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1. OZET
Kuru g6z sendromu, okiiler yiizeyin hasar1 ile birlikte gozyasi film instabilitesi,
gorme bozukluklar1 ve semptomlar ile karakterize multifaktoriyel bir hastaliktir.
Bu ¢alismanin amaci, cennet hurmasi, yesil ¢cay ve goji berry yapraklarindan elde
edilen ekstraktlarin kuru g6z modelindeki terapétik etkilerini karsilastirmaktir. 28
adet BALB/c disi fareler rastgele ve her grupta 7 denek olacak sekilde olmak
tizere 4 gruba ayrildi. Gruplar; kuru goz (KG), goji berry (GB), yesil ¢cay (YC) ve
cennet hurmast (CH) olarak isimlendirildi. Deneklerin sag gozlerine 14 giin
boyunca giinde 2 kez % 0,2’lik Benzalkonyum Kloriir (BAK), 15 ile 30. giinlerde
KG grubundaki deneklerin sag ve sol gozlerine % 0,9’luk SF ve ekstrakt
gruplarindaki deneklerin sag ve sol gozlerine ise ekstraktlar giinde 3 kez 5 ul
dozunda uygulandi. 0.giin tiim parametrik test (Endodontik absorbent paper point
testi, korneal boyanma testi ve gozyasi kirilma zamani testi) sonuglar1 arasindaki
farkin 6nemsiz (P>0,05), 15.giinde ise farkin 6nemli (P<0,05), 20,25 ve 30.giinde
uygulanan testlerin verilerine gore en iyi sonuglarin diger gruplara goére anlamli
bir fark gdstermese de YC grubunda oldugu saptanmistir (P> 0.05). Western-blot
analizde, interlokin-1 alfa (IL-10) , tim6r nekrozis faktor alfa (TNF- o) ve niikleer
faktor kappa B (NF-Kb) ekspresyon seviyeleri en yiiksek KG, en diisiik ise YC,
niikleid eritroid iligkili faktor-2 (Nrf-2) seviyesi en yiikksek YC grubunda
oOl¢iiliirken, gruplar arasi fark onemlidir. Histopatolojik analizde, damar ve yangi
hiicre sayis1t KG (+) grubunda yiiksek, YC grubunda ise diisiik olup bu farklar
anlamlidir (P<0.05). Immunohistokimyasal analizde TNF-o,IL-1a, NF-kB ve
NrF-2 i¢in, KG (+)’in KG (-) ‘den yiiksek ancak ekstrakt gruplarindan diisiik

oldugu belirlenmis olup bu farklar anlamlidir (P<0.05). Sonug olarak; yesil ¢cay



yapragindan elde edilen ekstraktin KG’li olgularda goji berry ve cennet hurmasi
ekstraktlarina gore daha faydali etkiler olusturdugu goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ekstrakt, fare, kuru goz, goji berry,cennet hurmasi,yesil cay



2. ABSTRACT

Comparison of Therapeutic Effects of Extracts Obtained from Different
Herbal (Goji Berry, Green Tea, Diospyros Kaki) Leaves in the Treatment of
Experimentally Dry Eye Model in Mice

Dry eye syndrome is a multifactorial disease characterized by tear film instability,
visual disturbances and symptoms, together with damage to the ocular surface.
The aim of this study is to compare the therapeutic effects of extracts from
persimmon, green tea, and goji berry leaves in a dry eye model. 28 BALB / ¢
female mice constituting the study material were randomly divided into 4
different of groups 7 subjects in each group. Groups; named dry eye (DE), goji
berry (GB), green tea (GT) and persimmon (P). 0.2% Benzalkonium Chloride
(BAC) twice a day during 14 days right eyes of the subjects, on 15th and 30th
days 0.9% saline solution to the right and left eyes of the subjects in the CG
group, and the extracts to the right and left eyes of the subjects in the extract
groups were applied topically at dose of 5 ul 3 times a day. On day the 0" the
difference between all parametric test (endodontic absorbent paper point test,
corneal staining test and tear break-up test) results was insignificant (P> 0.05),
and on the 15" day the difference was significant (P <0.05), according to the data
of parametric tests applied on days 20, 25 and 30™ the best results were obtained
from GT group compared to other groups, although the differences (P> 0.05) GT
group between other groups were not ignificant. In the results of Western-blot,
interleukin-1 alpha (IL-1 a), tumor necrosis factor- alpha (TNF-a) and nucleid
factor kappa B (NF-Kb) inflammatory cytokine expression levels were measured
with the highest in DE, the lowest in the GT group, and the highest nukleid factor

erythroid-2 Nrf-2 levels in the GT group. The immunohistochemical analysis



showed that DE (+) was higher than DE (-) for TNF-a, IL-10, NF-kB and NrF-2,
and lower than the extract groups even though these differences were significant
(P <0.05). In the histopathological analysis, the number of vessels and
inflammatory cells was high in the KG (+) group and low in the CG group, and
these differences were significant (P<0.05). As a result; it is observed that the
extract obtained from green tea leaf has more beneficial effects in DE cases
compared to goji berry and persimmon leaf extracts.

Key Words: Extract, dry eye, mice, goji berry, persimmon, green tea.



3. GIRIS

Kuru goz sendromu (KGS), okiiler ylizeyin hasari ile birlikte gozyasi film
instabilitesi, gorme bozukluklar1 ve semptomlar ile karakterize okiiler yiizeyin ve
gozyasimin multifaktoriyel bir hastaligidir (1). Okiiler yiizeyin yangisi hastaligin
patogenezisinde 6nemli rol oynamaktadir (2-4).

Gozyas1 osmolaritesindeki artisin yangisal sitokinleri, semokinleri, matriks
metalloproteinazlart (MMPs), adhezyon molekiillerini ve apoptozis belirteglerini
uyararak yangisal reaksiyonu baslattig1 bilinmektedir. Bu siirece lakrimal bezlerin
disfonksiyonu eslik eder ve hastaligin en belirgin klinik tablosu olan goézyasi
tiretim miktarinda azalmalar meydana gelir (4).

KGS’nin  geleneksel  tedavisinde  yapay  gbzyasi  preparatlari,
antiinflamatuvar ajanlar, punktal plaklar, biyolojik sivilar, kontakt lensler ve
siddetli vakalarda cerrahi miidahale yontemleri tercih edilmektedir. Iliml1 ve orta
siddetteki kuru g6z (KG) olgularinin tedavisinde klinik belirtilerin hafifletilmesi
ve hastada rahatlatic1 etki olusturmak amaciyla yapay gozyasi preparatlari rutin
olarak kullanilmaktadir (1,4). Bu ajanlarin etki mekanizmasi hastalifin altinda
yatan sebebe yonelik olmadigi i¢in kullanim amaci semptomatik tedaviyle sinirl
kalmaktadir. Son donemlerdeki tedavi stratejileri hastaligin patogenezisinde
anahtar rol oynayan lakrimal {nitedeki yanginin inhibisyonu {izerine
yogunlasmistir (2, 3).

Bu amagla kortikosteroid ve siklosporin-A (CsA) gibi c¢ok c¢esitli
antiinflamatuvar ajan gruplar1 rutin olarak kullanilmaktadir (4).

Bitkisel ekstraktlar, genis etki spektrumlar1 nedeniyle bircok yangisal

hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (3).



Bu calismanin amaci cennet hurmasi, yesil ¢ay ve goji berry yapraklarindan
elde edilen ekstraktlarin deneysel olarak olusturulan kuru g6z modelindeki
terapotik etkilerini kargilagtirmaktir.

3.1. Goz ve Gozyasi Bezi Anatomisi

Goz dis ortamla baglantimizi saglayan dnemli bir duyu organidir ve kendine
gelen bilgileri optik sinir (nervus opticus) araciliyla beyne aktarmakla
yiikiimliidiir. Kafatasinda orbita igerisinde bulunur. Orbitanin etrafinda ve dip
kisimlarinda, gozii hareket esnasinda koruyan yag dokusu mevcuttur. Bulbus oculi
ve organa oculi accesoria (GOziin Yardimci Organlar1) olmak {izere iki kisimda
incelenir. Bulbus oculi distan i¢e dogru; tunica fibrosa bulbi (sklera, kornea ),
tunica vasculosa bulbi (koroidea, korpus siliare, iris) ve tunica nervosa bulbi

(retina) olarak 3 katmana ayrilir (Sekil 1) (5-8) .

Sekil 1. G6z Anatomisi (5).

Goziin yardimci organlan ise; kaslar, palpebra (géz kapagi) ve goézyasi
bezleridir. G6z kapaklar1 periyodik olarak acilip kapanarak gozyasimnin korneal
yiizey ve konjunktivada dagilmasin1 ve bdylece bu bolgelerin siirekli 1slak

kalmasimi saglar. Ayrica toz, kir ve yabanci cisimler gibi dis etkilerden de goz



kiiresini korur. Kornea avaskuler yapidadir ve okiiler ylizey mikrocevresinin
korunmasinda 6nemli bir rol oynar. Bu yap1 merkez kornea ve limbus (kenar
kisim) olarak iki kisimda incelenir (5, 6). Merkez korneadaki kalinlik yaklagik
520 um (0,52 mm) kadar iken limbusta bu kalinlik 650 pm civarindadir. Limbusta
tek katli yass1 endotelle ¢evrili trabekiiller humor ako6ziin 6n kamaraya gecisini
saglayan schlemm kanalini olusturmustur. Humor akéz korpus siliaredeki
processus siliarisler tarafindan tiretilir (9, 10).

Kornea katmanlar1 distan i¢ce dogru; kornea epiteli (30-50 mikron (um)
kalinliginda), bowman tabakasi (10-14 um), stroma (400-700 um), dessement zar1
(3-12 um) ve endotel kat1 (4-6 um) seklinde siralanir. Epitel ince ¢ok katli yassi
ozelliktedir. Rejenerasyon yetenegi fazladir. Beslenmesi limbustaki kan damarlari
yoluyla olmaktadir. Dis g¢evre ile direkt temas halinde oldugu icin olasi zararh
etkilerde epitel hiicreler gap-junction desmosom tipi baglantilarin1 kuvvetlendirir.
Epitel hiicreleri korneal yara iyilesmesinde inflamatorik yanitin gelismesini
saglayan ve bdlgeye sitokinleri cagiran sinyaller gonderir. Epitel tabakasi
hidrofobik olusu sebebiyle hidrofilik maddeler i¢in bariyer gérevi gérmektedir.
Epitel katin yikimlanmas1 halinde fluorescein gibi hidrofilik maddeler stromaya
penetre olur ve kornea dejenerasyonu ortaya ¢ikar (9-14). Bowman katmani hiicre
ihtiva etmeyen korneayr geren ve enfeksiyonlarin yayilmasinda bariyer gorevi
goren bir tabakadir. Stroma kati ise korneanin biiyiik bir kismini kaplar. Yaklagik
60 adet ince lamelden olusur ve yangi (inflamasyon) durumunda yangi hiicreleri
bu lamellerin arasina penetre olmaktadir. Keratinositler olarak adlandirilan
fibroblast hiicreleri ihtiva eder (10, 11, 12). Keratinositlerden, ekstraselliiler

matriksin korunmasini saglayan glikozaminoglikan ve kollagen iiretilir. Stromada



3 tip glikozaminoglikan bulunmaktadir. Bunlar; keratan siilfat ( %50), kondroitin
silfat ( % 25 ) ve kondroitin siilfat A’dir ( %25 ). Kornea stromasi
glikozaminoglikan yapis1 nedeniyle hidrofilik 6zelliktedir. Bu ylizden stromaya
dogru su akimi vardir. Endotel hiicreleri tarafindan stromada tutulan su ve
elektrolitler ak6z humora pompalanmaktadir. Gézyas1 ve akdz hiimdriin osmotik
yiikii kornea dehidratasyonuna dogrudan etki eder (10,11).

Bazal membran gorevi goren desmesent membran kornea endoteli sayesinde
travma sonrasi kendini yenileyebilme yetenegine sahiptir (12, 13). Endotel kat
korneadan gecen tiim maddeler icin kap1 gorevi gormektedir. Ayrica korneanin su
dengesini korur. Endotel hiicreler dogumda yaklasik 1 milyona ulasir ancak
rejenerasyon kabiliyeti olmadigi i¢in yaglanma ile sayilar1 giderek azalir (Sekil 2 )

(12, 13, 14).

Bowman'in

Zan

i J".

Stroma

Descemet zari

Sekil 2. Korneanin Katmanlari (5).

Konjunktiva okiiler yiizeyin 2/3” iinii kapsar. Konjunktiva epiteli de tipki
kornea epiteli gibi bariyer gorevini iistlenmistir. Palpebral, bulbar ve tarsal olmak
tizere 3 kisimda incelenir. Konjunktiva epitelindeki goblet hiicreleri, henle
kriptleri, manz bezleri ve dendritik langerhans hiicrelerinden géziin savunmasinda

onemli bir yer tutan miisin (MUC) salgilanmaktadir (14, 15, 16).



Bunlar; MUC1, MUC4, MUCS5AC ve MUI16 seklinde simiflara ayrilir.
Ayrica konjunktiva igerisinde lenfoid savunma sistemine ait dogal oldiriicti
hiicreler (NK), B ve T lenfositleri bulunmaktadir (15, 16).

GOz kapaklar1 distan ige dogru; deri, kas tabakasi, tarsal tabaka ve
konjunktiva seklinde olugmaktadir (5 ,6).

Gozyas1 bezleri; temel gozyasi bezleri ve eklenti gézyasi bezleri olarak
ikiye ayrilir. Infraorbital yerlesim gosteren temel gézyast bezleri bulbus okulinin
superior temporal bolgesinde fossa glandula lakrimaliste yer alir ve sayilar1 12 ye
kadar ulagabilen duktuli excretoriiler araciliyla forniks konjunktiva superiore,
oradan da sakkus konjunktivalise yayilarak goz kiiresini 1slatir. Salginin drenaji
punktum lakrimale ve onun baglantili oldugu ductus nasolakrimalisin agildig
meatus nasi dorsalis yoluyla olur (5, 7, 9, 10, 17, 18).

Eklenti gézyas1 bezleri ise; palpebra tertia, Meibomian, Krause, Wolfring,
Manz, Zeis, Moll ve Harder bezleridir. Bunlardan palpebra tertia bircok hayvan
tiiriinde bulunur ve géziin medial kisminda yer almaktadir (3). Tarsal bez olarak
da bilinen Meibomian bezi goz kapaginin tarsal kisminda i¢e dogru dikey olarak
gomiilii halde bulunur ve goz kapaginin serbest kismina, kirpik follikiileri ile
baglantili olan zeis (Yag bezleri) ve moll bezleri (Gl. Ciliaris- ter bezleri) ise
kirpik bolgesine agilir. Krause ve Wolfring bezleri konjunktival fornikste yerlesim
gosterir (19, 20). Kus, sigir, domuz ve rodentlerde karsimiza ¢ikan harder bezi ise
liclincli gozkapagiyla iligkili olarak gozilin i¢ agist icerisinde lokalize olur ve

membrana niktitansa acilir (Sekil 3) (3,7).



