; hiicre i¢i kalsiyum diizeyindeki degisiklikler, arasidonik asit
metabolizmast ve prostaglandin sentezindeki degisiklikler ve nitrik oksit
sentezindeki degisikliklerdir. Bu kisimda ikincil mesajc1 olarak kalsiyum rol
aldiginda ortaya ¢ikan okiiler etkilerden kisaca bahsedilecek prostaglandinler ve
NO ile ilgili ayrintili agiklamaya daha sonra deginilecektir.

ET-1 intraseliiler kalsiyum akimini artirir. Bu yolla okiiler dokularda
olusturdugu etkiler:
Silier kas: Yiiksek dozdaki ET-1, ET, reseptor araciligiyla kontraksiyona, diisiik
dozda ET-1 ise ETg reseptorii araciligryla relaksasyona neden olur (38).
Trabekiiler ag: Trabekiiler dokudaki fenestralarda kontraksiyona neden olur (39).
Iris: ETa ve ETp araciligiyla dilatatdr pupilla kasinda kontraksiyona neden olur
(40).
Korneal epitelyum ve endotel: ET, aracilifiyla proliferasyona neden oldugu
izlenmistir (41).
Optik sinir bagi: Kan akiminda azalma ve glokomatdz hasardakine benzer astrosit
proliferasyonuna neden olmaktadir (42).
Retina-koroid: Kan damarlarinin vazokonstriksiyonunda ve yara iyilesmesinde rol

alir (43).
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ET-1 ve Okiiler etkileri

ET-1’in goz lizerine olan etkileri ile ilgili yapilan ¢aligmalarda belli bagh
baz1 6zellikler 6n plana ¢ikmistir. Bu etkiler; goz i¢i basinci, pupil ¢api, koryo-
retinal dolasim, korneal epitel ve endotel, akdéz protein konsantrasyonu ve
intraokiiler enflamasyon tlizerindeki degisikliklerdir.

Endotelin-1’in glokom {izerine olan etkileri ile ilgili pek ¢ok calisma
yapilmis olmasina karsin net bir sonu¢ elde edilmemistir. ET-1 silier kas
kontraksiyonu ile diga akimi arttirmakta ayni zamanda homeostatik yolla indirekt
olarak Na-K ATPase inhibisyonu ile nonpigmente silier epitelde akodz iiretimini
azaltmaktadir. MacCumber ve arkadaglari, tavsanlarda yaptiklari g¢alismada,
intravitreal 2.5ugr ET-1 ve ET-3 enjeksiyonu sonrasi %45 oraninda goz igi
basinci diisiisii oldugunu ve bu diisiisiin indometazin ile engellenemedigini
gostermislerdir. Patolojik ¢alismalarda, iris ve silier cisimdeki damarlarda
vazokonstriksiyon dikkati ¢ekmistir. GOz i¢i basing diisiisliniin indometazin ile
engelenememesi disa akim mekanizmasindan ¢ok silier cisimdeki vaskiiler
yataktaki vazokonstriksiyona bagli akdéz yapimindaki azalmaya baglanmistir.
Ayni caligmada, ET-1 enjeksiyonu ile %20 oraninda pupiller konstriksiyon oldugu
ve akdz protein konsantrasyonunda artis oldugu izlenmistir (44).

Chen ve arkadaslari, tavsan gozlerine intravitreal 10° pl ET-1 enjeksiyonu
sonrast kan-akoz bariyeri ve silier epiteldeki degisiklikleri incelemislerdir.
Enjeksiyon yapilan gozlerde kontrol grubuna goére goz i¢i basincinda azalma ve
akozde flare artis1 izlemislerdir. Enjeksiyon sonrasi, iris ve silier proseslerde

pigmente ve non-pigmente epitel hiicrelerinde mitokondriyal sisme, interseliiler
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mesafede ve silier kanallarda dilatasyon goriilmiistiir. Arka kamaraya makrofaj ve
notrofil akiimiilasyonu oldugunu izlemislerdir. Non-pigmente silier epitel
hiicrelerinde nekroz oldugu goriilmiistiir. Silier kan damarlarinda endotelyal hasar
izlenmemistir. GOz ici basincindaki diisilisiin non-pigmente silier epiteldeki hasara
bagli oldugu belirtilmistir. Akdz protein sizintisindan, non-pigmente silier
epiteldeki nekrozun sorumlu oldugunu bildirmislerdir (45).

ET/NO arasindaki dengenin bozulmasi, optik sinir kan akimimnin
bozulmasina neden olmakta ve glokomatdz optik sinir hasari olusturmaktadir.
Intravitreal endotelin-1 enjeksiyonunun, kedilerde retinal kan akimini azalttig

(46) ve tavsanlarda g6z ici basincim diistirdiigii (47) gorilmiistiir.

Shoji ve arkadaslari, tavsan modelinde intravitreal ET-1 enjeksiyonu (107,
10°, 10°, 10'7M) sonrast akdz protein, PGE,, LTB4 konsantrasyonu
degisikliklerini zamanlama agisindan degerlendirmislerdir. Ayn1 zamanda tedavi
Oncesi ve sonrasi topikal diklofenak uygulamanin etkinligini de incelemislerdir.
10°M ET-1 enjeksiyonu sonrasi akdz protein konsantrasyonu 4. saatte pik
yaptigini ve 48. saatte normal degerlerine déndiigiinii gérmiislerdir. 10*M ET-1
enjeksiyonu sonrasi etkinin 4. saatte baslayip 7. giin bile normal degerlerine
dénmedigini izlemislerdir. 10° ve 10”"M konsantrasyonda ET-1’in akdz protein
konsantrasyonunu artirmadigini  izlemislerdir. Enjeksiyon Oncesi topikal
diklofenak (2 saat oncesinde 30 dk.’da bir damla) uygulamasi ile 10°M ET-1
uygulanan tavsanlarda akéz protein konsantrasyon artisinda inhibisyon
saglanirken 10*M grubunda yanlizca 24 saatlik bir inhibisyon saglanabilmistir.

ET-1 enjeksiyonu sonrasi 4. saatte en yliksek olmak iizere tiim zaman dilimlerinde
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PGE2 diizeyinde artis (doz bagimli) oldugunu izlerlerken LTB4 diizeyinde

degisiklik olmadigini izlemislerdir (48).

Shoji ve arkadaslari, tavsan modelinde 6n kamaraya ET-1 (10", 10", 107
?, 10"M) enjeksiyonu sonras1 doz bagimli olarak akoz protein konsantrasyonunun
kontrol grubu olan diger goze gore anlamli olarak yiikseldigini tespit etmislerdir.
Akdz protein konsantrasyonunun 1-2 saatte pik yaptigimi ve 12. saatte normal
diizeylerine dondiiglinii belirtmislerdir. Calismanin bir diger ayaginda, enjeksiyon
oncesi topikal indometazin veya intravendz diklofenak enjeksiyonu ile ET-1
aracilt akdz protein konsantrasyon artisinin engellenebildigini gostermislerdir
(49). Bir diger c¢alismalarinda ise, intravendz lipopolisakkarit (Salmonella
Thphimurium) enjeksiyonu yapilan tavsanlarda, normal gruba gore akéz protein
ve ET-1, serum ET-1 diizeylerinde anlamli artig oldugunu tespit etmislerdir. Akoz
ET-1 diizeyinin serumdakinden 1,5-3,9 kat yiiksek oldugunu belirtmiglerdir.
Lipopolisakkarit aracili olusan iiveit modelinde, akdz ve serum ET-1 diizeyi
artmakta ve akoz konsantrasyonu serumdaki degerlerden daha fazla
yilikselmektedir. Bu durum, ET-1’in kan-akoz bariyerindeki bozulma neticesiyle
sizintt yoluyla akoze gectiginden =ziyade okiiler dokularda lokal olarak
sentezlendigini desteklemektedir. Sonu¢ olarak okiiler enflamasyonda ET-1’in
onemli bir mediator oldugu belirtilmektedir (50). Lepple-Wienhues ve arkadaslar
insan ve domuz akodziinde serumdan 2-3 kat daha yiliksek konsantrasyonda
endotelin benzeri immiinreaktivite tesbit etmislerdir (51). Shoji ve arkadaslari,
tavsan modelinde, intravitreal ET-1 (10, 10°M) enjeksiyonu dncesi selektif ET 4

(97-139, 107, 102, 10" M) veya ETg (BQ-788, 10° M) reseptor antagonisti
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enjeksiyonun akoz protein, PGE2 ve LTB4 konsantrasyonu {izerine olan etkilerini
degerlendirmislerdir. ET-1 enjeksiyonundan 1 saat dnce uygulanan selektif ETx
reseptor inhibitorlerinin, sadece ET-1 uygulanan kontrol gurubuna gore akoz
protein konsantrasyonunu ve PGE, diizeyini doz bagimli olarak azalttiklar
goriilmiistiir. Gerek kontrol grubunda gerekse enjeksiyon Oncesi ETa reseptor
antagonisti uygulanan grupta, LTB4 diizeyinde degisiklik saptanmamuistir.
Enjeksiyon Oncesi selektif ETg reseptor antagonisti uygulanan grupta ise akoz
protein konsantrasyonunun baskilanamadigini belirtmislerdir. Sonug olarak ET-
I’in enflamatuar etkisini ET, reseptorii iizerinden ve PGE2 diizeyini arttirarak
gerceklestirdigi belirtilmistir. ETg reseptorlerinin okiiler enflamasyonda roliiniin

olmadig1 ve LTB4’lin ET-1 tarafindan etkilenmedigi belirtilmistir (52).

Evreklioglu ve arkadaglari, Behget hastaligi bulunan 43 hastada serum
homosistein, endotelin-1 ve nitrik oksit diizeylerini normal kontrol grubu ile
karsilagtirmiglardir. Her {i¢c maddenin serum diizeyinin, Behget hastaligi
bulunanlarda kontrol grubundan daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Yine her ii¢
parametre, aktif Behget hastaligi olanlarda aktif olmayanlardan anlamli olarak
yiiksek bulunmugtur. Okiiler tutulumu olan olgularda da okiiler tutulum
olamayanlara gore bu parametrelerin anlamli olarak yiiksek oldugu saptanmustir.
Bu ii¢ parametrenin hastaligin aktivitesini ve okiiler tutulum riskini belirlemede

degerli olabilecegi belirtilmistir (53).
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Arasidonik Asit Metabolitleri

Fiziksel, ndrokimyasal ve hormonal uyaranlar, fosfolipaz A, araciligiyla
hiicre = membran1  fosfolipidlerinden  (fosfoinositidler: fosfotidilkolin,
fosfotidiletanolamin) arasidonik asit (AA) salinimina neden olur. Arasidonik
asitler siklooksijenaz (COX) enzimi ile dnce prostaglandin (PG) G;’ye daha sonra
da siiratle PGH2’ye doniismektedir. PGH,’den ise prostanoidler ( PGE2, PGF2q,
PGD2, PGI2 ve TxA2) sentezlenir. AA’lar lipooksijenaz enzimi ile lokotrienlere
(LT) de doniistiiriilebilir.

PG'ler, bolgesel fizyolojik hormon goérevi goriirler. Depolanmazlar,
sentezlenip salgilanirlar. PG’ler, agri, ates, enflamasyon, pihtilasma, ovulasyon,
dogum eylemi, kemik metabolizmasi, gastrik mukozanin devamliligi, damar tonus
regiilasyonu, immiin cevap ve bdbrek fonksiyonu gibi olaylarda rol alir. TxA2
trombositlerde sentezlenir ve PGI,’ nin tersi bir etkiyle trombosit agregasyonunu
neden olur. Lokotrienler ise enflamatuar hiicrelerin kemotaksisinden ve

anaflaksiden sorumludur.

Siklooksijenaz (COX) Enzimleri

COX enziminin 2 izoformunu bulunmaktadir; COX; ve COX,. COX;
bircok dokuda yapisal olarak bulunur ve hemoastatik ve sitoprotektif
prostanoidlerin sentezinden sorumludur. COX, enzimi ise enflamasyondan
sorumlu PG sentezini saglar ve lokositler, damar diiz kas hiicreleri, romatoid

sinoviositleri ve beyin néronlarinda bulunur. COX, enzim sentezi mitojenler,
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sitokinler ve endotoksinlerce sitimiile edilir. COX enzimi non-steroidal

antienflamatuar ilaglar (diklofenak, indometazin, aspirin) ile inhibe edilebilir.

Endotelin-1 ve Arasidonik Asit Metabolizmasi

Endotelin-1, iris diiz kas ve silier kas hiicrelerinde ET, reseptorii
tizerinden proteinkinaz C aktivasyonu ile sitozolik fosfolipaz A, enziminin
fosforilasyonuna yol acar. Fosforilize olan fosfolipaz A, enzimi de aragidonik asit
sentezine neden olur (54). ET-1’in iris dokusunda, 3 6nemli enzimi aktive ettigi
gorlilmiistiir: 1) Fosfolipaz C 2) Fosfolipaz A; ve bunun sonucu artmis arasidonik
asit yapimi ve prostaglandin aracili cAMP formasyonu 3) Fosfolipaz D ve buna

bagl artmis fosfatidik asit.

Abdel-Latif ve arkadaslari; domuz, kopek, kedi ve insan silier kaslarini
ET-1 (0,1uM) ile inkiibe etmisler ve daha sonra dokudaki cAMP ve PGE,
diizeylerini degerlendirmisledir. 5 dakikalik inkiibasyon sonrasi PGE, diizeyinde
% 58-105 ve cAMP diizeyinde %98-393 oraninda artis oldugunu belirtmislerdir.
ET-1’in, cAMP salgilatici etkisini ET, reseptorii iizerinden gerceklestirdigini
belirtmiglerdir. Selektif ET, reseptor inhibitdrlerinin (BQ610), fosfolipaz A,
inhibitorlerinin  (quinacrine) ve siklooksijenaz inhibitorlerinin (indometazin)

cAMP diizeyinin azalttigini bildirmislerdir (55).

Aragidonik Asit Metabolitleri ve Okiiler Rolleri
Go6z dokularinda prostaglandin sentezini ilk olarak 1957 yilinda, Ambache

gostermistir. Ambache, tavsan irisinden pupillada konstriksiyon olusturan bir 6zit
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(extract) elde etmis ve 'Irin' admi vermistir (56). Iris-silier cisim, kornea, lens,
trabekiiler ag ve retinada PG sentezinin oldugu izlenmistir.

PGE, ve PGF,, uveoskleral akimi arttirmak suretiyle GIB diisiisii
saglamaktadir. Topikal PG'ler, ilk anda, GIB'm yiikselttikten sonra uzun siireli
hipotansiyon olusturmustur. Baslangigtaki tansiyon artisi, miyozis, kan-akoz
bariyer yikimi ve akdz sivisina protein gegisi ile birliktedir ve yiiksek dozlarda
goriilmiistiir (57).

PGEy’nin, Kkiiltiir edilmis kornea endotelinde morfoloji ve mitozu
diizenledigi ayrica sitoprotektif etkisinin olabilecegi bildirilmektedir. PGE,,
deneysel kimyasal yaniklarda, goblet hiicrelerindeki ve korneal epiteldeki hasari
azaltmistir (58).

Deneysel calismalarda, retinal ve koroidal kan akimi otoregiilasyonunda
rol aldig1 izlenmistir (59). Retrolental fibroplazi ve diyabetik retinopati gibi pek

cok hastaligin patogenezinde PG’lerin lizerinde durulmustur.

Uveitte Arasidonik Asit Metabolitlerinin Rolii

Tavsanlarda yapilan ilk ¢aligmalarda, 6n kamaraya kaniil ile verilen PG’
nin, kan-akdz engelini yiktig1, konjonktivada hiperemi, GiB'de ani artis, pupillada
miyozis ve iriste hiperemi olusturdugu gosterilmistir. Tiim bu etkilerin aspirin ile
Onlenebildigi bildirilmistir (60).

Csukas ve arkadaslari, tavsanlarda intravitreal endotoksin uygulayarak
iiveit modeli olusturmuslar ve akdzde protein, PGE, ve LTB, diizeylerindeki

degisimleri incelemislerdir. 2-6 saat i¢inde akdz protein konsantrasyonunda artis
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oldugu izlenmistir. 6-14 saat arasinda PGE,, LTB4 konsantrasyonunda ve nétrofil
akiimiilasyonunda artis oldugunu bildirmislerdir. PGE, artis1 ile akdz protein
konsantrasyon artig1 arasinda zamanlama olarak bir korelasyon bulunmadigi
belirtilmistir. PGE, diizeyinin, lokal olarak dokularda artiyor olabilecegi
bildirilmistir (61).

Shimida ve arkadaslari, fare peritoneal makrofajlarinda ET-1 (12 saat) ve
lipopolisakkarit (4 saat) inkiibasyonu sonrasi PGE, diizeyini ve COX, enzim
ekspresyonunu degerlendirmislerdir. ET-1 inkiibasyonunu takiben doz ve zaman
bagimli olarak PGE, diizeyinin ve COX,; enzim ekspresyonunun arttigi
izlenmistir. Inkiibasyondan yarim saat &nce uygulanan deksametazonun ve
indometazinin bu artiglar1 inhibe ettigi gosterilmistir. ET-1"in neden oldugu PGE,
diizeyindeki artisin, ETg reseptor antagonisti (BQ788) ile %53 oraninda, ETa
reseptor antagonisti (BQ123) ile %22 oraninda ve kombine (BQ788 ve BQ123)
uygulamada %71 oraninda azaldigi bildirilmistir. LPS’nin neden oldugu PGE,
diizeyindeki artigin ise bu her iki ilag ile de engellenemedigi bildirilmistir. Benzer
sekilde, indometazin ve deksametazon ugulamasinin hem ET-1 hem de LPS
aracilt artmis COX; enzim ekspresyonunu inhibe ettigi bildirilmistir. Sonug olarak
ET-1’in ETg reseptorii iizerinden fosfolipaz A, enzimini aktive ettigi belirtilmistir

(62).

Nitrik Oksit
Nitrik oksit (NO), L-arginin’in nitrik oksit sentaz enzimi (NOS) ile

oksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan bir serbest radikaldir (63). NO pek c¢ok
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fizyolojik ve patolojik olayda rol almaktadir. Vazodilatasyon, trombosit
agregasyonunun inhibisyonu ve ndrotransmisyon gibi 6nemli fizyolojik olaylarda
rol alir. Bunun yani sira, sitotoksik ve enflamatuar 6zelliklere sahip olup artrit,
ateroskleroz, otoimmiin esnsefelomiyelit, diabetis mellitus ve septik sok gibi

hastaliklarin patofizyolojisinde rol aldig1 gdsterilmistir.

Nitrik oksit sentezi

NO sentezinden sorumlu NOS enziminin ¢esitli dokularda eksprese edilen
izoformlar1 mevcuttur. Bu izoformlar kalsiyum bagimliligina, aminoasit sayisina,
doku dagilimima ve fonksiyonlarma gore birbirlerinden ayrilmaktadir. Sentez
asamasinda NADPH, FAD, kalmodulin, hem ve tetrahidrobiopterin kofaktor
olarak gorev alir (64). NOS, yapisal (constitutive, cNOS) ve indiiklenen
(inducible, iINOS) tipte olmak iizere iki grupta incelenir. cNOS da kendi i¢inde
endotelyal (eNOS) ve néronal (nNOS) olmak iizere iki alt grup igerir.

cNOS, kalsiyum-kalmodulin bagimli bir enzim olup uyarildiginda diisiik
miktarda NO sentezi gerceklesmektedir. cNOS temel olarak endotelyal ve noronal
hiicrelerde bulunur.

eNOS tarafindan sentezlenen NO, guanilat siklaz aktivasyonu ile
intraseliiller cGMP diizeyini arttirirken kalsiyum diizeyini azaltir ve neticede
vazodilatasyona neden olur (65). nNOS ise noronal tansmisyonda rol alir (66).