Lakrimal gland orbital

ve palpebral kisimlart Riuze

Bulber

Goblet konjonktiva

Wolfring
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Henle
kriptalar

Meibomian
Kornea

Moll

Sekil 3. Gozyas1 Bezleri (5).
3.1.1. Lakrimal Fonksiyon Unitesi
Lakrimal fonksiyon {initesi; gdzyasi bezleri, 3.g6z kapagi bezi (Gl. Palpebra
tertia yada niktitans), eklenti gdzyasi bezleri, punkta lakrimalis superior ve
inferior, lakrimal kanal, lakrimal kese, punkta nasalis, naso-lakrimal kanal,
prekorneal goézyasi filmi, okiiler yiizey, kornea, konjunktiva ve bu birimler
arasinda birlikteligi saglayan gozyasi sivisi, hormonlar, kan, sinirler, sitokinler,

151k ve gozkapaklarinin hareketinden olusmaktadir (Sekil 4)(5, 6, 19, 21).

Sekil 4. Gozyas1 Kanallari (5).
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Parasempatik sistemin kontroliinde olan gozyasi bezinin sinirsel kontrolii N.
Trigeminus tarafindan  gergeklestirilmektedir. Bu hususta kornea ve
konjunktivadaki afferent uyarilar trigeminal sinirin oftalmik kolu araciligiyla
beynin medullasindaki spinal trigeminal niikleusuna ardindan ponsun lakrimal
nlikleusuna ulasir. Sinyaller burada analize edilerek lakrimal bezdeki asiner
hiicrelere gonderilir (Sekil 5) (21).

Gozyas1 sekresyonunu kontrol eden diger bir mekanizma ise hormonlardir.
Gl. lakrimalis ve meiboiman bezleri {izerinde androjen (disilerde dstrojen) hormon
reseptorleri mevcuttur. Androjen hormonu 6zellikle interlokin-1 (IL-1) ve timor
nekrozis faktor (TNF) iiretimini baskilayarak antiinflamatuvar bir gorev iistlenir.
Bunun haricinde biiyiime hormonu, insiilin, tiroid ve melatonin hormonlar1 da
gbzyasi sekresyonunun kontroliinde etkilidir (22).

Gozyas1 salgist temel ve reflektorik olarak iki sekilde salgilanir. Temel
salgilamada; Krause ve Wolfring bezleri tarafindan iiretilen gozyasi kornea ve
konjunktivanin gereksinimlerini karsilar. Reflektorik salgilama ise; konjunktiva,
kornea, iris ve burun mukozasinin uyarilmalar1 sonucu trigeminal sinir ve fasiyal
sinir araciliyla gelisir ve iiretilen gdzyast miktar: uyarinin siddetine gore artabilir

(5,6, 19).
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Sekil 5. Sinirsel Mekanizma (21).

Saglikli bir gdzyasinin igceriginde lizozim, laktoferrin, lipokallin ve alblimin
proteinleri, Na, K, Cl ve Ca iyonlari, immunglobulin A (IgA), IgM ve IgG
antikorlar1, TNF, Doniistiirticti Biiylime Faktorii (TGF) , Miisin 1-4-5 AC ve latent
proteazlar mevcuttur. Kompozisyondaki bu zenginlik gozyasinin cesitli goérevler
yiiklenmesini saglamistir (19) .

3.2 . Prekorneal Gozyasi Filmi (PGF)

Goziin biitiinligii ve normal islevi prekorneal gozyasi filmi olmadan
sirdiiriilemez. PGF goz yiizeyine ince bir tabaka halinde yayilarak niifuz ederek
okiiler yiizeyin, korneanin ve konjunktivanin siirekli olarak 1slak kalmasina bu
sayede daha net bir goriisiin olusumuna katki saglamasmin yaninda hiicresel
artiklarin ve yabanci cisimlerin temizlenmesi, antibakteriyel etki ve korneanin
beslenmesi gibi dnemli vazifeler de iistlenmistir. Distan ice dogru; lipid, akdz ve
miisin katman olarak tabakalandirilir (23, 24, 25).

Wolff isimli aragtirmaci tarafindan ortaya konan 3 tabakali teoriye gore
histolojik ve morfolojik olarak; Meibomian, Zeis ve Moll bezlerinin iirettigi 0,5
um kalinliginda yiizeysel lipid katman gozyasinin buharlagmasini yavaslatir. Bu

tabaka; kolesterol, esterler ve fosfolipidlerden olugsmaktadir (Sekil 6 ) (23).
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Krause ve wolfring bezleri ile temel gézyasi bezlerinin salgilari ile olusan
ortalama 6,5- 7 um kalinliginda orta ak6éz katman PGF’nin biiyiikk bir kismim
olusturmaktadir. %98 su olan bu tabakanin icerdigi sodyum konsantrasyonu
serum konsantrasyonuna yakinken, potasyum konsantrasyonu bunun 5 Kkati
kadardir. Sodyum, potasyum ve klor iyonlar1 gézyasi ile kornea epiteli arasinda
osmotik basing vasitasiyla sivi aligverigini regiile ederler. Akoz tabaka, ayrica
bakir, glikoz, laktat, {ire, magnezyum, kalsiyum ve fosfat iyonlarinida
icermektedir (26, 27, 28).

Immun sistemde gorevli IgA, IgM ve IgG, laktoferrin, lizozim ve beta lizin
akoz katmanda bulunur. Gozyasindaki glikoz seviyesi ortalama 2,5 mg/dl iken,
tire seviyesi 0,04 mg/ dI’dir. Gozyasindaki proteinin yaklasik % 25 ‘ini laktoferrin
olusturur. Demir baglayan laktoferrinin hem bakteriostatik, hem de bakterisit
etkileri vardir (26, 29, 30, 31,32).

Kornea ve konjunktivadaki goblet hiicreleri tarafindan olusturulan 0,2 ile
0,5 um kalinligindaki derin miisin katman ise akoz tabaka ile kornea epitelyumu
arasinda hidrofilik bariyer gorevi iistlenir. Gozyasinin okiiler yilizeye diizgiin bir
sekilde yayilmasini saglar ve bu sayede okiiler yiizeyin kurumasini dnler. Son

yapilan calismalarda bu teoriyi revize ederek desteklemistir (23,31-36).

i f/_ Mucous Aquéous Lipid
Gland of third | Goblet cells layer layer  layer
ayelid

Sekil 6. Prekorneal Gozyasi Filmi (18).
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3.3. Kuru G6z Sendromu (KGS)

KGS diinya genelinde gozlenen en yaygin goz rahatsizliklarindan biridir.
Kerato-konjuktivitis sikka (KKS) olarak da isimlendirilir. Uluslararast kuru goz
sempozyumunda bu rahatsizlik; g6z ylizeyi hasari, PGF instabilitesi-
hiperosmolaritesi ve gorme bozuklugu ile sonuclanan multifaktoriyel bir hastalik
olarak tanimlanmistir (1, 4, 19, 20, 24, 29, 37). Yapilan bir ¢aligmada KGS’ye
lakrimal fonksiyon {iinitesindeki bozuklugun sebep olabilecegi ifade edilmistir
(38) .

KGS’nin etiyolojisinde yas, cinsiyet, beslenme, stres, hormonlar, goz
operasyonlari, hava sartlar1 (toz, nem, sicaklik, giines 15181, bilgisayar ekrani),
blefaritis, otoimmun hastaliklar, topikal ve sistemik ilaglar rol oynar. Hastalik
insanlarda siklikla kadin ve yaslilarda, hayvanlarda ise kopeklerde yiliksek oranda
gozlemlenir (39). Kadinlarda post menopozal donemde artar. Bu durumun
Ostrojen ve androjen seviyelerindeki diisiisten kaynaklanabilecegi bildirilmistir
(22).

Yaslilarda daha fazla gozlenmesinin altinda yatan sebep ise lakrimal bez
fonksiyonundaki azalmadir. Antihistaminik ve antimuskarinik ila¢ kullanimi da
gozyas1 kalitesi etkilemektedir. G6z yiizeyinin immun dengesini PGF, lakrimal
bezler, eklenti gbzyas1 bezleri, konjunktiva, nazo-lakrimal kanallar ve Meiboiman
bezinin uyumu saglar (40-43).

GOz ylizeyindeki mukdz membran kendi biinyesinde goz ile iligkili lenfoid
doku ( EALT) barindirir. Bu doku; mukozal immun sistemi olusturan dendritik
hiicreler, mast hiicreleri, makrofajlar, lenfositler ve ¢oziiniir immun mediatorleri

icerir (42, 44, 45).
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Konjunktiva yiizey epitelini ve miisin tabakasinin biitiinliiglinii koruyan IgA
(Immunglobulin A) ve antimikrobiyal peptidleri salgilayarak saglam bir savunma
sistemi olusturur. Salgilanan IgA miisin tabakasina yapisir. IgA iireten plazma
hiicreleri goz yiizeyindeki mukozal membranda ve gbézyasi bezinin subepitelyal
stromasinda bulunur (46, 47).

GOz ylizeyinin immun sisteminin dengesi bozuldugunda KGS hastalig
meydan gelmektedir. KG hastalig1 6ziinde bir yangidir. Yangiyr meydana getiren
bircok dis ve i¢ faktor bu hastalik icinde s6z konusudur (45-48).

Deneysel kuru goz (KG) modellerinde yangi kriteri olarak
nitelendirelebilecek onemli bir T lenfosit infiltrasyonu goézlenmistir (46, 49).
Yangi; erken (akut) ya da ge¢ (kronik) olmak iizere iki ayr1 fazda incelenmektedir.
Erken sathada go6ziin ugradigi mikrotravmalar, mikrobik antijenler, ultraviyole
1sinlar1, hiperosmotik stres gibi faktorler goz yilizeyindeki epitel hiicreleri uyararak
buradan IL-la, IL-1B, TNF-a IL-6 ve IL-8 gibi yangi Oncesi sitokinlerin
salinimina neden olur (Sekil 7) (42, 50, 51, 52).

Bu yang1 dncesi sitokinler, semokinlerin iiretimini de arttirir. KGS; yetersiz
gbzyas1 lretimi sonucu ya da iiretilen gdzyasinin evaporasyonu (buharlasma)
sonucu sekillenir. Yetersiz gozyasi iiretimi temelde Sjogren ve non-Sjogren
kokenli olabilmektedir. Kronik yangida goz yiizeyinde antijen sunan hiicrelerin (
APC) tiretim islemi 6n plandadir. Bu hiicreler konjunktival afferent lenf kanallari
ve venler araciliyla lenf nodiillerine go¢ eder ve yardimer T hiicresi (CD4 + T)

hiicre iiretimini indiikler (42, 52).
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Ozellesmis bu T hiicreleri daha sonra konjunktivaya ilerler ve burada aktive
vaskuler endotele yapisarak doku parankimi igerisine girer. T lenfosit alt grubu
CD4 + T hiicre varligi KGS i¢in 6nemli bir belirtegtir (53, 54).

T hiicreleri tarafindan {iretilen IFN-y (interferon-gama) ve IL-17 gibi
sitokinler konjuktival kan damarlar1 {izerindeki vaskiiler hiicre adezyon molekiilii
(VCAM), vaskuler endotelyal biiyiime faktorii-C (VEGF-C) ve VEGF-D gibi
adhezyon molekiillerinin ekspresyonunu arttirmak suretiyle immun yanitt arttirir
ve bu durum okiiler ylizey hasarmin olusumuna neden olur (55). IFN-y ayrica
okiiler yiizeydeki miisinleri de degistirir; bu degisiklikler epitelyal hiicre
apoptozu, goblet hiicre kayb1 ve skuamoz displazi ile ilgilidir (46, 50, 54).

MMPs’ lar salgi bezleri ve goz epitel dokusu tarafindan tiretilen ve bu
dokulara infiltre olan proteolitik enzimlerdir. KGS hastalarinda gozyasinda
yiiksek oranda tespit edilmektedir (50, 55).

MMPs- 3 ve MMPs -9 korneal epitelyal bariyer disfonksiyonunu artirir. Bu
sirec bahsi gegen enzimlerin, korneal epitelyal hiicreler arasindaki baglantiy
saglayan proteinleri ve bazal membranin komponentlerini eritmek suretiyle

gerceklesir (55).

coNHeod

Sekil 7. KGS Patogenezisi (40).
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Fare modeli c¢alismalarinda Sjogren sendromuna genetik yatkinlik
saptanmistir. Bu sendrom; gozyas1 ve tiikiiriik bezleri basta olmak iizere, tiim
ekzokrin bezlerin lenfositik infiltrasyonu ile karakterize, kronik, sistemik,
otoimmiin ve genetik temelli bir hastaliktir (56-59) . Kadinlarda goriilme olasiligi
ostrojen hormonunun lenfositler iizerindeki baskilayic1 etkisinden dolay1
yiiksektir. Hastalik g6z ve agiz kurulugu olusturur ve sinsi bir sekilde seyreder
(22, 56, 58). Gozyas1 bezinin Non-Sjorgen sendromu ile alakali hastaligl ise A
vitamini eksikligi, trachoma, sarcodiosis ve lenfoma ile iliskilidir (60, 61, 62).

Otoimmun hastaliklar disinda KGS; normal miktarda iiretilen gézyasinin
nem, gilines 15181, bilgisayar ekran1 gibi dis faktorlerden kaynakli evaporasyonu
(buharlagsma) sonucu sekillenebilir. Her iki tabloda da gézyasinda hiperosmolarite
olusur. KGS hastaliginda gozlenen bu hiperosmolarite aslinda osmotik basincin
artmasina baglh sekillenen dehidratasyonla iliskilidir (53, 54).

Dehidratasyona ilaveten lipid katmandaki lipid baglanma proteinlerinin
yetersizligi ile birlikte epitel katmandaki negatif yiiklii ve hidrofilik 6zellikteki
glikokaliks tabakasinin kaybina yol acar. Artan sicaklik, diisikk nem ve yiiksek
hava akis1 buharlagsmayi tetikler (44, 50, 54).

3.3.1. Korneadaki Degisiklikler

Epitelyal deskumasyon, skarlagsma, opaklasma ve dejenerasyon KG’nin
kornea tizerinde olusturdugu Onemli komplikasyonlardir. Yogun inflamatuvar
yanit, kuruma stresi, MMPs ile bunlarin inhibitorleri arasindaki uyumsuzluk
stromadaki kollagen matrikste Onemli derecede yilkimlanmaya yol acarak

korneanin merkezindeki ve periferindeki limbal epitelde incelmeye sebep olur.
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Sonug olarak prognozu kétiiye ceviren; neovaskularizasyon, pannus olusumu ve
ilserasyon sekillenir (63-66).
3.3.2. Konjunktivadaki Degisiklikler
Konjunktivada meydan gelen major patolojik degisiklik ise gozyasi

filmindeki diizensizlik ve kronik inflamatorik yanita bagli gelisen skuamoz
metaplazidir. Limbal epiteldeki incelmeye kiyasla bulbar konjunktival epitelde
kalinlasma sekillenmektedir. Goblet hiicre yogunlugu KGS’da azalir. Bu tablo
pterygium olarak isimlendirir ve dolayli olarak gozyasi kirilma zamanini azaltarak
KGS olusumunu tetikler (53, 54, 66).
3.3.3. Meibomian Bezindeki Degisiklikler

Meibomian bezinin disfonksiyonuna bagli olarak yetersiz ve en 6nemlisi
kalitesiz lipid tabaka {iretimi stabil olmayan bir gozyas1 filmi olusumuna yol acar.
Bu durum KG hastalarinin gozyaslarindaki trigliserit miktar1 artirir ve ozelikle
reaktif oksijen tiirlerinin baglandig1 lipidlerin molekiiler diizeyde sekillerinde
degisiklige neden olur. Buna ek olarak iiretilen yaglar géz kapaginda yer alan
komensal bakteriler tarafindan iiretilen esteraz ve lipazlarin etkisiyle yikimlanir
(67, 68, 69). Diizensiz lipid iiretimi viskoziteyi arttirir ve bu durum Meibomian
bezinde tikanikliga yol agar. Tikaniklik yetersiz lipid katman iiretimini ve bu
durumda buharlasmaya bagli gozyas1 eksikligini meydana getirir. Meibomian
bezine bagli KGS olgulart; hipersekretorik, hiposekretorik ve obstruktif olarak ii¢
sekilde siiflandirilir (30, 31, 67).