INOS, normal kosullarda bulunmayan ancak cesitli sitokinler (IL-1j,
TNFa), bakteriyal iiriinler (LPS) ile eksprese edilen izoformdur (67). immiinolojik

ve enflamatuar hadiselerde rol oynayan NO iiretiminden sorumludur (68). iNOS,
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kalsiyum-kalmodulin bagimli olmayip yiiksek konsantrasyonlarda NO iiretimine
neden olur. Primer olarak makrofaj, polimorfoniikleer l6kositler ve endotel
hiicreleri tarafindan eksprese edilir. Yiiksek orandaki NO, demir igeren
enzimlerde destriiksiyon yapmaktadir. Ornegin sitrik asit siklusundaki akontaz,
DNA sentezindeki riboniikleotid rediiktaz gibi yasamsal enzimlerin inhibisyonuna
neden olarak sitotoksik etkiler yaratmaktadir.

L-arjinin analoglari, NO sentezinde kompetitif inhibisyona neden olurlar
(69). Bunlar selektif (aminoguanidin, iNOS inhibitérii) veya non-selektif (N°-
nitro-L-arjinin methyl ester [L-NAME] , iNOS ve cNOS inhibitorii) inhibitor

ozellikte olabilirler.

NO ve Okiiler Rolii

NO’nun gozdeki fizyolojik ve patalojik durumlardaki rolii ile ilgili pek ¢ok
calisma yapilmistir (70). NADPH-diaforaz boyama teknigi ve anti-NOS
antikorlar1 ile gozde cesitli bolgelerde her iic NOS enzim mevcudiyeti

gosterilmistir.

Konjonktiva, silier kas, trabekiiler ag, retina ve koroid gibi okiiler
dokularda cNOS aktivitesi izlenmistir. NO, retina ve koroid kan dolagiminda (kan
akiminda artis), ak6z humor dinamiklerinde ve goz i¢i basinci regiilasyonunda rol
almaktadir. Trabekiiler ag ve silier kasta relaksasyon yoluyla gbz ici basing
diisiisii sagladigr izlenmistir. Behar-Colen ve arkadaglari tavsanlarda intraokiiler

NO enjeksiyonunun anlamli géz i¢i basing diislisiine neden oldugunu
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gostermislerdir (71). NO’nun ayn1 zamanda retinal hiicreler arasinda NO bagimli-

norotransmisyonda gorev aldig1 da diisliniilmektedir.

iNOS, enflamatuar ve immiinolojik hadiselerde bol miktarda NO
salinimina neden olmakta ve bunun sonucunda da sitotoksisite gergeklesmektedir.
Retinada (pigment epiteli, perisit ve miiller hiicreleri) ve liveit esnasinda infiltre
olan polimorfoniikleer hiicrelerde ve makrofajlarda iNOS aktivitesi saptanmustir.
Yiiksek konsatrasyondaki NO metabolitleri (nitrit, peroksinitrit ve serbest
radikaller) glokom (72, 73, 74), yasa bagli makiila dejeneresansi, miyopi (75),
katarakt (76) ve liveit gibi patolojik durumlarda rol alir. Tavsanlarda intravitreal
NO uygulamasinin ndrotoksisiteye neden oldugu histolojik ve fonksiyonel olarak
gosterilmistir  (77). Retinanin  iskemik ve dejeneratif hastaliklarinin

patofizyolojisinde rol alabilecegi bildirilmektedir.

ET-1 ve NO Etkilesimi

Endotelyal hiicrelerde, ET-1, ETg reseptor araciligiyla endotelyal nitrik
oksit sentaz (eNOS) aktivasyonuna neden olmakta bunun sonucunda da NO
tretimi gerceklesmektedir (78). NO, guanilat siklaz aktivasyonu ile cGMP
diizeyini arttirmakta ve bunun sonucu olarak ET-1 sekresyonu azalmaktadir. NO
ayn1 zamanda ET-1’in reseptoriinden ayrilmasina neden olmaktadir (79). Glokom,
diabetik retinopati gibi okiiler hastaliklarda ET/NO arasindaki dengenin

bozuldugu izlenmistir.
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NO ve Uveit

Endotoksin ile indiiklenen {iveit (EIU) modeli insanlardaki akut anterior
iiveit ile klinik ve histopatolojik olarak benzesmektedir. Bu model iiveit
mekanizmasinda etkili olan mediatorlerin daha iyi anlasilmasini saglamistir.
Giinlimiize kadar pek ¢ok sitokinin (IL-18, TNFa, IL-6) ve prostaglandinlerin rolii
ortaya konmustur. NO’nun {iveit lizerindeki etkileri ve buna yonelik teropatik
yaklagimlarin iiveit gelisimini engelledigi pek c¢ok calisma ile desteklenmistir.
Endotoksin ile indiiklenen iiveitlerde, gerek enflamatuar hiicrelerce salinan
sitokinler (IL-1B, TNFa) gerekse direkt endotoksin, iNOS {izerinden yiiksek
miktarda NO salinimina neden olmaktadir. Histamin ve bradikinin endotelyal
hiicrelerden cNOS araciliiyla NO salinimina neden oldugu belirtilmektedir. Yine
NO ve siklooksijenaz aktivitesi arasinda da gii¢lii bir bag oldugu belirtilmektedir.

Goureau ve arkadaglari, sicanlarda ayak tabani altina LPS enjeksiyonu ile
EIU modeli olusturmuslardir. Sicanlarin bir kismina non-selektif NOS inhibitorii
olan L-NAME, islemden yarim saat dnce ve 2 saat sonra olmak iizere iki kez
intraperitoneal olarak uygulanmistir. 16. saatte, L-NAME uygulanan siganlarda
akdz ve vitreus nitrit diizeyinde sirasiyla %58 ve %47 oraninda azalma
saglamislardir. Histolojik olarak EIU olusturulan gézlerde, silier cisim ve retinada
hiicresel infiltrasyon oldugu ve L-NAME uygulanan siganlarda bu infiltrasyonda
belirgin azalma oldugu izlenmistir. Retina, iris-silier cisim orneklerinde yapilan
PCR calismasinda iNOS ekspresyonunun 16. saatte en yliksek diizeye ulastig1 ve

bu pikin enflamatuar hiicrelerden kaynaklandigi belirtilmistir (80).
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Parks ve arkadaglari, sigcanlarda ayak tabani altina LPS enjeksiyonu ile
EIU modeli olusturmusglar. Sicanlara islemden yarim saat dnce baslamak iizere 2
saatte bir toplam 6 kez intraperitoneal L-NAME enjeksiyonu uygulamislar. L-
NAME uygulanan si¢anlarda humor akdz protein konsantrasyonunun %73-82
oraninda azaldigimi izlemislerdir. Seliiler infiltrasyonun neredeyse tamamen yok
oldugunu ve histopatolojik olarak enflamasyonun baskilandigini gdstermislerdir
(81).

Tilton ve arkadaslari, siganlarda EIU modeli olusturmuslar. Bir grup
sigana islem sonrasi 3’er saat araliklarla toplam 8 doz selektif iNOS inhibitori
olan aminoguanidin enjeksiyonu yapmislardir. 24 saat sonra okiiler dokularda
kan akimini ve I'*-albumin permeasyonunu degerlendirmislerdir. Ayrica on iivea
ve On kamara Iokosit infiltrasyonunu histolojik olarak derlendirmislerdir. HA
16kosit sayimi yapmislardir. LPS enjeksiyonu sonrasi retina, 6n iivea, koroid-
sklera, ve akdzde I'”-albumin permeasyonunda artis oldugunu izlenmislerdir
(p<0.0001). Aminoguanidin ile retinada %74, o6n tiveada %57, akdzde %32
oraninda anlamli permeasyon azalmasi saglanmistir (p<0.0001). Akoz hiicre
sayimi degerlendirildiginde, kontrol grubunda sadece lenfositler izlenirken EIU
modelinde polimorfoniikleer hiicrelerin predominant oldugu yogun hiicresel
infiltrasyon izlenmistir. Hiicre sayisinda %60-90 oraninda azalma saglanmigtir

(p<0.05).
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Bu caligmada;

1.  Farelerde LPS enjeksiyonu ile olusturulan iiveit modelinde, akoz ve

serum ET-1 diizeyinde ve HA protein konsantrasyonunda meydana

gelen degisiklikleri ve histopatolojik degisiklikleri degerlendirmek,

2. Sistemik yolla uygulanan selektif ET s reseptor antagonistlerinin

(BQ123) ve non-selektif ET-1 reseptdr antagonistlerinin (Bosentan)

tiim bu parametrelere ve iiveit tablosuna olan etkilerini degerlendirmek,

3. Prostaglandin ve nitrik oksit sentezin sistemik yolla inhibisyonunun

tiim bu parametrelere ve iiveit tablosuna olan etkilerini degerlendirmek,

4.  EIU modelinde, ET-1"in roliinii ve etki mekanizmasinda muhtemelen

etkili olan yollarin inhibisyonunun iiveit tedavisindeki yerlerini

degerlendirmek amaclanmustir.
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GEREC VE YONTEM

Bu calismada 8 haftalik ve ortalama agirligi 20-25 gr. olan 48 adet fare
kullanilmustir. Calisma, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulu kurallarina uygun olarak Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji

Anabilimdali laboratuarinda gerceklestirilmistir.

Farelere enjeksiyon oncesi intramiiskiiler ketamin hidrokloriir (25 mg/kg)
ve ksilazin hidrokloriir (5 mg/kg) uygulanarak genel anestezi ve proparakain
hidroklorid ile topikal anestezi saglanmistir. Her farenin 2 gozii ¢calismaya dahil

edilmigtir. Biitiin soliisyonlar enjeksiyonlardan hemen 6nce hazirlanmistir.

Her bir grupta 6 hayvan olmak iizere hayvanlar 8 gruba ayrilmistir. 1.
gruptaki hayvanlara herhangi bir enjeksiyon yapilmamis olup bu hayvanlar
kontrol grubunu olusturmaktadir. 2. gruptaki hayvanlara intraperitoneal yolla
50ung/0.1ml  endotoksin (Salmonella typhimurium, Sigma Chemical Co.)
enjeksiyonu uygulanmistir. 3. gruptaki hayvanlara es zamanli olarak
intraperitoneal 50ug/0.1ml endotoksin ve 25ugr/0.05ml konsantrasyondaki
selektif ET, reseptdr antagonisti olan BQ123 enjeksiyonu yapilmistir. 4.
gruptaki hayvanlara es zamanl olarak intraperitoneal 50ug/0.1ml endotoksin ve
100pgr/0.2ml konsantrasyondaki non-selektif ET-1 reseptor antagonisti olan
bosentan (Tracleer, Actelion) enjeksiyonu yapilmustir. 5. gruptaki hayvanlara es
zamanli olarak intraperitoneal 50ug/0.1ml endotoksin ve non-selektif NOS
inhibitorii olan L-NAME (N-nitro-L-aginine methyl ester, Sigma Chemical Co.)

10mg/kg/0.2ml konsantrasyonda enjekte edilmistir. 6. gruptaki hayvanlara es
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zamanli olarak intraperitoneal 50pg/0.1ml endotoksin ve non-selektif COX
inhibitorii olan indometazin 10mg/kg/0.2ml konsantrasyonda enjekte edilmistir.
7. gruptaki hayvanlara es zamanli olarak daha oOnce uygulanan
konsantrasyonlarda intraperitoneal endotoksin, bosentan ve L-NAME
enjeksiyonu yapilmistir. 8. gruptaki hayvanlara es zamanl olarak daha once
uygulanan konsantrasyonlarda intraperitoneal endotoksin, bosentan ve

indometazin enjeksiyonu yapilmistir.

Enjeksiyonlarin 24. saatinde, genel ve topikal anestezi altinda
sulandirilmis povidone iodine ile yilizey temizligini takiben iris ve lens hasari
olusturulmayacak sekilde 30 gauge igne ile tiim hayvanlarin sag gozlerine 6n
kamara parasentezi uygulanmistir. Her hayvandan 0.01 ml HA 6rnegi alinarak
ET-1 diizeyi ve protein konsantrasyonu degerlendirilmistir. On kamara
parasentezini takiben intrakardiak yolla her hayvandan 0.5 ml kan Ornegi
alimarak serum ET-1 diizeyi degerlendirilmistir. Takiben yiiksek doz (200
mg/kg) ksilazin hidrokloriir injeksiyonu ile hayvanlar sakrifiye edilmistir. Tiim
hayvanlarin parasentez uygulanmayan sol gozleri nazik¢e 6ne ¢ekilip optik sinir
cok kisa giidik kalmayacak sekilde kesilerek eniikleasyon yapilmis ve
eniikleasyon materyali patolojik degerlendirmeye gonderilmistir. Tiim 6rnekler

calisma yapilincaya kadar -80°C’de saklanmustir.

Sandermann ve Stromiger tarafindan tanimlanan modifiye Lowry
metodu kullanilarak, HA orneklerinde total protein miktar1 degerlendirilmistir

(83). Lowry metodu, alkali ortamda proteinlerin peptid baglarinin ve tirozin
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artiklarinin bakir ile kompleks olusturmasi prensibine dayanir. Deney tiipiine
analizi yapilacak &rnekten 1 mL almr. Uzerine 3 ml ¢dzelti eklenerek oda
sicakliginda 15 dakika bekletilir. Bu silirenin sonunda 0.3 ml Folin-fenol
kimyasali eklenip vortekslenir ve 45 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakilir. UV spektrofotometrede ¢ozeltilerin 660 nm’deki absorbans degerleri
okunarak protein miktarlar1 saptanir. Standart egrisi olusturmak igin tiiplere
ornek yerine konsantrasyonlar1 belli olan standart ¢ézeltiden (BSA) 1’er ml
eklenerek yukaridaki islem aynen uygulanir. 660 nm’de absorbans okutularak
konsantrasyona kars1 absorbans grafigi ¢izilir. Kontrol ¢6zelti i¢in ise yine 6rnek
yerine 1 ml saf su koyularak 6rnek i¢in uygulanan igslemin aynis1 uygulanir.
ELISA okuyucusunda da okunabilir hale getirilen modifiye Lowry metodu ile
daha az numune ve kimyasal malzeme kullanilarak daha cok ve hizli analiz
yapilmasi olasi hale getirilmistir. Enzim proteinleri Slgiiliirken mutlak protein
miktarina gerek yoktur, dnemli olan nispi protein miktaridir. Modifiye edilen bu
metodda okuma kabi1 olarak ELISA okuyucularinin mikrotitre plakalar1 ve
ELISA okuyucusu (Synergy™ HT Multi-Mode Microplate Reader, BioTek)

kullanilmustir.

Serum ve HA endotelin-1 diizeyi, kantitatif sandvi¢ enzim immiinassay
teknigi kullanilarak degerlendirilmistir. Tabaninda fare ET-1 spesifik antikorlar
bulunan ELISA kitinin (Mouse Endothelin 1, ET-1 ELISA Kit, Uscnlife)
mikroplate’lerine 37 C°’de iki saat inkiibe edilmis 100ul serum ve HA 6rnekleri
eklenerek ET-1 antijen-antikor  kompleksleri  olusturulmaktadir. Bu

komplekslerin iizerine horseradish peroksidaz enzimine bagli ET-1 antikoru
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eklenmektedir. Takiben baglanmayan antikorlarin uzaklastirilmasi i¢in yikama
islemi yapilmaktadir. Daha sonra mikroplate i¢ine hidrojen peroksit (H202) ve
renk indikatorii eklenmektedir. Peroksidaz enzimiyle reaksiyona giren hidrojen
peroksit, ortamda pH degisikligine neden olarak indikatdrde renk degisimine
neden olmaktadir. Olusan renk degisimi 450 nm dalgaboyunda ELISA
okuyucusu (Synergy™ HT Multi-Mode Microplate Reader, BioTek) ile
degerlendirilerek pg/ml cinsinden ET-1 diizeyi hesaplanmaktadir. Kullanilan
ET-1 kiti, dogal ve rekombinant farelere spesifik olup Ipg/ml altindaki ET-1

diizeyini tesbit edebilecek sensitiviteye sahiptir.

Deney siiresi sonunda elde edilen sol goz kiireleri %10’luk tamponlu
formalinde 48 saat siireyle tespit edilmistir. Her iki yarisinda kornea, sklera,
tivea ve optik sinirin izlenmesine olanak verecek sekilde longitudinal eksen
boyunca kesit yapilmigtir. Dokular %50, %70, %80, %90 ve absolu alkol
serilerinden 2 saat siireyle gecirildikten sonra, 4 saat ksilol, 2’ser saat
ksilol+parafin ve parafinde bekletildikten sonra parafine gémiilmiistiir. Rotary
mikrotom ile her parafin bloktan 4-5 pm kalinliginda 3’er adet seri kesit
almmigtir. Kesitler rutin olarak hematoksilen eozin ile boyandiktan sonra
Olympus BX51 151k mikroskobunda degerlendirilmis ve fotomikrograflar

¢ekilmistir.
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Iris, silier cisim ve koroidde meydana gelen patolojik degisiklikler

asagidaki kriterlere gore derecelendirilmistir (82);

0 : Normal doku

1+: Genislemis iris damarlar1 ve eksudat-protein ile kalinlagsmis iris

stromasi ve/veya on kamarada az sayida inflamatuar hiicre infiltrasyonu

2+: Iris stromast ve/veya silier cisimcikte inflamatuar hiicre
infiltrasyonu, ©On kamarada degisen sayida inflamatuar hiicre

infiltrasyonu

3+: Iris stromas1 ve silier cisimde yogun inflamatuar hiicre infiltrasyonu,

on kamarada c¢ok sayida inflamatuar hiicre infiltrasyonu.

8 grup bulunmakta olup gruplar kendi i¢inde serum ET-1 diizeyi, HA
ET-1 diizeyi ve HA protein konsantrasyonu degisiklileri acisindan
nonparametrik Mann Whitney U Test kullanilarak istatistiksel olarak
karsilastirilmistir. 0.05’in altindaki p degerleri istatistiksel anlamlilik kriteri

olarak alinmistir. Veri analizi SPSS 13.0 for Windows programu ile yapilmistir.
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BULGULAR

Serum ET-1 Degisiklikleri

Tiim deneklerden alinan serumlardaki ET-1 diizeyleri, Tablo I ve Grafik
I’de sunulmustur. 1. grupta, ortalama serum ET-1 diizeyi, 95,90+£32,53 pg/ml
olarak saptanmustir. 2. grupta, ortalama serum ET-1 diizeyi, 291,94+74,97 pg/ml
olup kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p=0.004). 3.
grupta, ortalama serum ET-1 diizeyi, 83,33+37,56 pg/ml olup 2. gruba gore ET-
1 diizeyinin anlamli olarak azaldigi (p=0.004) ve bu degerin kontrol grubundan
istatistiksel olarak farkli olmadigi izlenmistir (p>0.05). 4. grupta, ortalama
serum ET-1 diizeyi, 386,23+176,78 pg/ml olup 2. grup ile arasinda anlamli fark
olmadig1 ve tiim gruplar arasinda en yiliksek ET-1 diizeyinin bu grupta oldugu
izlenmistir (p>0.05). 5. grupta, ortalama serum ET-1 diizeyi, 76,09+23,32 pg/ml
olup 2. gruba gore anlamli olarak daha diisiik diizeyde (p=0.004) saptanmustir;
bu deger kontrol grubundan istatistiksel olarak farkli bulunmamistir (p>0.05). 6.
grupta, ortalama serum ET-1 diizeyi, 256,30+109,68 pg/ml olup 2. grup ile
arasinda anlaml fark olmadigi (p>0.05) ve bu degerin 5. gruba goére anlamli
olarak daha yiiksek oldugu izlenmistir (p=0.004). 7. grupta, ortalama serum ET-
1 diizeyi, 171,31£121,61 pg/ml olup bu deger 2. gruptan istatistiksel olarak
farkli bulunmamistir (p=0.109). 8. grupta, ortalama serum ET-1 diizeyi,
99,94+80,11 pg/ml olup bu deger 2. gruba gore anlamli olarak daha diisiik
bulunmustur (p=0.004). Son iki grup arasinda anlamli fark bulunmamustir

(p>0.05).
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Tablo I. Ortalama Serum ET-1 diizeyi

Gru islem Serum ET-1 (pg/ml) Standart Sapma
1 KONTROL 95,90 32,53
2 LPS 291,94 74,97
3 LPS+BQ123 83,33 37,56
4 LPS+BOSENTAN 386,23 176,78
5 LPS+L-NAME 76,09 23,32
6 LPS+

L-NAME+BOSENTAN 256,30 109,68
7 LPS+INDOMETAZIN 171,31 121,61
8 LPS+ .