Akodz gozyasmin kendi biinyesinde bulunan; lizozom, laktoferrin,
lipokalin, IgA, fosfolipaz A, defensin ve katelisidin gibi antimikrobiyal peptidler

degisiklige ugrayarak ve genellikle de seviyeleri azalarak KGS’nin ortaya
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cikmasima katki saglar. Azalmig misin olusumu ya da sekresyonu goz yasi
instabilitesini etkileyerek hastaligin baslangicina ve kaliciligina katkida bulunur.
Artmis korneal refleks goz kapaklarin kendisi ile géz arasinda stirtiinmeyi arttirir.
Bu durum Meibomian bezinde nérojenik yangiya yol acar (31, 33, 34, 64, 68).
KGS’nin baslangic doneminde; gozlerde kuruluk, yabanci cisim batma
hissi, kasinti, agri, yanma, fotofobi, gérmede bulaniklik, kizariklik, miikoz akinti
gozlenirken, ileriki donemde hastaligin siddetinin artmasiyla asir1 géz kirpma,
fotofobi, agri, bleferospazm ve enoftalmus, miikdoz gozyas1 akintisi, goz
cevresinde kabuklanma, blefaritis, hiperemi ve kasinti ile seyreden konjunktivitis,
episkleral 6dem ve kapillar damarlarinda konjesyon, korneal {ilserasyon ve

bunlarin neticesinde korliik gézlenir (7, 50, 54).

3.4. Kuru G6z Sendromunda Teshis Metodlari

KGS teshisinde tek bir metot genellikle yeterli olmamaktadir. Hastaligin
klinik belirtilerinin yaninda bu semptomlarin hastanin giinliilk yasantisin1 nasil
etkiledigi de arastirilmalidir. Bu durum KGS’nin siddetini belirlemeye yardimci
olmaktadir. Ote yandan kantitatif bir degerlendirme yapabilmek icin giiniimiizde
birgok test gelistirilmistir ve bu testler bize tedavide nasil bir yol izleyecegimize
yardimci olmaktadir (70-73).

Bu testlerin baslicalari; schirmer gozyasi testi (SGT), gozyasi kirilma
zamani testi (TBUT), kornea ve konjunktival boyanma testidir (74-83).

Bu testlerin taniya yonelik oranlarina bakildiginda; TBUT  un %93
oraninda, boyanma testlerinin %75 oraninda ve schirmer testinin ise %54
oraninda basarili oldugu tespit edilmistir. Bu testler haricinde son yillarda gozyasi

osmolaritesinin 6l¢limii, impresyon sitolojisi ve PGF biitlinliiglinii ortaya koyan
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interferometri, aberrometri, tomografi ve meibografi teknikleri gelistirilmistir (73,
74, 83).

Semptomlar ve teshis metodlarina gore hastalik; birinci derece hafif), ikinci
derece (orta), tigiincii derece (siddetli) ve dordiincii derece (en siddetli) olmak
tizere dort sekilde kategorize edilmektedir. Hafif formda gézde kasinti, bulaniklik,
kizariklik, nadiren batma hissi ve artmakta olan goz kirpma refleksi gozlenir.
Iliml1 ya da orta formda hastalik ilerledik¢e inflamasyonunun yayginlagsmasina
bagli olarak semptomlar daha da belirginlesir. Kizariklik ve kuruluk artar. Bunu
fotofobi takip eder. Teshis metodlarinm kullanilmas1 taniyr giiclendirir. Ugiincii
formda ise hastalik daha da siddetlenir. Bunun sebebi artmis gozyasi
hiperosmolaritesi ve kroniklesmis yangidir. Lakrimal fonksiyon sistemi bozulur.
Sinirsel sistem zarar goriir. Yeterince tedavi edilemeyen olgularda dordiincii
asama gozlenir. Cogunlukla goziin kaybi ile sonuglanir. (37, 38, 74, 75).

3.4.1. Schirmer Gozyas: Testi (SGT)

Uygulamas1 kolay ve ucuz bir test olan SGT, KGS’nin yaygin
belirtilerinden biri olan akéz gbzyas1 miktarinin belirlenmesinde kullanilmaktadir.
1903 yilinda kesfedilen bu test iki farkli sekilde uygulanmaktadir (72, 75, 76, 77,
82).

Bunlardan 1ilki g6ze herhangi bir anestezik madde uygulanmadan
gerceklestirilen bu sayede reflektorik gozyasi miktarini 6lgebilen SGT-1 testi ve
goze anestezik bir damla damlatilmak suretiyle bazal gdzyasi miktarini dlgen
SGT-2 testidir. Olciimler 35 mm (milimetre) uzunlugunda ve 5 mm
genisligindeki absorbent strip seklinde kagidin alt konjunktival forniksin lateral

kantusuna yerlestirilmesi ile yapilmaktadir (Sekil 8) (72, 78, 79, 82).
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Ortalama 1 dk siireyle bolgede tutulan  kagit striplerdeki 1slanma
derecesinin mm cinsinden okunmasiyla KGS klinik tanist1 konulmaktadir.
Genellikle 1slaklik diizeyi 6mm/dk dan az oldugu durumlar belrgin bir sekilde
KGS’ yi isaret etmektedir (72, 74, 75, 78).

3.4.2. Endodontik Absorbent Paper Point Testi (EAPPT)

Endodontik tedavide paper point'lerin (kagit koni) ¢ok cesitli kullanim
alanlar1 bulunmaktadir. Steril olan ve yiiksek emici 6zellige sahip paper pointler,
kanal tedavisinde kok bolgesini kurutmada ve antiseptikler ile dezenfektanlarin
kanallara uygulanmasinda kullanilmaktadir (83,84). Farkli ¢ap ve boyutlarda
iretilen bu malzeme, minimal invaziv olmas1 sebebi ile 6zellikle, fare, rat, reptil,
marmoset gibi goz kiiresi kiiciik hayvanlarin akéz gozyast miktar1 iiretim
miktarlarinin 6l¢iimiinde uygulanmaktadir (83). Uygulama sirasinda deneklerin
zapt-1 rapt altina alinmasi, olas1 goz kiiresinde meydana gelecek hasarlarinin
Oniine gegmede onem arz etmektedir (84). Yine de uygulamaya bagli olarak goz
kirpma sayisinda artig, kizariklik ve yabanci cisim batma hissi olusturabilecegi
belirtilmistir. Olciimler test materyalinin penset yardimi ile goziin lateral yada
medial kantusuna 30 ° lik ac1 ile yerlestirilmesi ve ortalama 40 ila 50 sn
tutulduktan sonra olusan 1slaklik derecesi mm ‘lik skala iizerinde okunmasiyla
gerceklestirilir (85,86).

3.4.3. Gozyas1 Kirllma Zamam Testi (TBUT)

Gozyas1 kirilma zamani testi ile PGF biitlinliglinin ~ 6l¢tilmesi
amaclanmaktadir. Bu test %0.1°lik likit sodyum fluoresceinden 1 pl (mikrolitre)
damlatildiktan sonra iki géz kirpma arasinda goz yiizeyinde meydana gelen

noktasal kuruluklarin (karanlik nokta) kobalt mavisi yada sar1 filtreli slit-lamp
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biyomikroskop altinda ilk tespit edildig§i zamanin  belirlenmesiyle
gergeklestirilmektedir (5, 7, 72, 75, 79, 80, 81).

Fluoresceinin konsantrasyonu mutlak suretle iyi ayarlanmalidir. Aksi takdirde
cok koyu boyamalar tamiyr giiglestirmektedir. Mekanizma tam olarak
bilinmemekle birlikte, PGF’nin lipid katmanindaki diffuz c¢oziilme ve incelmenin
yada lipid katmandaki bir yirtiktan dolayr miisin katmanin epitel kat ile temas
etmesinin kirilmay1 arttirabilecegi 6ne siiriilmektedir. Benzalkonyum kloriir gibi
koruyucu o6zellikteki maddelerin TBUT siiresini kisaltmalar1 bu duruma ornek
gosterilmektedir. Saglikli gézlerde TBUT ortalama 27 sn iken, KGS’de 5 sn’den

daha kisa Olgiilmektedir. (7, 80, 81, 87,88).

Sekil 8. Schirmer Testi (84).
3.4.4. Korneal ve Konjunktival Boyanma Testi
Kornea ve konjunktivanin boyanmasi esasina dayanan bir testtir. Bu testte
okiiler yiizey hasarini ve derecesini belirlemek amaciyla fluorescein sodyum, rose
bengal, lissamine green gibi maddeler damlatilip daha sonra slit-lamp
biyomikroskop degerlendirilmektedir. Boya maddeleri arasinda minimal yan

etkiye sahip olanin fluorescein sodyum oldugu belirtilmektedir (5, 87, 88).
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Fluorescein sodyum PGF’yi, korneay1 ve konjuktivay1r boyamaktadir. Ancak
bu maddenin korneanin 6lii epitel hiicrelerinde birikme orani konjunktivadakine
gore daha fazladir. Bu sebeple siddetli KGS’lerde konjunktivalarin muayenesinde
yaniltic1 sonuglara sebebiyet verebilecegi belirtilmektedir (87-89).

% 1 lik Fluorescein sodyum, g6z damlas1 ya da 1slatilmis stripler halinde
goz kiiresine ya da konjunktivaya uygulanmaktadir. Uygulamadan 10 dakika
sonra boyanan yiizeyler slit-lamp biyomikroskop altinda kobalt mavisi filtresi
kullanilarak muayene edilir (89, 90,91, 92).

Rose bengal, fluorescein sodyuma gore kornea ve konjunktivay1 daha yogun
bir sekilde boyar. Rose bengal ile lissamine green arasinda tercih yapilmak
istenildiginde, rose bengalin goz lizerinde agri, rahatsizlik ve toksik etkilerinden
dolayi lissamine green tercih edilmektedir (5,7, 82,87-91).

Rose bengal Oli hiicreleri boyamasinin yanisira saglikli hiicreleride
boyadig1 icin teshiste yaniltict neticelere sebebiyet vermektedir. Lissamine green
fluorescein sodyum gibi davranarak o6lii hiicreleri boyadig1 ve muayenede kolaylik
sagladig bildirilmistir (91).

Oxford, Vanbijsterveld, Delphi panel ve NEI siniflandirmasi seklinde
cesitli derecelendirme indeksleri mevcuttur. Oxford yonteminde 6zellikle gozdeki
epitel hasar1 hafiften en siddetliye kadar derecelendirilir (Sekil 9). Ulusal Goz
Enstitiisii tarafindan belirlenen NEI siniflandirmasinda ise kornea ve konjunktiva;
merkez, superior, inferior, nasal ve temporal olmak tizere 5 kisima ayrilir (Sekil
10). Her bir bolgedeki boyanma miktar1 0 ila 3 arast puanlanir. Maksimum puan
15’tir. Vanbijsterveld siiflandirmasinda okiiler ylizey, nasal bulbar konjunktiva,

temporal bulbar konjunktiva ve kornea olmak {iizere ilige ayrilir ve her bir
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bolgedeki boyanma miktar1 0’dan 3’e dogru puanlanir. En siddetli tabloda puan 9
(dokuz)’dur (Sekil 11). Delphi yontemi digerlerinden farkli olarak boyanma
yiizeylerinin oraninin yanisira SGT, Meibomian bezi fonksiyonlar1 ve TBUT gibi
diger tan1 metodlarinin birarada degerlendirildigi bir siniflandirmadir (88-92).
Boyanma ya da lekelenme yiizeyinin oranina gore degerlendirme yapilan

yontemde ise puanlama 0 ila 4 arasinda verilere hastalifin derecesi belirlenmis
olur. Buna gore;

1)Tiim korneal ylizeyin; hi¢ boyanmamis olmasi “07,

2)1/8’ine esit ya da daha az bir boyama alaninin olmas1  “1”,

3)1/4’1ine esit ya da daha az bir boyanma alaninin olmasi “2”,

4)1/2’sine esit ya da daha az bir boyama alaninin olmast  “3”,

5)1/2’sinden daha fazlasinin yada tamaminin boyanmis olmasi ise ““4”

seklinde skorlanarak niteleyici olarak degerlendirilir (90).
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Sekil 9. Oxford Skalas1 (90).
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Sekil 10. NEI Skalas1 (90).

FAUNATAY
Qe e Gl
Sekil 11. Vanbijsterveld Skalas1 (90).
3.4.5. Gozyast Osmolaritesi Olciimii
Normal goézyasi osmolaritesi 308-312 mOsm/I’dir. Bu degerler KGS
varligi ile birlikte artis gostermektedir. Bu test gozyasi hakkinda bize kalitatif
bilgi verir. Duyarli bir test olmakla birlikte KGS ‘nin direkt olarak taninmasinda
spesifik degildir. Duyarli olmasinin sebebi hafif, orta ya da siddetli KGS
olgularinda osmolarite degerleri arasindaki kiiciik farkliliklardir. (77, 78,93)
Osmolarite degerinin 308 mOsm/I’den yliksek oldugu zaman orta siddette
bir KGS tablosundan bahsederken, 312 mOsm/I’den yiiksek oldugu durumda
siddetli bir KGS durumundan bahsedilir. Gozyast1 ya da PGF osmolaritesi
Ol¢timiinde 3 sekilde yol izlenir. Bunlar; donma noktas1 depresyonu, buhar basinci
ve elektriksel iletkenlik ya da empedans ol¢timiidiir (89, 93).
3.4.6. Impresyon Sitolojisi
Impresyon sitolojisi konjunktivanin bulbar kismindan epitel, yangi ve

goblet hiicrelerinin toplanmasi ve degerlendirilmesi islemi olup, minimal invaziv,
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hizl1 ve nispeten agrisiz bir yontemdir. Sitolojik ornekler 0,22 ila 0.44 pm por
capina sahip olan nitroseliiloz filtre kagitlarin konjunktival epitele birka¢ sn
bastirilmasi ile toplanir. Toplanan ornekler PAS (periyodik asit shiff) ve
hemotoksilen ile boyanarak inceleme yapilmaktadir (94, 95, 96, 97).