INDOMETAZIN+BOSENTAN 99,94 80,11

Grafik I. Serum ET-1 diizeyindeki degisiklikler

Serum ET-1 Diizeyi
400
350 4~
300
250 +
200 - [
150 1 - - _— -
100 1 ; _ _ . MET-1(pg/ml)
0 T T T T T T T 1/
< 1Y v LIS 5
NI AN R A AR -
Vi F NS
N b N
N <
R L
A




48

Humor Akoz ET-1 Degisiklikleri

Tiim deneklerden elde edilen HA ET-1 diizeyleri, Tablo II ve Grafik II
’de sunulmustur. Birinci grupta ortalama HA ET-1 diizeyi 144,03+44,71 pg/ml
olarak saptanmustir. Ikinci grupta ortalama HA ET-1 diizeyi 565,67+376,29
pg/ml olup bu deger kontrol grubundan anlamli olarak yiiksek bulunmustur
(p=0,037). Ugiincii grupta ortalama HA ET-1 diizeyi 138,91£63,70 pg/ml olup
bu deger 2. gruba gore anlamli olarak daha diisiik diizeyde bulunmustur
(p=0,004). Dérdiincti grupta ortalama HA ET-1 diizeyi 540,33+214,18 pg/ml
olup 2. grup ile arasinda anlamli fark bulunmamistir (p>0.05). Besinci grupta
ortalama HA ET-1 diizeyi 232,38+114,53 pg/ml olup 2. gruba gore ET-1 diizeyi
diisiik izlense de bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0.109).
Altinct grupta ortalama HA ET-1 diizeyi 469,65+124,80 pg/ml olup 2. grup ile
arasinda anlamli fark izlenmemistir (p>0.05). Besinci gruptaki ET-1 diizeyi 6.
gruba gore anlamli olarak daha diisiikk bulunmustur (p=0,016). Yedinci grupta
ortalama HA ET-1 diizeyi 375,00+£243,98 pg/ml olup 2. gruba gore daha diisiik
diizeyde olmasina karsin iki grup arasinda anlamli fark bulunmamistir (p=0.15).
Yine 8. grupta ortalama HA ET-1 diizeyi 394,95+£355,72 pg/ml olup 2. ve 7.
gruplarla arasinda anlaml fark izlenmemistir (p>0.05). Yine 4. ve 8. gruplar

arasinda da anlamli fark saptanmamustir (p>0.05).
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Tablo II . Ortalama humor akéz ET-1 diizeyi

Standart Sapma

1 KONTROL 144,03 44,71
2 LPS 565,67 376,29
3 LPS+BQ123 138,91 63,70
4 LPS+BOSENTAN 540,33 214,18
5 LPS+L-NAME 232,38 114,53
6 LPS+

L-NAME+BOSENTAN 469,65 124,80
7 LPS+INDOMETAZIN 375,00 243,98
8 LPS+ _

INDOMETAZIN+BOSENTAN 394,95 355,72

Grafik I1. Humor akoz ET-1 diizeyindeki degisiklikler
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Humor Akoz Protein Konsantrasyonu Degisiklikleri

Tiim deneklerden elde edilen HA protein konsantrasyonlari, Tablo III ve
Grafik III’de sunulmustur. Birinci grupta ortalama HA protein konsantrasyonu
270,87+149,09 pg/ml olarak saptanmustir. Ikinci grupta ortalama HA protein
konsantrasyonu 783,40+74,43 pg/ml olup bu deger kontrol grubundan anlamli
olarak yiiksek bulundu (p=0,004). Ugiincii grupta ortalama HA protein
konsantrasyonu 525,01+49,23 pg/ml olup bu deger 2. gruba goére anlamli olarak
daha diistik iken (p=0,004) kontrol grubundan ise anlamli olarak daha yiiksekti
(p=0,016). Dordiinci  grupta ortalama HA  protein konsantrasyonu
1107,10£117,67 pg/ml olup 2. gruba gore daha yiiksek diizeyde bulunmustur
(p=0,055). Besinci grupta ortalama HA protein konsantrasyonu 544,13+75,52
pg/ml olup bu deger 2. gruba gore anlamli olarak daha diisiik (p=0,004), kontrol
grubuna gore ise daha yiiksek bulunmustur (p=0,025). Altinc1 grupta ortalama HA
protein konsantrasyonu 569,57+81,11 pg/ml olup 2. grup ile arasinda anlamli fark
izlenmistir (p=0,006). 5. ve 6. grup karsilastirildiginda iki grup arasinda anlamli
fark izlenmemistir (p>0.05). Yedinci grupta ortalama HA protein konsantrasyonu
322,08+13,05 pg/ml olup 2. gruptan anlamli olarak daha diisiik diizeyde
saptanmigtir  (p=0,004). 8. grupta ortalama HA protein konsantrasyonu
760,41+86,97 pg/ml olup 2. grup ile arasinda anlamli fark izlenmemistir (p>0,05).
8. grup, 7. gruba gore anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (p=0,004). Yine
4. ve 8. gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu izlenmistir

(p=0,004).
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Tablo III. Ortalama humor akodz protein konsantrasyonlari

HA protein Standart Sapma
konsantrasyonu
(pg/ml)
1 KONTROL 270,87 149,09
2 LPS 783,40 74,43
3 LPS+BQ123 525,01 49,23
4 LPS+BOSENTAN 1107,10 117,67
5 LPS+L-NAME 544,13 75,52
6 LPS+
L-NAME+BOSENTAN 569,57 81,11
7 LPS+INDOMETAZIN 322,08 13,05
8 LPS+
INDOMETAZIN+BOSENTAN 760,41 86,97

Grafik II1. Humor akoz protein konsantrasyonundaki degisiklikler
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Histopatojik Degisiklikler

Gruplara ait histopatolojik enflamasyon dereceleri tablo IV’te verilmistir.
1.grupta silier proseslerde, hafif kapiller hiperemi disinda histopatolojik

degisiklik izlenmemistir. On ve arka kamarada hiicre izlenmemistir. (Resim 1)

'Y o S

Resim 1. Birinci gruba ait histopatolojik bulgular: Korpus siliarede hafif hiperemi
(yesil ok) disinda patolojik bulgu izlenmemekte. OK; &n kamara, SC; silier cisim,

K; koroidea. (Hematoksilen-Eozin x 20)

2. grupta koroidea ve silier proseslerde siddetli vaskiiler hiperemi, nétrofil
ve makrofaj infiltrasyonu ile interstisyel dokuda ddem dikkati ¢ekmistir. Ozellikle

iridokorneal acida yaygin kanamalarin eslik ettigi siddetli enflamatuar hiicre

infiltrasyonu izlenmistir. (Resim 2)

Resim 2. Ikinci gruba ait histopatolojik bulgular: Koroidea ve silier proseslerde
hiperemi (yesil ok), ddem (kahverengi ok) ve enflamatuar hiicre infiltrasyonu

(mavi ok). (Hematoksilen-Eozin x 40)
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3. grupta silier proseslerde hafif derecede kapiller hiperemi ile sinirh

histopatolojik degisiklikler gozlenmistir. (Resim 3)

T Gl g ! o

Resim 3. Ugiincii gruba ait histopatolojik bulgular: Silier proseslerde hafif
derecde kapiller hiperemi (yesil ok). (Hematoksilen-Eozin x 20)

4. grupta korpus siliare ve silier proseslerde siddetli derecede hiperemi ve
fokal hemorajilerin yanisira, koroidea’da siddetli interstisyel 6dem, vaskiiler
dilatasyon ve hiperemi ile yogun nétrofil 16kosit infiltrasyonu gozlenmistir. Optik
sinir etrafinda ¢cogunlugu nétrofil 16kositlerden olusan yogun enflamatuar hiicre

infiltrasyonudikkati ¢ekmistir. (Resim 4)

Resim 4. Dordiincli gruba ait histopatolojik bulgular: Korpus siliare ve silier
proseslerde hiperemi (yesil ok), ddem (kahverengi ok) ve enflamatuar hiicre

infiltrasyonu (mavi ok). (Hematoksilen-Eozin x 20)
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5. grupta koroidea’da 6n ve arka kamara sinirina yakin dokuya infiltre
mononiikleer hiicre infiltrasyonu ile bolgeye yakin kornea epitelinde vakuoler
dejenarasyon gozlenmistir. Silier proseslerde hafif derecede kapiller hiperemi

dikkati ¢gekmistir. (Resim 5)
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Resim 5. Besinci gruba ait histopatolojik bulgular: On ve arka kamara sinirina
komsu koroideada enflamatuar hiicre infiltrasyonu (mavi ok). Silier proseslerde
hiperemi (yesil ok). (Hematoksilen-Eozin x 20)