KGS hastaliginda goblet hiicre yogunlugu azalir. Sjorgen ile iliskili
KGS’unda saglikli gozlere kiyasla yliksek oranda IL infiltrasyonu gozlenmistir.
Bu testteki amag¢ goblet hiicre dansitesini belirlemenin yaninda esasen okiiler
yiizeydeki yanginin durumunu yangi belirtegleri ile ortaya koymaktir (93, 94, 96).
3.4.7. Fluorescein Temizlenme Testi

Modifiye SGT olarakta bilinir. Bu test, bazal ve reflektorik gézyas1 miktar1
ile temizlenme asamalarini ayni anda tespit etmek lizere tasarlanmistir. Goze
uygulanan lokal anestezik damla ve konjunktival keseye uygulanan fluorescein
sodyum ile (% 0,25) boyanan ylizeylerin goézyasinin dogal ya da miidahale
edilmek suretiyle indirekt olarak drene olmasi ile yiizeyde kalan boya ve 1slaklik
miktarin stripler kullanilarak 6l¢iilmesi esasina dayanir (5, 7, 25, 73, 74, 75,
82,97)

Bazi durumlarda nasal bolge pamuklu cubuklarla uyarilmak suretiyle
gdzyas1 iiretimi indiiklenebilir. Olgiim SGT stripleri kullanilarak 10 dk ara ile 3
set olarak yapilir. Her bir 6l¢imde 1slaklik degeri 3mm’den fazla ya da buna esitse
gozyast miktart normal kabul edilmektedir. Uygulamadan 20 dk sonra okiiler
yiizeyde herhangi bir boya kalintis1 gézlenmiyor olgu KGS yoniinden negatif

degerlendirilir (72, 73, 74, 97).
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Islaklik derecesi 3mm den az ve yogun bir sekilde gozleniyorsa KGS
yoniinden siipheli kabul edilebilir. Baska bir yontemde bu degerler fluorometre
kullanilmak suretiyle de belirlenebilmektedir (82, 98, 99, 100).

3.4.8. Diger Tan1 Metodlar

Meiboiman bezinin disfonksiyonunu belirlemek amaciyla meibografi,
meiboskopi, meibometri gibi tan1 yontemlerinden faydalanilir. Buharlagma
oranii saptamak ic¢in evaporimetri testi uygulanmaktadir. Meniscometri akoz
gbzyas1 tabakasindaki yirtiklarin tespitinde kullanilir. Lakrimal ve salivar
bezlerden alinan biyopsilerden yapilan histopatolojik incelemeler ile sjorgen
sendromunun tanisi konulabilir (82,89).
3.5. Tedavi

Tedavide ilk adim KGS’na neden olan etkenlerin ortaya ¢ikarilmasidir. Bu
durum tedaviyi kolaylastirir. Tedavinin amaci géz kurumasi semptomlarini
hafifletmek, hastanin konforunu arttirmak, okiiler yiizeyi ve gozyasi filmini
korumaktir (42, 45, 83, 97). Tedavi kronik KGS’un ve skuamdz metaplazinin
semptomlarin1 hafifletir ancak tam olarak Onlemez (46). Yapay gozyasi
kombinasyonlari, omega asit takviyeleri, miisin salgilaticilari, kisa siireli kortizon
tedavisi ve giinlik siklosporin uygulamalar1 hafif ve orta dereceli KGS
olgularinda tedavide denenebilir (2 ,3, 72, 89, 98, 99, 100,101). Oral tetrasiklin
uygulamalari, sistemik immun baskilayicilar, prostetik lens, otolog serum,
amniyotik membran gibi tedavi segenekleri siddetli KGS olgularinda
uygulanmaktadir (87). Netice alimmamayan durumlarda operatif tedavi de bir
secenektir (72). Bitkisel tedavi secenekleri son yillarda KGS i¢in arastirma

asamasinda denenmistir (3).
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3.5.1. Medikal Tedavi
3.5.1.1. Suni Gozyas1 Uygulamalar

Suni gozyas1 preparatlart KGS’nin her asamasinda kullanilmaktadir. Esas
ama¢ KGS hastalifini meydana getiren gozyasi yetersizliginin Oniine gecmek,
gozyast film stabilitesini korumak, okiiler yiizeyin nemlenmesi ve yaglanmasini
saglamak, osmolariteyi azaltarak osmotik stresi engellemektir (72, 90, 102, 103).
Yaygin kullanilan suni goézyasi1 preparatlar1 Ph, osmotik basing, viskozite,
buharlagsma ve koruyucu madde igerigine gore siniflandirilir. Tuz ¢ozeltisi igeren
preparatlar hiperosmolar KGS hastaliginda izoosmolar ya da hiposmolar
olmalidir. KGS’nin Ph’s1 yiiksektir (104,105). Preparatlar bu sebepten dolayi
bikarbonat iceriklidir ve havadaki karbondioksit ile reaksiyona girerek alkali
ortami1 tamponlarlar (98, 99, 103, 104,105).

Meibomian bezi disfonksiyonunda lipid ya da trigliserit iceren gozyasi
preparatlar1 tercih edilmektedir. Siddetli vakalarda hastanin kendi serumundan
hazirlanan otolog g6z damlalart %20 den %100’e varan konsantrasyonlarda
uygulanmaktadir (105).

Preparatlar siddetli vakalarda giinde 4 kez uygulanmalar1 tavsiye edilirken,
hafif vakarlarda kullanim sikligmin disiiriilebilecegi ifade edilmektedir.
Preparatlar, koruyucu maddelerin yanisira seliiloz tiirevleri, sodyum tiirevleri,
polivinil tiirevleri, kondroitin siilfat ve sodyum hyaluronat i¢erigine sahiptir (106-
110).

AkOz gozyasi iretiminin azaldigt durumlarda yiiksek sodyum kloriir ve

polivinil alkol iceren ilaglar kullanilmaktadir. Hastaligin siddetine gore diisiik
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viskoziteden yiiksek viskoziteye dogru artan preparatlar tercih edilir (24, 42, 82,
89, 107, 108, 109).

Karboksimetil seliiloz tlirevi ilaglar okiiler yiizey {izerinde uzun siire kalir ve
miisin tabakasi gibi hareket ederek yiizey gerilimini azaltir (110).

Sodyum hyaluronat gerek beseri gerekse de veteriner hekimliginde yangi
giderici olarak kullanilan viskoelastik bir maddedir ve PGF’nin de dogal
parcasidir (107). KGS iliskili superfisial keratitiste sodyum hyaluronatin etkili
oldugu belirtilmistir (109) .

Dekspantenol ve hemoderivatum iceren preparatlar epitelizasyonu
hizlandirmak amaciyla kullanilmaktadir. Koruyucu madde olarak benzalkonyum,
klorobutanol ve setrimid igeren preparatlarin korneanin epitel katmanimnin hasar
gordiigli olgularda epitelotoksik 6zelliginden dolayr kullanilmasi uygun degildir.
En uygunu koruyucu igermeyen preparatlarin KGS hastaliginda kullanilmasidir
(110-114).
3.5.1.2. Kortikosteroidler

Okiiler yiizeydeki yangiyr tedavi edecek O6nemli bir materyaldir. Ileri
derecede olan KGS olgularinda kullanilmaktadir (7, 42, 45, 50, 72, 87, 111, 112,
115). Steroid kullanimi {izerine yapilan calismada giinde 4 kez, 2 ila 4 haftalik
kullanimda 2. haftanin sonunda KGS ile alakali semptomlarin hafifledigi
gozlenmis, korneal lekelenme dnemli derecede azalmistir (115).

Uzun siireli kullanimlarda goz ici basincinda artis ve katarakt gibi yan etki
gozlendigi icin kisa siireli kullanimlar Onerilmektedir. Eger tedavi devam
edecekse fluorometalon, loteprednol etobonate gibi gbz i¢i basinci arttirma

kabiliyeti diisiik ilaglar tercih edilmelidir (7, 155, 116, 117).
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3.5.1.3. Non-steroid Antiinflamatuvar Ilaclar (NSAID)

NSAID’lar sistemik yada lokal olarak antipiretik, analjezik ve
antiinflamatuvar etkiye sahiptir. Bu etkilerini yangi mediatorii prostoglandinlerin
tiretimini saglayan siklooksijenaz enzimini bloke ederek gosterirler (118-122).

GOz cerrahisinde intraokuler operasyonlarda myozisi engellemek, post
operatif agriyr dindirmek, makuler 6demi azaltmak ve alerjik konjunktivitisin
hafifletilmesi gibi durumlarda siklikla kullanilmaktadir (121, 122, 123, 124).

Steroidlerin olas1 yan etkilerinden dolay1 tedavisi uzun siirebilecek olan
KGS olgularinda flurbiprofen, diklofenak, nepafenak, pranoprofen, bromfenak ve
indometazin gibi NSAID tiirevleri kullanilmaktadir (72, 74, 121, 122).
3.5.1.4. Siklosporin-A

Antiinflamatuvar ve immunmodulator olarak etki gosteren Siklosporin-
A’nin oftalmolojide ilk kez 1981 yilimin basinda bir kornea transplantasyonu
sonrasinda immunsupresyon olusturmak amaciyla kullanilmistir. Ayrica korneal
yaralanma, {iiveitis, vernal keratokonjunktivitis ve goziin diger yangisal
olaylarinda etkin bir sekilde baskilayici ve iyilestirici rol oynamaktadir (1, 2, 4,
87, 89, 125-129). Uzun siireli KGS tedavilerinde yan etkiler gosteren
kortikosteroidlere alternatif olarak kullanilabilir (126). Oral yolla uygulanabildigi
gibi topikal damla formunda gozede tatbik edilmektedir (125,127,130-132). Oral
uygulama sonrasinda; nefrotoksikozis, anemi, hiperestezi ve hipertansiyon gibi
yan etkiler olugtugundan dolay1 lokal kullanim tercih edilmektedir (128).

Siklosporin A, T lenfosit aktivasyonu ve gociinii baskilar, konjunktivadaki
goblet hiicre ve epitel hiicrelerdeki apoptozisi engeller ve akdz gdzyast tiretimini

arttirtr.  Meibomian  bezindeki lipid yikimlayici lipaz iireten bakteri
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kolonizasyonunun olusumunu baskilar. Topikal siklosporin % 0,05 lik olarak
kullanilir. G6z enfeksiyonu bulunan KGS hastalarinda kullanimi kontrendikedir
(42,72, 87, 129-132).
3.5.1.5. Tetrasiklinler

Tetrasiklinler antiinflamatuvar etkiye sahip bakteriyostatik
antibiyotiklerdir. MMPs {iiretimini ve aktivitesini, IL-1 ve TNF iiretimini, B
hiicresi aktivasyonunu ve kollajenaz aktivitesini baskilar (53, 54, 72, 133-137).
Meibomian bezindeki lipid {iretim bozuklugundan kaynaklanan ve KGS ile alakali
rosacea hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir (133).

Yiiksek dozlarda kullanildiklarinda gastrointestinal sistemde ve ciltte yan
etkilere neden olabilecekleri bildirilmistir. 6- 12 hafta boyunca diisiik dozlarda
tetrasiklin uygulanan KGS hastalarinda semptomlarin hafifledigi, gozyasi
tiretimini arttigi ve PGF biitiinliiglinii yeniden sagladig1 saptanmistir (72 ,87, 89,
134- 136).
3.5.1.6. Besin Takviyeleri

Omega 3 (linolenik asit) ve omega 6 (gamma linoleik asit) okiiler yiizeyin
beslenmesi, korunmasi ve dengesi icin gerekli olan esansiyel yag asitleridir.
Omega 3 ozellikle yangi 6ncesi eikosanoidlerin bloke edilmesinde ve sitokinlerin
azaltimasinda antiinflamatuvar bir rol tistlenir (137- 139).

Besinlerine omega3 ve omega 6 takviyesi yapilan KGS’li hastalarin klinik
belirtilerinde hafifleme, okiiler yiizey inflamasyonunda ve korneal boyanma

derecesinde azalma kaydedilmistir. (137).
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A vitamini, korneal epitel hiicrelerin ¢ogalmasini ve farklilagsmasini ayrica
konjunktivadaki goblet hiicre varligimin korunmasini saglamaktadir (89, 140,
141).

A vitamini; retinol, retinal ve retinoik asit olmak iizere 3 farkli formda
bulunur. Lakrimal bezin biitliniiliigii ve gorevlerini siirdiirebilmesi i¢in gerekli bir
vitamindir. Retinoik asit tagiyici protein yardimiyla kandan lakrimal bezlere ordan
da gozyasi icerigine gecer (142-145).

Olas1 eksikliginde okiiler ylizeyde, kornea ve konjunktiva epitelinde
keratinizasyona kadar varan siddetli olgular sekillenir (141, 144-147).

Bir A vitamini tiirevi olan isotretioninin maddesinin kullaniminda dikkatli
olunmalidir. Diger tiirevlere nazaran bu maddenin fazla kullanim1 goz
kuruluguna, fotofobi, karanlia uyumda probleme ve kismi goriis kaybina yol
agmaktadir (145, 148, 149).

Vitamin ile ilgili gozyas1 eksikliginde retinoik asit iceren yapay gozyast
preparatlari kullanilmaktadir(144, 146).

3.5.2. Operatif (invaziv) Tedavi
3.5.2.1. Punktal Tikama Yontemi

Okiiler boyama testi puanlamasi 4 ve SGT-2 testi 5 dk’da 5 mm’den az
olan hastalarda endikedir. Bu yontem goézyasinin drenajini azaltmak suretiyle
gozyast miktarinin 6zellikle bu hastalarda hayati diizeyde stabil kalmasini saglar.
Punkta lakrimalisi 1-2 hafta gibi gecici siire ile tikayan kollagen tikaglar oldugu
gibi bunlarin 2 ila 6 ay siire ile bolgede kalan tipleri de mevcuttur (50, 89, 116,
121, 150, 151). Daha uzun stireli tikama islemi i¢in geri doniisiimlii silikon

tikaclardan yararlanilir (150-154). Coziinemeyen tikaglar ile karsilastirildiginda
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atelokollajen  kullannminin daha az komplikasyona sebebiyet verdigi
belirtilmektedir (155, 156, 157). Kalict tikaniklik ise koterizasyon ile
saglanmaktadir (151).

3.5.2.2. Tiikriik Bezinin Transpozisyonu

Medikal tedavilerden yanit alinamayan ileri derecedeki olgularda
bagvurulan bir yoOntemdir. Transpozisyonda; parotis, sublingual veya
submadibuler bezler kullanilmaktadir. En uygun olan1 submandibuler bezlerdir.
Fossa temporalise yerlestirilen bezin kanali iist lateral konjunktival forniksine
transpoze edilir (158- 160) .

3.5.2.3. Tarsorafi

Goz kapaklarmim kapatilmasi islemidir. Ozellikle siddetli KGS olgularinda
korneal harabiyeti en aza indirgemek amaciyla uygulanir. Kalici ya da gecici
olabilir. Siyanoakrilat kullanilarak uygulanan kapatma islemi invaziv degildir
ancak islem sonrast muayeneyi zorlastirir (121, 161, 162).

Botulinum toksini enjekte etmek suretiyle olusturulan pitozis ya da
kapatma isleminde ise diger isleme gore nispeten invaziv olmakla birlikte goziin
muayenesi daha kolaydir (163). Goz kapag: ateli kullanilan diger bir teknikte
mevcuttur (116, 161).

3.5.3. Bitkisel Tedavi

Oftalmik patolojilerde bitkisel ilag kullanimi tarihin eski zamanlarina
dayanmaktadir. ik bilinen oftalmik soliisyon Misirhilar tarafindan Atropa
Bellodona (Atropin) bitkisinden elde edilmistir (3). G6z i¢i basincini azaltmada
kullanilan ilaglarin ilki bitkilerden elde edilmis ve buradan hareketle goz

anestezikleri tretilmistir (3, 164, 165).
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Pilokarpus jaborandi bitkisinden elde edilen pilokarpin miyotik etkili bir ilag
olarak intraokiiler basinci azaltmak suretiyle glokomun tedavisinde kullanilmistir.
Pilokarpin etkisini siliar kaslar ve pupilla sfinkteri iizerindeki muskarinik
reseptorlere baglanarak gostermektedir (3,166,167). Sjogren sendromunda oral
yolla preparatlar olarak kullanilmis ve gdzyasi iiretimini arttirici etkiye sahip
oldugu saptanmistir (168).

KGS’da da kullanim yeri bulan pilokarpin, parasempatik sinir sistem
izerine etki ederek gdzyasi liretimini arttirir. Diger parasemptomimetik ilaglar ile
karsilastirildiginda yan etkileri tolere edilebilir nitelikte oldugu igin tercih
edilmektedir (3, 168).

Erythroxylon coca bitkisinden elde edilen bir alkoloid olan kokain, akson
uclarindaki sodyum kanallarini bloke ederek gézde lokal olarak anestezik bir etki
gosterir. Ayrica sinapslardan norepinefrinin geri alinimini inhibe eder. Mydriasis
ve konjunktival vazokonstriksiyonu saglar (165).

Aloe vera ayn1 zamanda A. barbadensis miller ismi ile de anilmaktadir. Yara
iyilesmesi, bakterisidal, immunnodulator, antiviral, antiinflamatuvar, antioksidan
ve antifungal etkileri vardir (3, 164, 169, 170).

Flavonoidler, antrakinonlar, fenolik asitler, enzimler ve vitaminler gibi bir
dizi bilesik igerir. igerdigi etanolik asit ve etil asetatin kornea hiicreleri iizerinde
tyilestirici yonde etkisi vardir. Bu etki bilhassa KGS ile iligkili superficial kornea
lezyonlarinda epitelizasyonu hizlandirma ve fibrozisi azaltma yonliidiir (170).

Buddleja officinalis bitkisinin 6ziiniin ana bileseni flavanoidlerdir.

Flavanoidler androjen benzeri etki gosterir. Ozellikle androjen eksikligi sonucu
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sekillenen KGS olgularinda lakrimal bezdeki TNF ve IL seviyelerini azaltir.
Hiicre apoptozisini onler (3, 164, 171, 172).

Maqui olarak bilinen Aristotelia chilensis bitkisinin antioksidan,
antiinflamatuvar ve antidiyabetik etkileri mevcuttur. Gozyas1 salgisini arttiric
ozelligi vardir (3, 164, 173).

Prunus armaniaca kayisi olarak bilinen meyvedir. Astim, konstipasyon, ates,
Oksiiriik ve brongit gibi bir¢cok hastalik ve bunlarin belirtilerini hafiflettigi
belirtilmistir. Bu meyvenin gz damlas1 formu topikal olarak uygulandiginda
gbzyas1 ve PGF’ de miisin salgisini arttirmaktadir (3, 174).

Rhynchosia volubilis siyah fasiilye olarak bilinir. Kronik KGS olgularinda
konjunktivada meydana gelen skuam6z metaplaziyi ve kornea epitel
hiicrelerindeki ve konjunktivadaki goblet hiicrelerinde apoptozisi onler (3, 175).

GoOzlin mukozal ylizeyi miisin tabakasindaki sialik asitten dolayr negatif
elektrik yiikii ile kaplhdir. Bu sebeple goz yiizeyine pozitif yiiklii katyonik
polimer iceren ilaglar rahat bir sekilde penetre olmaktadir (176, 177).

Chitosan, pozitif yiiklii, uyumlu, mukozaya kolay yapisan, antimikrobiyal
ve yara iyilestirici 6zelligi olan toksik olmayan bir maddedir. Jel, nanopartikiil ya
da implant formlar1 mevcuttur. Okiiler yiizeye rahat bigimde yapistig1 i¢in
oftalmik ilaglarda kullanilmaktadir (160, 177, 178).

Curcumin, curcuma longa bitkisinden elde edilmektedir. Ozellikle hint
tibbinda zerdecal olarak da isimlendirilen bu bitki antiinflamatuvar ve anti-timér
bir etki gosterir (179). Hiperosmolariteyi azaltarak KGS olusumunu onler (3, 164,

180).
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Vaccinium myrtillus (bilberry) bitkisi yaban mersini olarak bilinir. Icerdigi
antosiyanin maddesi antioksidan, antiapoptik, antiinflamatuvar, kollagen tiretimini
uyarict1 ve antikoagulan o6zellige sahiptir (164,181). Bu maddenin % 25 lik
konsantrasyonda giinde iki kez oral yolla kullanilmasiin yasliliga bagli gelisen
kataraktin ilerlemesini yavaslattigi ve gozyasi salgisini arttirmak suretiyle de
KGS’nin klinik belirtilerini hafiflettigi bildirilmistir (182).

Mevcut ¢alismada KGS’nin tedavisinde cennet hurmasi ( Diosypros Kaki),
yesil cay ve goji berry bitkilerinden elde edilen ekstraktlarin etkisi arastirilacagi
i¢in bu bitkilerin 6zelliklerine ayrintili bigimde deginilmistir.

3.5.3.1. Cennet Hurmasi (Diospyros Kaki)

Diospyros Kaki (DK) uzun yillardan beri Asya’ da yetistirilen, anavatani
Cin Halk Cumhuriyeti olan bir meyvedir. Zeus meyvesi ya da persimmon olarak
da adlandirilir (Sekil 12) (183).

Iliman iklim seven bu meyve, Kore, Japonya, Brezilya, Italya, Hindistan,
Pakistan ve Tiirkiyede de yetistirilmektedir. Tiirkiyede Trabzon hurmasi ya da
cennet hurmasi olarak da bilinir (184). Yapraklari ortalama 10 cm uzunlugunda ve
8 cm genisligindedir. Kisin dokiilen bu yapraklarin rengi yesilden sariya ya da
kirmiziya donmektedir (185-189).

Yapraklar1 flavanoidler, terpenoidler, regineler, katesin, tanin, klorofil ve
karoten icermektedir (Sekil 13). Ozellikle terpenoidlerin ve flavonoidlerin
antiinflamatuvar, antioksidan, anti-ateroskleroz, antialerjik, antihipertansif,
antidiyabetik ve anti norodejeneratif etkileri oldugu i¢in birgok hastaligin
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (185, 189-192). Bu bitki,

lipooksijenaz, ksantin oksidaz, tyrosinaz ve iireaz enzimleri tizerinde inhibe edici
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etkiye sahiptir (193, 194). Yaklasik 4000 adet bilinen flavonoid ¢esidi vardir. En
sik bilinenleri; kuersetin, kaempferol, galaktozid, glikozid, isokuersitrin ve
astragalindir (185). Bu maddeler 6ziinde angiotensin mekanizmasini regiile ederek
hipertansiyon olusumunu engeller (195, 196).

KGS’nin tedavisinde hastaligin o6zellikle altinda yatan inflamatuvar
mekanizmanin Onlenmesi biiyilkk onem arz eder. Bu agidan bakildiginda
antiinflamatuvar  etkili  flavanoidler ©6n plana ¢ikmaktadir. Farelerde
benzalkonyum kloriir ile olusturulan KG modelinde ve DK’nin tedavi edici
etkileri arastirilmistir (197).

Bahsi gecen c¢alismada Farelere DK yapragindan etanol yardimiyla
hazirlanan ekstrakt 14 giin boyunca sonda ile igirilmistir. Calisma sonunda
ekstraktin epitel hiicre oliimleri ve inflamatorik cevabi baskiladigi gozlenmistir.
Tedavinin 14.giinlinde gozyas1 lretim miktarinda 6nemli Olgiide artis, yangida
gerileme, korneal boyanma yiizeylerinde azalma, kornea epitelindeki apoptoziste
yavaglama ve epitelizasyonda hizlanma goézlenmistir (197).

Alkali g6z yanig1 olusturulan baska bir c¢alismada DK’nin etanol
ekstraktanin korneal neovaskiilarizasyonu inhibe ederek iyilesmeye katki
sagladig bildirilmistir (198).

Bazi aragtirmalar DK’nin antiinflamatuvar etkisini IL-1a, IL-18, TNF-a ve
monosit kemotaksis protein seviyesini azaltarak gosterdigini ortaya koymustur
(197-200).

Antialerjik etkisinin c¢aligildig1 bir arastirmada mast hiicrelerinden histamin
salgisint hiicre i¢i kalsiyum seviyesini arttirmak suretiyle azalttig1 rapor edilmistir

(201).
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DK’nin KGS tedavisinde antiinflamatuvar, reepitelizasyonu uyarici,

antioksidan ve antiapoptik etkiye sahip oldugu c¢alismalarda ortaya konmustur

(197,201,202).

Sekil 13. D.Kaki Yaprag: (180).

3.5.3.2. Yesil Cay (Camellia Sinensis)

Gecmisten giiniimiize bircok medeniyet tarafindan sikca tiiketilen cay
bitkisi; yesil ¢ay, oolong cay1 ve siyah ¢ay olarak {i¢ grupta incelenmektedir (203,
204, 205). Camellia Sinensis bitkisinin yapraklari toplanir toplanmaz hizli bir
sekilde kavrulur ve oksijen ile temas etmesine izin verilmeden kurutulurak yesil

cay elde edilir (Sekil 14) (206). Cayda bulunan polifenoller; fenolik asit ve
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flavonoidler olarak iki grupta incelenir. Flavonoidler; epigallokatesin,

epigallokatesin gallat, epikatesin ve epikatesin gallattir (205 ,207, 208).

Sekil 14. Yesil Cay (215).

/ Yesil Cay Yaprad:

polypher

A\

Sekil 15. Yesil Cay Yaprak Icerigi (215).

Epigallokatesin gallat (EGCG), toplam katesin miktarinin %60’n1 olusturur
ve anti-karsinojen, kotii kolesterol (LDL) seviyesini diisiiriicii ve kalp koruyucu
etkiye sahiptir (Sekil 15- Sekil 16) (206, 207, 208). Bunun disinda
antiinflamatuvar, antioksidan, antibakteriyel, antiviral, karaciger ve sinir
hiicrelerini koruyucu etkileri de mevcuttur (209-214). Polifenoller, kornea ve

skleradaki hiicrelerde ultraviyole kokenli DNA hasarini azaltir (215- 218).
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KGS ile ilgili yapilan ¢alismalarda EGCG’in antiinflamatuvar ve
antioksidan 6zelligi arastirilmistir (219,220). Bu ajanin yangi 6ncesi sitokinleri
baskilayarak, kornea yiizeyine monosit ve lenfosit infiltrasyonunu azaltarak
yangiy1 hafiflettigi, IL-1, IL-6 ve TNF-a iiretimini inhibe ettigi ve osmolarite
artisin1 engelledigi rapor edilmistir (216-220).

Ayrica topikal uygulamalarda EGCG’1n konjunktiva yiizeyi ve nazolakrimal
kanala penetre olma miktarinin korneal yiizeyden fazla oldugu da ortaya

konulmustur (220) .

OH

OH

HO O o
4 OH

OH OH
OH
OH
Sekil 16. Epigallo Katesin Gallatin (EGCG) Yapisi1 (216).
3.5.3.3. Goji Berry (Kurt Uziimii)

Lycium barbarum (Solanaceae-Goji Berry-Kurt Uziimii) iyi bilinen
geleneksel bir tibbi bitkidir. Goji berry meyveleri 6zellikle asya bolgesinde
yemekleri tatlandirmak amaciyla kullanilmaktadir (Sekil 17) (221).

Goji berry bitkisi her toprak tipinde yetisebilen, soguga ve sicaga dayanikli,
6-20 mm uzunlugunda ve 3-8 mm ¢apinda, renkleri turuncudan koyu kirmiziya
kadar degisebilen ¢ok yillik bir bitkidir. Yaz sonundan sonbahar ortalarina kadar
hasat edilen meyveler taze veya kurutularak, meyve suyu, ¢ay ve baharat olarak

tiikketilmektedir (221, 222).
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Goji berry ve yapraklari her biri farkli etkileri sahip ¢ok sayida polisakkarit
kompleksi, polifenolik bilesikler, flavonoidler, karotenoidler ve fenilpropanoidler
icermektedir (222,223). Arabinoz, ramnoz, ksiloz, mannoz ve galaktoz
polisakkaritleri, kaffeik asit, ferulik asit ve kumarik asit fenolik asitleri,
izoquersitrin, kuersetin, kuersitrin, epikatesin, katesin goji berryde bulunan
flavanoidleri kapsar ki bu toplam igerigin %60’ mn1 olusturur (224, 225).
Zeaksantin, lutein, beta-karoten, likopen ve kriptoksantin ise karotenoidleri
kapsar. Goji berry %1-3 oraninda aminoasit i¢ermektedir. Taurin ve betain
antiinflamatorik etkilerinden dolayr Onemli aminoasitlerdir. Ayrica tiamin,
riboflavin ve C vitaminini biinyesinde barindirmaktadir. Esansiyel yag asitleri
olarak miristik, hekzadekanoik ve linoleik asit icerir (Sekil 18) (226).

Antioksidan, antitiimor, antiinflamatuvar, karaciger ve bobrekler tizerinde
koruyucu etkilerinin yan1 sira yaslanmay1 geciktirici, immun sistemi gii¢lendirici,
hiperglisemi, hiperlipidemi ve metabolik sendrom riskini azaltic1 etkileri vardir
(224-226). Ayrica kanser tedavilerinde uygulanan kemoterapi ve radyoterapinin

yan etkilerini azaltict yonii de mevcuttur (227-229).

Sekil 17. Goji Berry ve Yapragi (217).
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Oksidatif stres sonucu sekillenen serbest radikaller gbzyasi bezine hasar
vererek gbézyas1 tlretim miktarin1 azaltir ve okiiler yiizeyde epitel hiicre
dejenerasyonuna neden olur (230-232).

Superoksit dismutaz, katalaz ve glutatiyon peroksidaz gibi antioksidaz
aktivite goOsteren enzim seviyesi goji berry uygulamasi sonrasi artis
gostermektedir. Stresin azalmasi sayesinde gozyasi miktar1 artmaktadir (232).

Goji berry’nin goz saghigi lizerindeki etkileri incelendiginde; retina ve
makula biitlinliigiinii korudugu goézlenmektedir. Bu etkisini, retinanin gorevini
siirdiirmesini saglayan ganglion hiicrelerinin apoptozisine engel olmak suretiyle
gosterirken, retinal igsemiye bagli hasar1 da minimalize etmektedir. Bu 6zelligi
igerdigi zeaksantin ve luteinlerden kaynaklanmaktadir (233). Bunun yani sira
yaslilarda katarakt, retinopati ve korliik riskini de azalmaktadir (234).

Farelerde atropin enjeksiyonu neticesinde norojenik olarak olusturulan kuru
g6z modelinde goji berry meyve ekstrakti oral olarak verilmis ve 21 giinliik
tedavinin sonunda KGS’nin semptomlarmin hafifledigi, kornea boyanma
oranlarinin azaldig1 ve gozyasi salgisinin arttigi goézlenmistir. Ayrica olas1 toksik
etkiler yoniinden deneklerin bobrek ve karaciger dokularindan 6rnekler alinmis ve
bu organlarda herhangi bir patolojiye rastlanilmamigtir (232).