6. grupta interstisyel dokuda hafif derecede 6dem ve hiperemi haricinde
herhangi bir bulguya rastlanmamistir ve gozlenen bulgular kontrol grubunda

tanimlananlara oldukga benzerdi. (Resim 6)

v
n
%,

)
Resim 6. Altinci gruba ait histopatolojik bulgular: Interstisyel dokuda hafif
derecede 6dem (kahverengi ok) ve kapiller hiperemi (yesil ok). (Hematoksilen-

Eozin x 20)



55

7. grupta 6n ve arka kamarada az sayida da olsa nétrofil 16kosit birikimi ile
homojen kirmizi renkte proteini materyal tespit edilmistir. Koroidea, yalnizca
iridokorneal ac1 ile sinirli olmak iizere stromal 6dem, az sayida makrofaj ve

noétrofil 16kosit infitrasyonu igermekteydi. (Resim 7)

Resim 7. Yedinci gruba ait histopatolojik bulgular: Iridokorneal ac1 bdlgesinde
0dem (kahverengi ok) ve enflamatuar hiicre infiltrasyonu (mavi ok). Arka

kamarada enflamatuar hiicre infiltrasyonu (kirmizi ok). (Hematoksilen-Eozin x40)

8. grupta silier prosesler ve korpus siliarede hafif derecede kalinlasma, 6n
ve arka kamarada enflamatuar hiicre birikimi gézlenmistir. Koroideada yalnizca

bir alanda fokal mononiikleer hiicre infiltrasyonu dikkati ¢cekmistir. (Resim 8)

.1&&4‘. ‘_\

.
Resim 8. Sckizinci gruba ait histopatolojik bulgular: Korpus siliare ve silier
proseslerde hiperemi (yesil ok). On ve arka kamarada enflamatuar hiicre

infiltrasyonu (mavi ok). Koroideada 6dem (kahverengi ok). (Hematoksilen-Eozin

x 20)
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Tablo IV. Gruplara ait histopatolojik derecelendirme

Grup Islem Histopatolojik
skor
1 KONTROL 0/+
2 LPS -+
3 LPS+BQ123 +
4  LPS+BOSENTAN +++
5 LPS+L-NAME ++
6  LPS+ +
L-NAME+BOSENTAN
7 LPS+INDOMETAZIN +++
8 LPS+ +/++
INDOMETAZIN+BOSENTAN

TARTISMA VE SONUC

Endotelin-1 (ET-1) endojen vasoaktif ndropeptid olup bilinen en potent
vasokonstriktor maddedir (13). Makrofajlar, astrositler ve endotelyal hiicrelerce
iretilmekte olup beyin, kalp, bobrek, akciger, bagirsak ve gbéz gibi pek c¢ok
dokuda mevcudiyeti gosterilmistir (14,15,16).

Endotelin-1’in gdz lizerine olan etkileri ile ilgili yapilan ¢alismalarda goz
i¢i basinci, pupil ¢api, korioretinal dolagim, korneal epitel ve endotel, akdz protein

konsantrasyonu ve intraokiiler enflamasyonda rol aldig1 gosterilmistir.
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EIU, deney hayvanina sublethal dozda LPS verilmesiyle genelde 24 saat
sonra pik yapan goze lokalize enflamatuar cevapla karakterizedir. Akut fakat
gecici bir olaydir ve non-spesifik patojenlerle ortaya ¢ikan akut on iiveit
tablosunun etyopatogenezinin anlasilmasinda 6nemli bir modeldir (3).

Bizim c¢alismamizda, farelerde intraperitoneal LPS (S. Thphimurium)
enjeksiyonu sonrasi serum ve HA ET-1 diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli
olarak yiikseldigi ve histopatolojik olarak {iveit tablosunun olustugu izlenmistir.
Akoz ET-1 diizeyinin serum ET-1 diizeyinden 1,9 kat daha yiiksek oldugu
izlenmistir. Benzer sekilde, Shoji ve arkadaslari, intravendz lipopolisakkarit (S.
Thphimurium) enjeksiyonu yaptiklar1 tavsanlarda, akéz ve serum ET-1
diizeylerinde kontrol grubuna goére anlamli artis oldugunu bildirmislerdir (49).
Akoz ET-1 diizeyinin serumdakinden 1,5-3,9 kat yiiksek oldugunu belirtmislerdir
(50). EIU modelinde, iiveit gelisiminden LPS ile artan ET-1 diizeyinin etkili
olabilecegi cesitli calismalarda belirtilmistir (45, 48, 49). Calismamizda, LPS
enjeksiyonu uygulanan hayvanlarda HA protein konsantrasyonu, kontrol grubuna
gore anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur. Bu veri literatiir ile uyumlu olup
Chen ve arkadaslari, tavsan gozlerine intravitreal ET-1 enjeksiyonu
uygulandiginda, kan-akdz bariyerini olusturan non-pigmente silier epitelde nekroz
olustugunu ve bunun sonucu olarak akdze protein sizintisinin gergeklestigini
belirtmislerdir (45). Shoji ve arkadaslari, tavsan modelinde intravitreal endotelin-1
enjeksiyonu sonrasi akéz protein konsantrasyonunun 4. saatte pik yaptigini ve doz

bagimli olarak bu etkinin 7. giine kadar siirebildigini belirtmislerdir (48).



58

ET-1’in iki farkli reseptor lizerinden etki gosterdigi bilinmektedir (34).
Bunlar ETx ve ETg reseptorleri olup, ET4 reseptorleri vazokonstriktor etkiden ve
fosfolipaz A, enzim aktivasyonundan sorumludur. ETg reseptorleri ise hem NO
hem de PGI, saliverilmesinden sorumlu olup vazodilatatér etkiden sorumludur.
Elde ettigimiz verilerde, ET4 reseptor antagonisti BQ123, gerek serum gerekse
HA’de LPS ile artan ET-1 diizeyinde anlamli azalma ve histopatolojik
incelemelerde iiveit tablosunda gerileme saglamistir. BQ123 sentez inhibitori
olmamasma karsin ET-1 diizeyinde azalma saglamistir. BQI123’tin ETy
reseptorlerinde olustudugu inhibisyon ET-1’in ETp reseptorleri iizerinden etki
etmesine neden olmaktadir. Fukuroda ve arakadaglari, ETg reseptorlerinin mevcut
ET-1’in metabolize edilmesinde rol aldigmmi bildirmislerdir (36). BQ123
enjeksiyonuna bagl serum ve HA ET-1 diizeyindeki azalmadan, ET, reseptor
antagonizmasiyla daha etkin hale gelen ve otoregiilasyonda rol alan ETg
reseptOriiniin  sorumlu oldugunu diisiinmekteyiz. ET-1 diizeyindeki degisimle
benzer sekilde, LPS ile artan HA protein konsantrasyonunun BQ123
uyguladigimiz farelerde anlamli olarak azaldigi izlenmistir. Calismamizla uyumlu
olarak, Shoji ve arkadaslari, tavsan modelinde intravitreal ET-1 enjeksiyonundan
1 saat Oonce selektif ET, reseptor antagonisti (97-139) uygulandiginda akéz
protein ve PGE, konsantrasyonunun doz bagimli olarak azaldigini belirtmislerdir
(52).

Calismamizin bosentan ayaginda da bu durumu destekleyen sonuglar
almmistir. LPS enjeksiyonu sonrasit BQI123 ile saglanan ET-1 diizeyindeki

diististin aksine, ETp ve ETp reseptdr antagonisti olan bosentan enjeksiyonu



59

yapildiginda LPS ile artmis olan ET-1 diizeyinin diismedigi hatta anlamli olmayan
bir artisin oldugu izlenmistir. Yine bosentan uyguladigimiz farelerde, tek basina
LPS uygulanan farelere gore HA protein konsantrasyonunun anlamli olmasa da
daha yiiksek oldugu ve histopatolojik orneklerde iiveit tablosunun siddetlendigi
gorlilmiistiir. Shoji  ve arkadaslari, tavsan modelinde, intravitreal ET-1
enjeksiyonu oncesi selektif ETp reseptor antagonisti uygulamanin akéz protein
konsantrasyonundaki artis1 engellemedigini bildirmistir (52). ETa reseptor
antagonisti  ile  saglanan gerek ET-1  diizeyindeki gerek protein
konsantrasyonundaki diistis her iki reseptdor birden inhibe edildiginde
saglanamamistir. Bu artiglarin  otoregiilasyondan sorumlu ETg reseptoriiniin
inhibisyonundan kaynaklandigini diistinmekteyiz.

NO, L-arginin’in nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi ile oksidasyonu sonucu
ortaya cikan bir serbest radikaldir. LPS gerek kendisi gerekse salinan sitokinler
araciligiyla iNOS aktivasyonu ile yiiksek diizeyde NO salinimina neden olur (67).
Yiiksek miktardaki NO salmimi, sitotoksik etkiye sahip olup {veit
etyopatogenezinde rol almaktadir. LPS ile artan ET-1 de ETB reseptorii iizerinden
NO sentezini arttirmaktadir (78). LPS ile artan ET-1 diizeyinin, non-selektif NOS
inhibitorii olan L-NAME verildiginde hem serum hemde akodzde azaldigi
izlenmistir (80). Literatiirde L-NAME’in ET-1 diizeyini etkiledigine dair herhangi
bir yaymn bulunmamakta olup bu durumun sebebi agiklanamamustir.
Calismamizda, LPS ile artan HA protein konsantrasyonunun L-NAME ile anlamli
olarak azaldig1 ve iiveit tablosunda gerileme oldugu izlenmistir. Benzer sekilde

Parks ve arkadaslari, EIU olusturulan sicanlara intraperitoneal L-NAME
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enjeksiyonu uygulamiglardir. L-NAME uygulanan sicanlarda HA protein
konsantrasyonunun = %73-82  oraninda azaldigmi  izlemislerdir.  Seliiler
infiltrasyonun neredeyse tamamen yok oldugu ve histopatolojik olarak
enflamasyonun baskilandigin1 gostermislerdir (81). Tilton ve arkadaslari, EIU
modeli olusturduklar1 siganlara selektif iNOS inhibitérii olan aminoguanidin
enjeksiyonu yapmislardir. On iiveada %57 oraninda anlamli permeasyon azalmasi
ve akoz hiicre sayisinda %60-90 oraninda azalma saglanmislardir (82). Mandai ve
arkadaslar1 EIU olusturulan siganlarda selektif ctNOS inhibitorii L-NNA ile %71,
selektif iINOS inhibitérii L-NIO ile %31 oraninda anlamli HA protein
konsantrasyon azalmasi saglamiglardir (83).