3.6. Deneysel Modeller
3.6.1. Lakrimal Bez Yangisi

Bu model tiirii sjogren benzeri otoimmun bir yangi olusturma ve
dakriyoadenitis sekillendirme olmak iizere iki kisimda incelenir. Her iki tiirde de
bilhassa lenfositlerin erken aktivasyon ve infiltrasyon sekillenmesine dikkat

edilmelidir (20, 235).
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Dakriyoadenit olusturulan modellerde obez olmayan diyabetik farelerde
lenfosit infiltrasyonu gozyasi bezi disinda tiroid, pankreas ve submandibular
tiikkriik bezlerinde de gozlenmistir. Erkek farelerde 8.haftadan sonra sekillenen bu
tablo, disi farelerde 30. haftaya kadar gézlenmemistir (236). Sjogren hastaligina
iliskin bulgular disi hayvanlarda erkeklere kiyasla daha net bicimde
gozlenmektedir. Bu durumun androjen eksikligine bagli KGS olgularinin disilerde
daha sik gozlenmesi ile iligkili oldugu bildirilmistir (236-239).

Takashi ve ark.(1997) yaptiklar bir ¢galismada dakriyoadenitisin her yastaki
erkekte gozlemlendigi rapor edilmistir. Otoimmun hastaliklar testosteron
seviyesindeki artigla paralel olarak artis gostermektedir (240).

Spontan lenfoproliferasyona yol acan mutant geni tasiyan (MRL/Ipr) fare
modellerinde Fas antijen olarak isimlendirilen ve mutant genin kontroliinde olan
bu antijenin olusmasi T lenfosit apoptozisine yol acar. Ayrica muskarinik
asetilkolin reseptorii antikoru (anti-M1 ve M3) otoantikor olarak bu fare
modelinde sjogren hastaliginda gézlenmistir (241,242).

3.6.2. Lakrimal Bezin Cikarilmasi

Farelerde gozyasi bezleri intraorbital ve ekstraorbital olarak iki farkli
sekilde yerlesim gosterir. Ekstraorbital bez eriskin farelerde subkutan olarak
goziin temporal kisminin 3 mm yaninda konumlamistir. Ana lakrimal bez olarak
da isimlendirilir. Intraorbital bez ise ekstraorbital beze gdre daha kiiciik yapida ve
dis kantusta bulbar konjunktivanin altinda yer almaktadir (11, 20, 243).

Kemirgenlerde bu bezlerin yanisira biiyliik bez olarakta isimlendirilen ve
orbitanin dip kisminda yer alan lipid ve porfirin iireten harder bezi mevcuttur

(244).
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Gozyast bezlerinin alindig1 fare modellerinde gozyas: liretim miktarlarinda
azalmalar, okiiler ylizeyde degisik derecede hasarlar ve korneanin boyanma
skorlarinda artiglar kaydedilmistir (243-245).

Kedi, kopek ve farelerde lakrimal bezin ¢ikarilmasi sonucu bazal gdzyasi
miktarinda azalmalar gézlenmesine ragmen okiiler yiizeyde belirgin bir degisiklik
saptanmamistir. Bu durumun yardimci goézyasi bezlerinin salgilarinin devam
etmesinden kaynaklandig diistiniilmektedir (245).

Tavsanlarda membrana nictitans ve harder bezinin c¢ikarilip, gozyasi
bezinin kanalinin baglandig1 benzer iki aragtirmada, postoperatif 1. giinde gozyasi
osmolaritesinde artis, 8. haftanin sonunda goblet hiicre dansitesinde azalma
saptanmustir (7, 20, 32, 246).

3.6.3. Benzalkonyum Kloriir (BAK) Uygulamasi

Farkli patofizyolojik mekanizmalar taklit etmek amaciyla ¢esitli hayvan
modelleri gelistirilmistir (20). BAK uygulamasi da bu yontemlerden biridir (1,2,
171, 193, 247-250). Deney hayvanlarinda KGS olusturmak i¢in gelistirilen bu
model; fluorescein boyama, gézyasi ol¢iim testi ve diger test yontemlerinin daha
kolay uygulanabilmesinden 6tiirii okiiler yiizeyi genis olan sebebiyle tavsanlarda
daha cok tercih edilmektedir (20, 251, 252). Kuarterner bir amonyum olan BAK,
cesitli goz damlalarinda koruyucu olarak kullanilmaktadir ve yarilanma omrii 12-
20 saattir (248). Ancak BAK’m uzun siireli kullaninminda KGS’nin klinik
belirtilerine benzer semptomlar olusturdugu hatta KGS tedavisinde uygulanan
BAK koruyuculu damlalarin hastaligin prognozunu daha da kotiilestirdigi

bildirilmistir (253, 254).
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Fare, tavsan, kedi ve kopeklerde BAK ile olusturulmus model calisma
mevcuttur (1, 2, 20, 181, 197, 247, 248,249, 255, 256). Bu ajan ile olusturulan
fare modellerinde genellikle BALB/ C soyuna ait fareler kullanilmaktadir. Buna
neden olarak BAK’ 1n uzun siireli ve yiiksek konsantrasyonlarda uygulanmasinin
gozlerde meydana getirdigi hasara karsi bu fare cinsinin diger cinslere gore daha
dayanikli olmasi ve tedaviye erken yanit vermesi gosterilmektedir (249).

Korneanin epitelindeki yiizeysel hiicrelerin baglantilarin1 hasara ugratan
BAK, epitelyal deskuamasyon, apoptozis ve skuamoz metaplaziye neden olur ve
bu durum korneanin normal fonksiyonunu siirdiirmesine engel olarak epitelyal
bariyeri ortadan kaldirmaktadir. Goblet ve epitel hiicrelerin apoptozisi miisin
katmanin bitiinliigiinii bozmaktadir. Kii¢iik bir molekiill olan BAK korneanin
derin kisimlarina bilhassa stromaya kolay bir sekilde penetre olarak bu tabakada
bulunan keratinositlerde yikimlanmaya yol acar (1, 2, 197, 247).

BAK ile olusturulan KG evaporasyon belirtilerine  uygunluk
gostermektedir. Uzun siireli BAK uygulamasi sonucu epitel hiicrelerde
inflamatorik sitokinlerin asir1 {iiretimi, korneal Odem, opasite ve stromal
neovaskularizasyon meydana gelmektedir. (249, 255, 256).

BAK konsantrasyonlar1 diigiikten (% 0,01) yiliksege (% 0,3) dogru
degismektedir. Tavsanlarda olusturulan KG modelleri % 0,1 lik BAK’in 14 giin,
% 0,2 lik BAK’mn 7 giin boyunca giinde 2 kere, fare modellerinde ise 0.2 %
oraninda 7 ile 14 giin, giinde iki kez ya da dort kez uygulanmasiyla

olusturulmustur. (197, 249-251, 257, 258) .
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3.6.4. Hormon Eksikligi Modeli

Meibomian bezi viicuttaki biliyiik yag bezlerinden biridir ve androjen
hormonlar tarafindan regiile edilir. Androjenler bezdeki asiner epitel hiicrelere
etki ederek protein iiretimini uyarir ve bunlar lipidlerin sentez ve salgilanmasini
arttirir. Yagla birlikte asiner hiicre sayisinda azalma meydana gelir (32,33, 34, 48,
69, 259) .

Ovariektomi ve orsidektomi uygulanan sigan, fare, hamster ile
hipofizektomi uygulanan ratlarda hormonlarin lakrimal ve meiboiman bezlerinin
fonksiyonlar1 {izerine model olusturulmustur. Burada androjen eksikliginin
Meibomian bezinin lipid {iiretiminde azalmaya yol acarak PGF’nin lipid
katmaninin  biitlinliigiini  bozdugu ve gozyast bezinin gorevini diizgiin
yapamamasi neticesinde gozyasi salgisinin azaldigi ortaya konmustur (20, 259).

Ayrica disi ratlarda hipofizektomi prolaktin salgisin1 ortadan kaldirarak
gozyas1 bezinde atrofiye yol agmaktadir (20).

3.6.5. Norojenik Model

Gozyas1 iiretiminin fizyo-anatomisinde fonksiyonel {initeyi olusturan yapilar
(kornea, konjunktiva, yardimci ve ana lakrimal ile Meibomian bezleri) arasindaki
iletisimi noral refleks arki saglamaktadir (13,19,21). Atropin siilfat (%]1)
uygulanan tavsan ve fare modellerinde gozyas1 salgisinin azaldigr gbzlenmistir.
Bu durum  atropinin  antikolinerjik  ve  antimuskarinik  etkisinden
kaynaklanmaktadir. Atropin, korneal epitel hiicrelerde progresif bir sekilde
defektlere yol agmaktadir (20, 232, 260).

Skopolamin de bagka bir antikolinerjik ilagtir (164). Farelerde skopolaminin

transdermal olarak uygulandigi bir ¢aligmada ayrica gozlere kuru hava iiflemek
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suretiyle deneysel bir KG modeli olusturulmus ve akdz gozyasi miktarlarinda
kontrol grubuna gore 6nemli derecede azalma kaydedilmistir (51).

Intramuskuler yolla kullanilan ajanlar ile olusturulan nérojenik modeller,
cesitli toksik etkilere ve irrevesibl korneal hasara yol agtig1r igin tercih
edilmemektedir (20).

3.6.6. Mekanik Kurutma Modeli

Riizgar, nem ve sicaklik artis1 gibi ¢evresel faktorlerin etkisi ile gdzyasinda
buharlasma meydana gelmektedir. Meibomian bezinin iirettigi lipid, goz kirpma
hareketi ile okiiler yiizeye dagilarak gézyasinin buharlasmasini 6nlemektedir. Bu
model gozyasinin ¢evresel faktorleri taklit eden yontemlerle buharlastiriimasi
(evaporasyon) esasina dayanir. Ote yandan Meibomian bezinin hastaliklar1, kronik
blefaritis ve géz kapaklarinin anormal hareketide evaporatif KGS ile sonuclanir
(7,31, 32, 33, 37, 47, 53,54, 261).

Fujihara ve ark.(1997) tarafindan yapilan bir caligmada lokal anestezik
madde kullanilarak ve g6z kapaklar1 dikilmesi suretiyle géz kirpma engellenerek
kisa siireli evaporatif bir KGS modeli olusturulmustur. Uygulamadan 2 saat sonra
okiiler ylizeye metilen mavisi uygulanmis ve anlik olarak noktasal g6z kuruluklar
tespit edilmistir (262). Bu modelde kullanilan topikal anestezik maddeler akut
olarak akdz gdzyasi liretiminde azalmaya ve evaporasyona neden olacagindan
dolay1 kronik tabiatli bir KGS modeli olusturmak i¢in bu modelin tercih
edilmemesi gerektigi bildirilmistir (20). Riizgar, nem ve sicaklik gibi evaporatif
faktorlerin kombine olarak kullanildigi KG modelinde ise 3,7,14 ve 28. giinlerde
yapilan Ol¢iimlerde goblet hiicre densitesinde ve gozyasi iiretim miktarinda

azalma, korneal boyanma oranlarinda ise artis gdzlenmistir (7, 263,264).
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4. GEREC VE YONTEM

4.1 . Calisma izni

Calisma igin Firat Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan
01.08.2018 tarih ve 138 nolu kararla izin alindi.
4.2 . Calisma Materyali

Calismanin materyalini Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Biriminde
iretilen saglikli 8 haftalik BALB/C soyuna ait 28 adet (n=28) disi fare olusturdu.
Denekler; 12 saat aydinlik/12 saat karanlik dongiisii olan, iyi havalandirilmas,
%40-60 rolatif nem oranina ve 20-24 °C ortam sicakligina sahip odalarda kafes
igerisinde barindirildi. Kafeslerde altlik olarak talas kullanildi. Yemler ve su Ad

libitum olarak verildi (Sekil 18).

Sekil 18. Deneklerin Barinmasi.
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4.3. Gruplarin Olusturulmasi
Denekler rastgele ve her grupta 7 denek olacak sekilde olmak tizere 4 farkli
gruba (7x4=28) ayrildi. Gruplar, kuru géz (KG), goji berry (GB), yesil ¢ay (YC)

ve cennet hurmasi1 (CH) olarak isimlendirildi. (Sekil 19) .

Sekil 19. Deneklerin Gruplandirilmasi ve Isimlendirilmesi.

4.4. Deneklerin Tutulmasi

Denekleri, kendilerine ve arastiricilara zarar vermemeleri i¢in 6zel olarak
tasarlanmig boru seklindeki kauguk bir diizenegin (Sekil 20) icine alindi. Bu
sayede goze topikal ajan uygulamasi ve parametrik testlerin gergeklestirilmesi
daha kolay ve sorunsuz oldu (Sekil 21). Calismadan 6nce denekler, ortama uyum
saglamalari i¢in belli bir siire diizenegin i¢inden gecirildi. Bu islemler sirasinda

deneklerde herhangi bir olumsuz davranisa rastlanilmadi.
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Sekil 20. Kaucuk Diizenek.

Sekil 21. Denegin Zapt-1 Rapti.
4.5. Kuru Goz Modelinin Olusturulmasi Asamasi (0-14.giin)
Bu amagla saf haldeki benzalkonyum klorid (BAK) (Sigma —Aldrich) (Sekil
22) steril bir PBS icgerisinde (8 g NaCl, 0.2 g/l KCl, 1.44 g/l Na2HPO4, pH 7.4 )
konsantrasyonu % 0.2 (w/v) olacak sekilde hazirlandi. Daha sonra bu soliisyon
tiim gruplara ait deneklerin sag gozlerine 14 giin siireyle ve giinde 2 kez olmak
tizere (sabah 08:00, aksam 20:00) bir mikroenjektor (Sekil 23) (901 N, Hamilton,

A.B.D) ile 5 pl (mikrolitre) dozunda damlatildi. Sol gozlere ise BAK’in ve
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terapotik ajanlarin negatif kontrolii olmas1 amaciyla yine 14 giin siireyle ve glinde
2 kez olmak iizere %0,9° luk serum fizyolojik (Biofleks/Osel-Istanbul) (SF)’den 5

ul dozunda damlatildi (Sekil 24) (Tablo 1).

Sekil 22. Saf Benzalkonyum Kloriir.

' _z_-gﬁ
el

Sekil 23. Mikroenjektor.
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Sekil 24. Enjektor ile Uygulama Yapilmasi.