Uveit gelisiminde arasidonik asit (AA) metabolitlerinin énemli roliiniin
oldugu bilinmektedir. Uveitte artan PG diizeyinde, ET-1’in de katkisinin oldugu
diistiniilmektedir. ET-1, fosfolipaz A, aktivasyonuna neden olarak arasidonik asit
salinimi saglar (54). On kamaraya kaniil ile verilen PGE, nin, kan-akdz bariyerini
yikt1g1, konjonktivada hiperemi, GiB'da ani artis, pupillada miyozis ve iriste
hiperemi olusturdugu belirtilmistir (60). Calismamizda LPS ile artan ET-1
diizeyinin, indometazin uygulandiginda gerek serum gerekse HA’da azaldig,
ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 izlenmistir. Northover ve
arkadaslari, yarali dokularda indometazinin kalsiyum up-take’ini azalttigini ve bu
durumun antienflamatuar etkide katkisinin oldugunu belirtmiglerdir (85).
Dolayisiyla, indometazin hiicre i¢i kalsiyum diizeyini azaltarak ET-1 sentez ve
salinimini1 engellemekte (29, 30) ayn1 zamanda kan-ak6z bariyerinin stabilitesini

saglayarak akozde ET-1 diizeyini arttiran enflamatuar hiicrelerin gog¢iinii de
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azaltmaktadir. Calismamizda, serum ET-1 diizeyinde saglanan diisiis
akozdekinden daha fazladir. Bu durumu, sistemik yolla uygulanan indometazinin
okiiler penetrasyonunun diisiik olmasiyla iliskilendirmekteyiz. Conquet ve
arkadaslar, yaptiklar1 ¢alismada, oral 8mg/kg indometazin uygulamasindan 75
dakika sonra indometazinin plazma konsantrasyonunu 1,385+0,229ug/ml, HA
konsantrasyonunu ise 0,0154+0,0007ug/ml diizeyinde saptamislardir (86). Shimida
ve arkadaslari, fare peritoneal makrofajlarinda ET-1 (12 saat) ve lipopolisakkarit
(4 saat) inkiibasyonu sonrasi doz ve zaman bagiml olarak PGE, ve COX; enzim
ekspresyonunun arttigini izlemislerdir. Ayni ¢alismada, inkiibasyondan yarim saat
once uygulanan deksametazon ve indometazin ile hem endothelin-1 hem de
lipopolisakkarit aracili PGE, ve COX; enzim ekspresyon artiginin inhibe oldugunu
izlemiglerdir (62). Calismamizda LPS’nin olusturdugu {veit tablosunun
indometazin ile geriledigi ve HA protein konsantrasyonunda anlamli azalmanin
saglandig1 izlenmistir. Bu bulgular literatiir ile Ortiismekte olup Shoji ve
arkadaslari, tavsan modelinde 6n kamaraya ET-1 enjeksiyonu sonrasi ortaya ¢ikan
HA protein konsantrasyonunundaki artisin enjeksiyon o6ncesi topikal indometazin
veya intravendz diklofenak enjeksiyonu ile engellenebildigini gostermislerdir
(49).

Calismamizda, indometazin ve bosentan kombinasyonunun tek basina
indometazin uygulamasma goére gerek serum gerekse HA ET-1 seviyesinde
anlamh degisiklik olusturmadigi izlenmistir. Bu verilerle uyumlu sekilde bu iki
grup arasindaki histopatolojik bulgular da benzer bulunmustur. Bu durum,

indometazin ET-1 sentez ve salimmini engellemektedir dolayisiyla klirens
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tizerinde etkili olan bosentanin belirgin etkisi ortaya c¢ikmamaktadir seklinde
aciklanabilir. Indometazin ve bosentan kombinasyonunun HA protein
konsantrasyonunda anlamli azalma saglayamamis olmasi ise agiklanamamustir.

Sonu¢ olarak lipopolisakkarit aracili olusan iiveit modelinde akoz ve
serum ET-1 diizeyi artmakta ve akdz konsantrasyonu serumdaki degerlerden daha
fazla yiikselmektedir. Bu durum ET-1’in kan-ak6éz bariyerindeki bozulma
neticesiyle sizint1 yoluyla akdze gectiginden ziyade okiiler dokularda lokal olarak
sentezlendigini desteklemektedir.

ET-1’in tiveit gelisiminde énemli bir faktér oldugu ve bu etkisini dnemli
Olclide ETA reseptorii lizerinden arasidonik asit metabolitleri aracilifiyla
gerceklestirdigi bilinmekteydi. Bu c¢alismada, ET, reseptdr antagonizmasinin
(BQ123) hem serum hem de HA ET-1 diizeyini azalttig1 goriilmistiir. Bu yoniiyle
ETa reseptor antagonistlerinin tiiveit gelisimini engellemede bir baska etki
mekanizmasi ortaya ¢ikmistir. Calismamiz, ET, reseptor antagonistlerinin, ET-1
diizeyine olan etkisini degerlendiren ilk calisma olmasi yoniiyle degerlidir.

Uveit modelinde ETs ve ETg reseptér antagonisti bosentan, BQ123 ile
saglanan serum ve akéz ET-1 diisiisiinii engelleyememektedir. ETg reseptor
antagonizmast ET-1 metabolizmasini azaltarak iveit tablosunu
siddetlendirmektedir. Calismamiz bosentanin oftalmoloji alaninda ilk kez
kullaniliyor olmasi agisindan degerlidir.

Non-selektif NOS inhibitorii olan L-NAME’in akdz NO diizeyini azaltarak
iiveit tablosunda gerileme sagladigi biliniyordu. Calismamaizda, agiklanamayan

bir mekanizma ile L-NAME, serum ve akoz ET-1 diizeyini azaltmistir. Bu durum
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L-NAME’in enflamasyonu baskilamada hem NO hem de ET-1 iizerinden etki
edebilecegini diisiindiirmektedir.

ET-1, potent arasidonik asit agonisti ve prostanoid sentezleyicisi olup bunu
fosfolipaz A;lizerinden gerceklestirmektedir. Bu yolagin blokajinin (indometazin)
intraokiiler enflamasyonu baskilayabilecegi bilinmekteydi. Okiiler enflamasyonu
baskilamada indometazinin saglamis oldugu serum ve akéz ET-1 diizeyindeki
diisiislin de etkili olabilecegi diisliniilmiistiir.

Sonug olarak, okiiler enflamasyonda ET-1 6nemli bir mediatérdiir. ET-1
ile iligkili enflamasyonun baskilanmasinda, ET4 reseptorlerinin inhibisyonu kadar
ETg reseptorlerinin de calisir durumda olmasi gerekmektedir. ET-1 sentez ve
salimmmin1 engelleyen veya ET, reseptor antagonizmasi saglayan tedavi
modaliteleri ile ilgili daha ileri ¢alismalar yapildigi takdirde, bu modalitelerin

iiveit tedavisinde kullanilabilecegi diistincesindeyiz.

OZET

Endotelin 1 (ET-1), endojen vazoaktif peptid olup bilinen en potent
vazokonstriiktor maddedir. Endotelinlerin ve reseptdrlerinin okiiler dokularda
varlig1 gosterilmis olup akdz protein konsantrasyonu (APK) iizerinde etkilerinin

oldugu ve liveit etyopatogenezinde rol aldig1 belirtilmistir.

Bu ¢alismada, endotoksinle {iveit modeli olusturulan farelerde serum ve
humor akéz (HA) ET-1 diizeyindeki ve APK’deki degisiklikler arastirilmistir.

Ayni zamanda intraperitoneal olarak uygulanan ET, reseptdr antagonistinin
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(BQ123), non-selektif ET-1 atagonistinin (bosentan), non-selektif nitrik oksit
sentaz inhibitoriiniin  (L-NAME) ve non-selektif siklooksijenaz enzim
inhibitoriiniin (indometazin) bu parametrelere olan etkileri degerlendirilmistir.
Bunlara ek olarak, iiveal enflamasyonun siddeti histopatolojik olarak

degerlendirilmistir.

Calismamizda, 48 farenin (8 haftalik, 25 gr) 96 gozii degerlendirilmistir.
Fareler sekiz grupta incelenmistir. Herhangi bir islem yapilmayan birinci grup,
kontrol grubunu olusturmaktadir. Ikinci gruba, intraperitoneal lipopolisakkarit
(LPS, S. Thphmirium, 50ug/0.1ml) enjeksiyonu uygulanarak deneysel {iiveit
modeli olusturulmustur. Ugiincii gruba, es zamanl olarak intraperitoneal LPS ve
BQ123 (25pgr/0.05ml) enjeksiyonu yapilmigtir. Dordiincii  gruba, benzer
uygulama ile LPS ve Bosentan (100pgr/0.2ml) enjeksiyonu yapilmistir. Besinci
gruba, benzer uygulama ile LPS ve L-NAME (10mg/kg/0.2ml) enjeksiyonu
yapilmistir. Altincr gruba, benzer uygulama ve dozda LPS, bosentan ve L-NAME
enjeksiyonu yapilmistir. Yedinci gruba, benzer uygulama ile LPS ve
indometazinin (10mg/kg/0.2ml) enjeksiyonu yapilmistir. Sekizinci gruba, benzer
uygulama ve dozda LPS, indometazin ve bosentan enjeksiyonu yapilmistir.
Enjeksiyonlardan 24 saat sonra, serum ve HA (sag goézler) 6rnekleri alinmistir.
Serum ve HA ET-1 diizeyleri kantitatif sandvi¢ enzim immiinassay yontemi ile
dlgiilmiistir. APK, modifiye Lowry metodu ile o&l¢iilmiistir.  Orneklerin
toplanmasini takiben hayvanlar sakrifiye edilmis ve histopatolojik degerlendirme

icin sol gozleri eniiklee edilmistir.
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Kontrol grubunda ortalama serum ve HA ET-1 diizeyi sirasiyla
95,90+32,53 pg/ml ve 144,03+44,71 pg/ml’idi. Kontrol grubunda ortalama APK
270,87+149,09 pg/ml diizeyindeydi. LPS ejeksiyonu, serum, HA ET-1 diizeyinde
ve APK’de belirgin bir artisa neden olmus olup bu degerler sirasiyla
291,94+74,97 pg/ml (p=0.004), 565,67+376,29 pg/ml (p=0,037) ve 783,40+74,43
pg/ml’idi (p=0,004). Ayni zamanda, LPS enjeksiyonu yapilan farelerde
histopatolojik olarak siddetli iiveit tablosu izlenmistir. BQ123 enjeksiyonu,
LPS’nin neden oldugu serum ve HA ET-1 diizeyindeki ve APK’deki artisi
engellemistir; bu parametreler sirasiyla, 83,33+£37,56 pg/ml (p=0.004),
138,91+63,70 pg/ml (p=0,037) and 525,01+49,23 pg/ml (p=0,037) olarak
Olgiilmiistiir. Benzer sekilde, BQ123, LPS’nin neden oldu iiveit tablosunu
histopatolojik olarak engellemistir. Bosentan enjeksiyonu, LPS’nin bu
parametrelerde neden oldugu artis1 engelleyememekte hatta arttirmaktadir; bu
parametreler sirasiyla 386,23+176,78 pg/ml (p>0.05), 540,33+214,18 pg/ml
(p>0.05) and 1107,10+£117,67 pg/ml (p=0,055) olarak oOlclilmiistiir. L-NAME
enjeksiyonu, tek basimna LPS ejeksiyonu ile karsilastirildiginda serum ET-1
diizeyinde ve APK’de diislis saglamistir, bu degerler sirasiyla 76,09+23,32 pg/ml
(p=0.004) ve 544,13+75,52 pg/ml (p=0,004) olarak Ol¢iilmiistir. L-NAME
enjeksiyonu sonrasi, HA ET-1 diizeyi 232,38+114,53 pg/ml olup saglanan diisiis
diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0.109). Bu bulgularla uyumlu
sekilde histopatolojik olarak L-NAME enjeksiyonu ile LPS ile uyarilan iiveiti
engellemistir. L-NAME ve bosentan kombinasyonu, hem serum hem de HA’da

LPS’nin neden oldugu ET-1 artisin1 degistirmemis ancak APK’de azalma
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saglamigtir, bu parametreler swrasiyla 256,30+109,68 pg/ml (p>0.05),
469,65+£124,80 (p>0.05) ve 569,57+81,11 pg/ml (p=0,006) idi. indometazin
enjeksiyonu, sadece LPS uygulamasina gore serum ve HA ET-1 seviyesinde,
sirastyla 171,31£121,61 pg/ml ve 375,00+243,98 pg/ml azalma saglamis; ancak
bu deger istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0.05). Indometazin
enjeksiyonu sonrasi, ortalama APK 322,08+13,05 pg/ml olup bu deger LPS’nin
neden oldugu APK artisindan anlamli olarak daha az bulunmustur (p=0,004).
Benzer sekilde, indometazinin, LPS’nin indiikledigi iiveit tablosunu histopatolojik
olarak gerilettigi izlenmistir. Indometazin ve bosentan kombinasyonu
uygulamasinda ortalama serum ve HA ET-1 diizeyleri sirasiyla 99,94+80,11
pg/ml ve 394,95+£355,72 pg/ml olup tek basina indometazin uygulamasina gore
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Bu gruplar arasinda
histopatolojik bulgular da benzerdir. Sekizinci grupta ortalama APK diizeyi
760,41+£86,97 pg/ml olup yedinci gruptan anlamhi olarak yiliksek bulunmustur
(p=0,004).

ET-1 iiveit etyopatogenezinde énemli bir mediatordiir. ET, reseptoriiniin
blokaji, hem serum hem de HA’da ET-1 diizeyini diisiirmektedir. ETs reseptor
antagonistleri aym1 zamanda LPS’nin neden oldugu iveitte diizelme
saglamaktadir. ETg reseptor blokaji hem serum hem de HA’da ET-1 diizeyini
arttirmakta ve iiveit tablosunu siddetlendirmektedir. ET-1 sentez ve salinimini
engelleyen veya ET4 reseptor antagonizmasi saglayan tedavi modaliteleri ile ilgili
daha ileri c¢alismalar yapildigi takdirde, bu modalitelerin iiveit tedavisinde

kullanilabilecegi diisiincesindeyiz.
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INGILIiZCE OZET

Endothelin-1 (ET-1) is an endogenous vasoactive peptide that is
considered among the most potent vasoconstrictor substances known.
Endothelins and their receptors have been shown to be present in the eye and it
is reported that they influence aqueous protein concentration (APC) and play

role in etiopathogenesis of uveitis.

In this study, we investigated the serum and humor aqueous (HA) ET-1
levels and APC changes in an endotoxin-induced experimental uveitis model in
mice. The influence of intraperitoneally injected ETa receptor antagonist
(BQ123), non-selective ET-1 antagonist (Bosentan), non-selective nitric oxide
sentase inhibitor (L-NAME) and non-selective cyclooxygenase inhibitor
(indomethacin) on those parameters were also assessed. In addition, the severity
of uveal inflammation were examined histopathologically.

In this study, 96 eyes of 48 mice (8-week-old, 25 g) were examined. The
mice were evaluated in eight groups. The 1% group was the control group and no
procedure was done. In the 2™ group, experimental uveitis model was induced by
intraperitoneal injection of lipopolysaccharide (LPS, S. Thphmirium, 50ug/0.1ml).
In the 3™ group, both LPS and BQI23 (25ugr/0.05ml) was injected
intraperitoneally in the same time. In the 4™ group, both LPS and bosentan
(100pgr/0.2ml) were injected in the same manner. In the 5™ group, both LPS and
L-NAME (10mg/kg/0.2ml) were injected in the same manner. In the 6™ group,

LPS, Bosentan and L-NAME were injected in the same manner. In the 7" group,
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both LPS and indomethacin (10mg/kg/0.2ml) were injected in the same manner.
In the 8" group, LPS, indomethacin and bosentan were injected in the same
manner. 24 hours after injections, serum and HA samples (right eyes) were drawn.
Serum and HA ET-1 levels were measured by quantitative sandwich enzyme
immunassay technique. APC was measured by modified Lowry method. The
animals were sacrified after the collection of samples and than the left eyes were
enucleated and histopathological changes were examined.

The control group, mean levels of serum and HA ET-1 were 95,90+32,53
pg/ml and 144,03+44,71 pg/ml respectively. Mean levels of APC were
270,87+149,09 pg/ml in the control group. LPS injection, inceased the levels of
serum, HA ET-1 and APC significantly.These levels were, 291,94+74,97 pg/ml
(p=0.004), 565,67+376,29 pg/ml (p=0,037) and 783,40+74,43 pg/ml (p=0,004)
respectively. Also, severe uveitis was seen histopathologically in the LPS injected
mice. Injecting BQ123 inhibited the LPS induced elevation in serum, HA ET-1
levels and APC. Those parameters were, 83,33+£37,56 pg/ml (p=0.004),
138,91+63,70 pg/ml (p=0,037) and 525,01£49,23 pg/ml (p=0,037) respectively.
Similarly, BQ123 inhibited LPS induced uveitis histopathologically. Bosentan
injection could not inhibit, on the contrary, it augmented those parameters, which
were, 386,23+176,78 pg/ml (p>0.05), 540,33+214,18 pg/ml (p>0.05) and
1107,10£117,67 pg/ml (p=0,055) respectively. It was also seen that bosentan
aggravated the uveitis histopathologically. Injection of L-NAME, decreased the
serum ET-1 levels and APK when compared with LPS alone. Those levels were

76,09+23,32 pg/ml (p=0.004) and 544,13+75,52 pg/ml (p=0,004) respectively. L-
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NAME injection decreased HA ET-1 level which was measured 232,38+114,53
pg/ml (p=0.109) and had no statistical value. LPS induced uveitis was inhibited
histopathologically with L-NAME injection coherent with those findings. The
combination of L-NAME and bosentan did not alter the LPS induced ET-1
elevation both serum and HA but decreased APC. Those parameters were
256,30+£109,68 pg/ml (p>0.05), 469,65+124,80 (p>0.05) and 569,57+£81,11 pg/ml
(p=0,006) respectively. Indomethacin injection inhibited serum and HA ET-1
levels, 171,31£121,61 pg/ml (p=0.109) and 375,00+243,98 pg/ml (p=0.15)
respectively, when compared with those treated LPS alone but those had no
statistical value. Mean APC was 322,08+13,05 pg/ml (p=0,004). This parameter
and histopathologically LPS induced uveitis were inhibited in idomethacin
injected mice. In indomethacin and bosentan combination, mean serum and HA
ET-1 levels were 99,94+80,11 pg/ml and 394,95+355,72 pg/ml respectively and
had no stastistical value when compared with those treated with indomethacin
alone (p>0.05). Histopathologic findings are similar between those groups. In the
8™ group mean APC level was 760,41+86,97 pg/ml and higher than 7™ (p=0,004)
ET-1 is an important mediator in uveitis etiopathogenesis. ET4 receptor
blockage decreases both serum and HA ET-1 levels and ameliorate LPS induced
uveitis. ETp receptor blockage increases both serum and HA ET-1 levels and
aggravate uveitis. We think that ET-1 synthesis inhibitors or ET, receptor
antagonists may play role in the treatment of uveitis if more studies are done

concerning these modalities.
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