Tablo 1. Model Olusturma Asamasinda Gruplara Uygulanan Ajanlar ve Kullanim
Sikliklart

Gruplar Gozlere Uygulanan Ajanlar Uygulama Siklig1

Kuru goz (KG) grubu Sag (BAK) Sol (SF) 14 giin siire ile giinde 2 kere Sul
Goji berry (GB) grubu Sag (BAK) Sol (SF) 14 giin siire ile giinde 2 kere Sul
Yesil cay (YC) grubu Sag (BAK) Sol (SF) 14 giin siire ile giinde 2 kere Sul
Cennet hurmasi (CH) grubu Sag (BAK) Sol (SF) 14 giin siire ile giinde 2 kere 5ul

4.6. Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Goji berry (GB), cennet hurmasi (CH) ve yesil cay (YC) yapraklari,
laboratuvar ortaminda kuru havada kurutulduktan sonra bitki 6giitme makinesi ile
toz haline getirildi. Toz halindeki yapraklardan 25 gr alind1 ve oda sicakliginda 12
saat boyunca steril kosullarda 250 ml (mililitre) hacmindeki %95’ lik etanol ile
ekstrakte edildi. Sonrasinda Whatman 4 filtre kagidi (GE Healthcare/ABD) ile
filtrasyon islemi gerceklestirildi. Bu asama 3 defa tekrar edildi ve elde edilen
ekstraktlar, 40°C'de doner bir buharlastiricida indirgenmis basing altinda

buharlastirilarak % 10°‘luk (w/v) konsantre bir hale getirildi. Her bir yaprak icin
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ayrt olarak hazirlanan ekstraktlar daha sonra % 0.9’luk SF ile %0,1°1lik (v/v)
konsantrasyona dilue edilerek uygulamalarin yapilacagi zamana kadar steril
siselerde ve soguk zincirde muhafaza edildi.

4.7. Terapotik Ajanlarin Uygulanma Asamasi (15-30.giin)

Calismanin 15 ile 30. giinleri arasinda KG grubundaki deneklerin her iki
goziine gliinde 3 kez (sabah 09:00, 6glen 14:00, aksam 21:00) 5 ul dozunda
%0.9’luk SF uygulanirken, diger 3 gruptaki deneklerin sag gozlerine gruplara
ismini veren ekstraktlar, sol gozlerine ise bu ekstraktlarin olasi yan etkilerini
belirlemek amaciyla bahsi gecen ekstraktlar yine giinde 3 kez (sabah 09:00, 6glen
14:00, aksam 21:00) 5 pl dozunda damlatildi. Bu sayede gruplardaki deneklerin
sol gbzleri o grubun kontrol grubunu olusturdu (Tablo 2).

Tablo 2. Terapotik Ajanlarin Uygulanma Asamasinda; Gruplar, Ajanlar ve
Bunlarin Kullanim Sikliklar

Gruplar Goze Uygulanan Ajanlar Uygulama Siklig1

Kuru goz (KG) grubu Sag (SF) Sol (SF) 14 giin siire ile giinde 3 kere Sul
Goji berry (GB) grubu Sag (GB) Sol (GB) 14 giin siire ile giinde 3 kere Sul
Yesil cay (YC) grubu Sag (YC) Sol (YC) 14 giin siire ile giinde 3 kere 5ul
Cennet hurmasi (CH) grubu Sag (CH) Sol (CH) 14 giin siire ile giinde 3 kere 5ul

4.8. Parametrik Degerlendirme Testleri
Degerlendirme testleri tiim gruplara 0. (BAK uygulamasindan once), 15.
(Tedavi baslangici), 20., 25 ve 30. (calisma sonu) giinlerde birer defa olmak iizere
ayni zaman dilimlerinde ve ayni arastiric tarafindan uygulandi.
4.8.1. Endodontik Absorbent Paper Point Testi (EAPPT)
Gozyas1 tiretim miktarini belirlemek amaciyla, kauguk diizenegin icinde
zapt-1 rapt altina alman deneklerin sag ve sol gozlerinin alt konjunktival

fornikslerine bir penset yardimi ile Olciim kagitlari (Roeko, Almanya)
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yerlestirilerek  (Sekil 25) 1 dk siireyle beklendi (Sekil 26). Islaklik derecesi,
milimetrik bir gosterge c¢izelgesi (Zone Quick-Menicon, Nagoya, Japonya)

kullanilarak normal 151k altinda okundu (Sekil 27).

Sekil 25. Endodontik Absorbent .

Sekil 26. EAPPT Testi.
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Sekil 27. EAPPT Olgiim Kagidi.

4.8.2. Korneal Boyanma Testi

Bu testte %1’lik fluorescein sodyum (Alcon, Almanya), tiim gruplara ait
deneklerin sag ve sol gozlerine bir mikro enjektdr (901 N, Hamilton, A.B.D.) ile
(Sekil 28) 1ul dozunda damlatildi. Uygulamadan 10 dk sonra boyanmis olan
kornealar, slit-lamp biyomikroskop (Shin-Nippon, Japonya) (Sekil 29) altinda
kobalt mavisi filtresi kullanilarak muayene edildi. Turuncu renkteki fluorescein
boyast (Sekil 30), mavi 1s1k altinda okiiler yiizeyde dontistiigli yesil rengin
boyanma derecesine gore; hi¢ boyanmamissa ‘0’°, korneanin 1/8’ine esit ya da
daha az bir boyanma alan1 varsa ‘1°, 1/4’iine esit ya da daha az bir boyanma alani
varsa ‘2°, 1/2'sine esit ya da daha az bir boyanma alani varsa ‘3°, 1/2'sinden daha
fazlas1 ya da tamami boyanmigsa ‘4’ seklinde skorlandi. Korneadaki epitel hasar,

bu derecelendirmeye gore kalitatif olarak degerlendirildi (Sekil 31).
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Alcon

Sekil 28. Fluorescein Sodyum.

Sekil 29. Slit-Lamp Biyomikroskop.
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Sekil 30. Fluorescein Sodyum Uygulanmis Kornea

Sekil 31. Kobalt Mavisi Isik Altinda Goriintii.

4.8.3. Gozyas1 Kirllma Zamam Testi

Tim gruplara ait deneklerin sag ve sol gozlerine %]1’lik fluorescein
sodyum’dan 1pl damlatildiktan sonra tam bir géz kirpmalart i¢in imkan
saglanmistir. Daha sonra slit-lamp biyomikroskop altinda kobalt mavisi filtresi
kullanilarak deneklerin 2. bir g6z kirpmasina miisaade etmeksizin kornealarindaki

noktasal kirilmalarin ilk basladig1 an saniye (sn) olarak kaydedilmistir.
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4.9. Western-Blot, Histopatolojik ve Immunohistokimyasal Analizler
4.9.1. Western-Blot Analizleri

Calisma sonunda tiim denekler dekapite edilerek sag ve sol orbital dokular
penset yardimi ile ¢ikarildi (Sekil 32). G6z doku ornekleri (n=3x4 grup) sogukta
PBS ile yikandi, sonra kiiclik parcalara bdliinerek mekanik ve cam
homojenizatorde lizis tamponunda parcalandi (0,5 M Tris; pH:8, EDTA, B-
mercaptoethanol, phenylmethylsulfonyl fluoride, NP-40, Proteinaz K,
Ditiyotreitol). Parcalanan doku oOrnekleri 14000 rpm’de 5 dk. santrifiijlendi,

siipernatant alinarak kullanincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

Western Blot asamasinda kullanilan primer ve sekonder antikorlar (TNF-a
Antibody (52B83) ab8348, IL-1a Antibody (ALF-161) sc12741, beta actin E-
AB-20094, Nrf-2 antibody ab137550, NF-xB antibody sc-8008 primer antikorlari;
m-IgGk BP-HRP sc-516102 ve ab97023 sekonder antikorlar1) Santa Cruz
Biotechnology (Germany), Abcam ve Elabscience (U.S.A)’dan temin edilmistir.
SDS PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi)’de kuyulara
protein yiiklemesi yapilmadan Once lowry kiti ile protein konsantrasyonlari

Ol¢iilmiis ve her kuyuya 30 pg protein drnekleri yiiklenmistir.

SDS-PAGE teknigi ile dokulara ait protein ornekleri %12’lik jelde
yiiriitiilmiistiir. Daha sonra bu proteinler Western blotlama teknigi ile nitroseliiloz
membrana aktarilarak sentez oranlarina bakilmis ve sonrasinda nitroseliiloz
membranda gozlenen protein diizeyleri yogunluk belirleyici analiz sistemi ile

Olciilmiistiir.
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4.9.2. Histopatolojik Analizler

Histopatolojik analiz i¢in ayrilan orbital dokular (n=4x4 grup), %10’luk
tamponlu formaldehit ile tespit edildi. Gozler dorso-ventral pozisyonda optik
sinire yakin olarak trimlenerek, otomatik doku takip cihazinda (Leica TP 1020,
Wetzlar, Almanya) alkol, ksilol ve parafin serilerinden geg¢irildi. Doku bloklama
cihazinda (Leica EG 1150 H, Wetzlar, Almanya) parafin bloklama yapildi. Elde
edilen parafin bloklardan rotary mikrotom (Leica RM2125, Wetzlar, Almanya) ile
3-5 mikron kalinhiginda kesitler pozitif sarjli lamlara alindi. Hazirlanan kesitler
otomatik doku boyama makinasinda (Leica Autostainer XL, Wetzlar, Almanya)
Hematoksilen-Eosin ve Periyodik Asit Shift (PAS) yontemiyle boyanarak 1sik
mikroskobunda incelendi. Korneadaki damar ve yangisal hiicre sayist 151k
mikroskobu altinda degerlendirildi.

4.9.3. Immunohistokimyasal Analizler

Bu metotta Avidin-Biotin Kompleks (ABC) Immunohistokimya yontemi
kullanildi. immﬁnohistokimyasal olarak TNF- a, IL-1a, Nrf-2 , NF-Kb ve VEGF
yoniinden inceleme yapildi. Bu incelemeler i¢cin 5 mikron kalinlikta kesilen doku
ornekleri pozitif sarjli lamlara alinarak kurutuldu. ABC teknigi kullanilarak ticari
kitlerin protokolii uygulandi. Kesitlerin ksilol ile deparafinizasyonlart ve seri
alkollerle hidrasyonlar1 yapildi. Sitratli tampon soliisyonda 600 watt giiciindeki
mikrodalga firinda 20 dakika kaynatildi. Oda sicakliginda 15 dakika sogumaya
birakildiktan sonra 15 dakika PBS te bekletildi. Bu asamadan sonra kullanima
hazir immunohistokimya kitinde (Ultra Vision Detection System, Anti-
Polyvalent, HRP, 40 Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, A.B.D.) hazir

bulunan kimyasallar kullanild1 ve iiretici firmanin Onerdigi standart prosediir
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uygulandi. Hidrojen peroksit blok soliisyonda 10 dakika bekletilerek endojen
peroksidaz aktivitesi engellendi ve 15 dakika PBS te bekletildi. Spesifik olmayan
baglanmalar1 engellemek icin protein blok solisyonunda da 5 dakika
bekletildikten sonra yikama yapilmaksizin sadece kesitlerin iizerindeki fazla sivi
giderildi ve primer antikor (TNFa, Elabsciences, IL-1a, Santa Cruze, Nrf-2, Santa
Cruze, ve NF-Kb, Santa cruze) ile 1 saat, oda sicakliginda, nemli ortamda
inkubasyona birakildi. Primer antikorlar i¢in sulandirma oranlari; TNFa, IL-1a,
VEGF ve NF-Kb i¢in 1/100 oraninda uygulandi. Inkubasyon sonunda 15 dakika
PBS te bekletilen kesitler sekonder antikor ile 30 dakika inkiibe edildi ve 15
dakika PBS te bekletildi. Sonrasinda HRP (Horse Radish Peroksidase) enzimi ile
isaretli streptavidin ile inkiibe ediledi. 15 dakika PBS te yikama islemi
uygulandiktan sonra kromojen ile isaretlenen bdlgelerin belirlenmesi icin
diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) ile kontrollii bir sekilde inkiibe edilip
distile su ile yikandi. Karsit boyamada kesitler yaklasik 2 dakika Mayer

hematoksilen soliisyonunda tutuldu. Su bazli yapistirici ile kapatildi.

-

Sekil 32. Orbital dokularin ¢ikarilmasi.
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4.10. istatistik Analizler

Biitiin veriler SPSS 21 (SPSS Inc, Chicago, Ill., USA) paket programinda
varyans analizi ile degerlendirilmistir. Akoz goézyas1 iiretim miktari, korneal
boyanma testi ve TBUT analiz sonuglarinin grup i¢i degerlendirilmesinde
ANOVA post-hoc testi, zaman araliklarina gore gruplar arasi tekrarlayan non-
parametrik testlerin degerlendirmeleri i¢in ise Friedman testi uygulanmistir.
Arasinda onemli fark bulunan gruplarda farkin hangi zaman araliginda oldugunu
saptamak amaciyla Wilcoxon testi kullanilmistir. Western-blot analiz sonuglarinin
istatistiki degerlenmesinde ise gruplar arasi farkliliklar1 belirlemek i¢in One-way
ANOVA, Post Hoc Duncan testi uygulanmistir. Yapilan istatistiklerin
giivenilirligi agisindan, Olgiimler en az 3 tekrar olacak sekilde yapilmistir.
Histopatolojik ve immunohistokimyasal analizlerde gruplar aras1 farkliliklar One-
way ANOVA programiyla varyans analizi yapilarak degerlendirildi. Gruplar arasi
ikili karsilastirmalar ise Tukey post hoc testiyle gerceklestirildi. P degeri, <0.05

1se istatistiksel olarak onemli kabul edildi.
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5. BULGULAR

Deneklerin ¢alisma boyunca giinliik vital takipleri gerceklestirilmis olup,
KG grubundan 2 adet denek ¢alismanin 30. giinlinde parametrik degerlendirme
testlerinden sonra Slmiistiir. Diger deneklerde ise ¢alisma boyunca herhangi bir
olumsuzluga rastlanilmamastir.

5.1. KG Modelinin Degerlendirilmesi
5.1.1. Parametrik Test Bulgular
5.1.1.1. Akoz Gozyas1 Uretim Miktar1 Olciimii (EAPPT )

Calismanin 0. giiniinde (baseline) akdz gozyasi iiretim miktart yoniinden
tim gruplardaki deneklerin her iki gbziine ait veriler arasinda istatistiki agidan
anlaml bir fark tespit edilmedi (P> 0.05, Tablo 3). Tiim gruplara ait deneklerin sag
gozlerine 14 giin siireyle BAK uygulanmasindan sonraki ilk 6lgiim zamani olan 15.
giin ortalamalarinin baslangi¢ 6l¢iimii ortalamalarina gére 6nemli oranda azaldigi
ve bu azalmanin istatistiksel agidan anlamli oldugu belirlendi (P< 0.05, Tablo 3).
KG grubu deneklerin BAK uygulanan sag gozlerinin akdz gozyas: liretim miktari
ortalamalarinin 15. glinden sonra ¢alismanin sonuna kadar anlamli bir degisiklik
gostermedigi kaydedilmistir (P> 0.05, Tablo 3). Ote yandan 14 giin siireyle SF
uygulanan sol gozlere ait ortalamalarin ilk 6l¢iim zamanindan c¢alismanin sonuna
kadar istatistiki agcidan anlamli bir fark géstermedigi belirlenmistir (P> 0.05, Tablo 3).
5.1.1.2. Korneal Fluorescein Boyanma Testi

Baglangic oOlglimlerinde, tim gruplardaki deneklerin her iki goziine ait
korneal fluorescein boyanma skorlari “0” olarak kaydedilmistir. Dolayisiyla O.
giinde gruplar ve denekler arasinda belirtilen parametre yoniinden anlamli bir fark
bulunamamastir (P> 0.05, Tablo 4). Her bir grubun 2 hafta siireyle BAK uygulanan

sag gozlerine ait 15. giin boyanma skor ortalamalarinin baslangic 6l¢timlerine
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kiyasla belirgin bir sekilde arttig1 ve bu artigin istatistiki agidan anlamli oldugu
saptanmustir (P< 0.05, Tablo 4). 14 giin BAK uygulandiktan sonra 15 ile 30. giinler
arasinda herhangi bir terapotik ajan uygulanmayip sadece hastalik modelinin
izlendigi KG grubu deneklerin sag gozlerine ait boyanma skor ortalamalari
caligmanin tiim Ol¢iim zamanlarinda BAK uygulanmayan sol gozlerin
ortalamalarina gore anlamli oranda yiiksekti (P< 0.05, Tablo 4). BAK uygulanan
sag gozlerin negatif kontrolii olmasi amaciyla ¢alismanin basindan sonuna kadar
SF uygulanan KG grubunun sol gozlerine ait skor ortalamalari, calismanin higibr
Olclim zamaninda anlamli bir fark gostermemistir (P> 0.05, Tablo 4).

5.1.1.3. Gozyas1 Kirilma Zamam Testi (TBUT)

Baslangi¢ 6l¢iimiinde tiim deneklerin her iki goziine ait TBUT ortalamalar1
arasindaki fark istatistiki agidan anlamsiz bulunmustur (P> 0.05, Tablo 5). KG
modeli olusturmak amaciyla sag gozlerine 14 giin slireyle BAK damlatilan
deneklere ait TBUT siirelerinin SF uygulanan sol gozlerine ait ortalamalardan
belirgin sekilde kisa oldugu ve bu kisaligin istatistiki acidan anlamli oldugu
kaydedilmistir (P< 0.05, Tablo 5). Hastalik modelinin takip edildigi KG grubunun
sag gozlerinden 15. giinde alinan TBUT ortalamalarinin 25. giin 6l¢iimiine kadar
onemli bir degisiklik gostermedigi (P> 0.05, Tablo 5); bundan sonraki 2 6l¢iimiin
(25. ve 30. giin) ise 15. giin ortalamalarina goére anlamli bir sekilde uzadigi
saptanmistir (P< 0.05, Tablo 5). KG grubunda hastalik modelinin takip edildigi
sag gozlerin negatif kontrolii olmas1 amaciyla sadece bu deneklerin SF uygulanan
sol gozlerine ait TBUT ortalamalar1 arasinda ¢alismanin basindan sonuna kadar

istatistiki bir fark bulunmamistir (P> 0.05, Tablo 5).
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5.2. Ekstraktlarin Terapotik ve Yan Etkilerinin Degerlendirilmesi
5.2.1. Parametrik Test Bulgular
5.2.1.1. Ak6z Gozyas1 Uretim Miktar1 (EAPPT)

Calismanin 20. giinlinde yapilan dl¢iimlerde elde edilen ortalamalar ile 15.
giin ortalamalar1 karsilagtirildiginda; BAK’tan sonra ekstrakt uygulanan gruplar
iginde en yiiksek EAPPT degerinin 3,714+0,56 mm/sn ile YC grubuna ait oldugu
belirlenmis ve bu artisin anlamli oldugu kaydedilmistir (P< 0.05, Tablo 3). Bu
Olclim zamaninda GB grubu ortalamalar1 15. giine gore istatistiki agidan anlamli
olmasa da yiikselirken (P> 0.05, Tablo 3), CH grubunda anlamli olmayan bir
azalma saptanmistir (P> 0.05, Tablo 3). 25. giinde ekstrakt uygulanan bu ii¢
grubun (GB, YC, CH) ortalamalar1 bir 6nceki Ol¢clim zamanina goére artmis
olmasina ragmen bu artigin istatistiki a¢idan anlamli olmadigr bulunmustur (P>
0.05, Tablo 3). 25. giin dl¢iimlerinde en yiiksek EAPPT miktar1 4,00+0,50 mm/sn
ile GB grubundan alinmistir. Calismanin son Ol¢lim zamani olan 30. giinde
ekstrakt uygulanan tiim gruplarin 6l¢lim ortalamalar1 bir 6nceki Sl¢glim zamani
olan 25. gline gore diislis gosterirken, bu diisiislerin istatistiki acidan Snemli
olmadig1 belirlenmistir (P> 0.05, Tablo 3). Ekstrakt uygulanan gruplara ait
ortalamalar, 15-30. giinler arasindaki degisimlerine yani terapdtik etkilerine gore
degerlendirildiginde; en yiiksek artisin YC grubunda oldugu fakat bu artisin diger
gruplarin degisimleriyle karsilagtirildiginda istatistiki agidan anlamli olmadig:
saptanmistir (P> 0.05, Tablo 3). Ekstraktlarin olast yan etkilerinin takip edildigi
sol gozlere ait EAPTT ortalamalarinin g¢alismanin basindan sonuna kadar

istatistiki agidan anlamli bir fark gostermedigi belirlendi (P> 0.05, Tablo 3).
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5.2.1.2. Korneal Fluorescein Boyanma Testi

Ekstrakt uygulanan gruplar korneal fluorescein boyanma testine gore
degerlendirildiginde, 20. giinde sadece CH grubunun boyanma skorunda azalma
gbzlenmis, fakat bu azalmanin diger gruplardaki degisimlerle birlikte istatistiki
acidan anlamli olmadigi saptanmistir (P> 0.05, Tablo 4). 25. giin ortalamalar1 bir
onceki Olglim zamamiyla karsilastirildiginda boyanmanin en ¢ok azaldigir grubun
1,42+0,53 ile YC grubu oldugu belirlenmistir (P> 0.05, Tablo 4). Diger iki grubun
(CH ve GB) skor ortalamalarinda da diislis gozlenmis fakat bu diisiisler de
istatistiksel agidan onemli bulunmamistir (P> 0.05, Tablo 4). Calismanin son
Olctim zamani olan 30. giinde, daha once diisiis eg8ilimi gosteren YC grubunun
boyanma skor ortalamasinda énemli bir degisiklik gozlenmedi (P> 0.05, Tablo 4).
Diger iki grubun ortalamalarinda diisiis belirlense de bu degisimlerin de yine
istatistiksel acidan anlamli olmadigi belirlendi (P> 0.05, Tablo 4). Ekstrakt
uygulanan gruplara ait boyanma skor ortalamalarinin 15. ile 30. giinler arasindaki
degisimlerine bakildiginda; KG olusumundan sonra korneal boyanmasi en fazla
diisen grubun diger gruplara gore anlamli bir fark gostermese de YC grubu oldugu
saptanmistir (P> 0.05, Tablo 4). Ekstraktlarin olast yan etkilerinin takip edildigi
bu 3 grubun korneal fluorescein skor ortalamalarinin, ¢alismanin basindan sonuna
kadar istatistiki agidan anlamli bir degisiklik gostermedigi belirlenmistir (P> 0.05,
Tablo 4).
5.2.1.3. Gozyas1 Kirllma Zamani Testi (TBUT)

Baglangic ol¢iimlerinde yaklasik olarak 6,95 sn Olgiilen tiim gruplarin
TBUT ortalamalarinin, 15. gilin analizlerinde 3.01 seviyesine kadar distiigi

saptanmigtir. Calismanin  20. giinlinde ekstrakt uygulanan gruplarin test
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ortalamalar1 arasindaki fark anlamli olmamakla (P> 0.05, Tablo 5) birlikte en
yiiksek TBUT ortalamasinin 5,02+0,13 sn ile YC grubuna ait oldugu belirlenmis
ve bu durum ¢alismanin sonuna kadar deg§ismemistir. 3 gruba ait ortalamalarin 15-
30. giinler arasindaki degisimleri incelediginde; diger 2 gruba gore istatistiki
acidan anlaml farkliliklar gostermese de (P> 0.05, Tablo 5) KG olustuktan sonra
TBUT un en ¢ok uzadigi grubun YC oldugu saptanmistir.

Ekstraktlarin yan etkilerinin takip edildigi sol gozlere ait TBUT
ortalamalari, ¢alismanin basindan sonuna kadar Onemli bir degisiklik
gostermemistir (P> 0.05, Tablo 5).

Tablo 3. Gozyas1 Uretim Miktarlar1 (mm/sn)

Olgiim Zamanlar1 (Sag Goz)

Gruplar

0.giin 15.glin 20.giin 25.glin 30. giin P degeri
KG 3,85+0244 235+0,858 2,14+037% 2,64+0,74%  2,85+0,69°B 0,020
GB 3,71 £0,39% 2,50 £0,868 3,28 +£0,6948° 4,00 + 0,504C® 3,28 + 0,754B¢ 0,018
YC 428 +0,394  235+0,98% 3,71 £0,562" 3,92 + 0,53 3,50 +0,405¢ 0,006
CH 4,07 £0,44% 2,71 £0,908 2,42 +0,83B% 350 + 1,084B 335+0,7448 0,022
P degeri > 0.05 > 0.05 0,000 0,000 > 0.05

Olgiim Zamanlar1 (Sol G6z)

Gruplar

0.giin 15.giin 20.giin 25.giin 30. giin P degeri

KG 4,00 +£0,00 3,85+0,24 3,85+0,24 392+0,18 3,64+0,24 0,053

GB 392+0,34 392+0,18 4,00 = 0,00 4,00 + 0,00 3,64 £0,37 0,075
YC 3,92+0,53 4,07+0,18 4,00 £ 0,28 4,07 £0,34 3,85+0,24 0,357
CH 3,92+0,34 4,00+0,28 3,78 £ 0,39 4,14 £0,24 3,71 £ 0,39 0,178
P degeri > 0.05 >0.05 >0.05 > 0.05 > 0.05

a-c: Ayni siitunda farkli harfi tasiyan gruplar arasi fark istatistiki olarak 6nemlidir. (P < 0.05),
ANOVA, post hoc Tukey. A-C: Ayn1 satirda farkli harfi tasiyan gruplar aras1 fark énemlidir. (P <
0.05), Friedman, ikili karsilastirma Wilcoxon.
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Tablo 4. Korneal Boyanma Testi (Skor) Verileri

Olgiim Zamanlar1 (Sag Goz)

Gruplar
0.giin 15.giin 20.giin 25.glin 30. giin P degeri
KG 0 3,000,578 2,42+0,788%¢ 2,42 +0,78%C 2,00+ 0,57¢ 0,035
GB or 3,28 +0,758 328 0,608  2,28+0,75%¢ 2,00+ 0,57¢ 0,059
YC 02 3,14+0378 3,71 £0,565¢ 1,42 +0,53€ 1,42 +£0,78€ 0,003
CH 0 3,28+0,48% 242 +0,835¢  2,00+0,57€ 1,71 £0,75¢ 0,013
P degeri > 0.05 > 0.05 > 0.05 > 0.05 > 0.05
Olgiim Zamanlar1 (Sol G6z)
Gruplar
0.giin 15.giin 20.gilin 25.giin 30. giin P degeri
KG 0 0,57+ 0,53 0,57+ 0,53 0,42 £0,53 0,42 £0,53 0,896
GB 0 0,57+ 0,53 0,57+ 0,53 0,42 £0,53 0,28 +£0,48 0,724
YC 0 0,57+ 0,53 0,57+ 0,53 0,42 £0,53 0,14 £0,37 0,392
CH 0 0,57+ 0,53 0,57+ 0,53 0,42 +£0,53 0,42 +£0,53 0,919
P degeri > 0.05 > 0.05 > 0.05 > 0.05 > 0.05

A-C: Ayni siitunda farkli harfi tagiyan gruplar arasi fark istatistiki olarak énemlidir. (P < 0.05),
ANOVA, post hoc Tukey

A-C: Ayni satirda farkli harfi tasiyan gruplar arasi fark onemlidir. (P < 0.05), Friedman, ikili
karsilastirma Wilcoxon.
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Tablo 5. TBUT (sn) Test Verileri

Olgiim Zamanlar1 (Sag G6z)
Gruplar

0.giin 15.gtin 20.giin 25.giin 30. giin P degeri

KG 6,95+0,18% 3,07+0,118  3,25+0,095 3,74 £0,20°P* 4,54 +£0,174P* 0,000

GB 6,92+0,18% 295+0,128 4,57 +0,178%° 540 £0,10P* 5,99 + 0,114 (0,000

YC 6,98 £0,12% 3,040,118  5,02+0,138% 596 +0,12°P¢ 6,14 +0,08*P¢ 0,000

CH 6,98 £0,104  2,99+0,118 4,80 £0,185 5,75 +0,19P« 5,96 + 0,124P<¢ (0,000

P degeri > 0,05 > 0,05 0,000 0,000 0,000

Olgiim Zamanlari (Sol G6z)
Gruplar

0.giin 15.glin 20.giin 25.glin 30. gin P degeri

KG 7,01 £0,09 6,94 +0,11 6,96 + 0,14 6,94 +0,14 6,96 +0,12 0,613

GB 6,98 0,11 7,04+0,08 6,86+0,11 7,05+0,11 6,98 +0,12 0,069

YC 7,00+£0,12 695+0,11 6,99+0,13 7,00 £ 0,10 7,04+£0,09 0434

CH 7,03+0,05 7,01+0,09 7,01 £0,10 7,04 £0,10 7,04 £0,11 0,741

P degeri > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05

a-d Ayni siitunda farkli harfi tagiyan gruplar arasi fark istatistiki olarak 6nemlidir. (P < 0.05),
ANOVA, post hoc Tukey

A-D: Ayni satirda farkl harfi tagiyan gruplar arasi fark dnemlidir. (P < 0.05), Friedman, ikili
karsilagtirma Wilcoxon.
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Sekil 33. 0.giin KGG korneal boyanma (Skor 0).

Sekil 34. 15.giin GBG korneal boyanma (Skor 4).

Sekil 35. 20.giin GBG korneal boyanma (Skor 2).
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Sekil 36. 20.giin YCG korneal boyanma (Skor 2).

Sekil 37. 30.giin YCG korneal boyanma (Skor 1).

5.3. Western-Blot Analiz Bulgular

Deneklerin okiiler doku orneklerinde Western-Blot teknigi ile IL-1a,
TNF- a, Nrf-2 ve NF-Kb seviyeleri degerlendirildi. IL-1a, TNF- a ve NF-Kb’ya
gore inflamatorik ekspresyon seviyeleri en diisiik YC’de, en yiiksek KG (hastalik

modeli-sag goz) ve CH gruplarinda olciildii (P<0.05, Sekil 38). Nrf-2 i¢in en
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diisiik ekspresyon seviyeleri KG (hastalik modeli-sag go6z), ekstrakt uygulanan

gruplar i¢inde ise en yiiksek YC, en diisik CH gruplarinda ol¢iildii. Bu

parametreye gore tim gruplarin inflamatorik ekspresyon seviyeleri arasindaki

farklarin istatistiki agidan anlamli oldugu belirlenmistir (P<0.05, Sekil 38).

Ortalama IL-1 Protein Ekspresyon Diizeyleri (%)

Ortalama NF-kB Protein Ekspresyon Diizeyleri (%)
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-Grafiklerde yalnizca ekstrakt uygulanan sol gozler ekstrakt ismi ile, KG

olusturuldaktan sonra ekstrakt uygulanan sag gozler ise KG+YC+GB+CH olarak

belirtilmistir.
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Sekil 38. Western-Blot analiz sonuclari.

A.1IL-1 a, B. TNF-a, C. NF-Kb, D. Nrf-2 E.Western-blot protein bantlar1. *a-h: gruplar
arasi farkliliklar farkli harfler ile gosterilmistir ve bu fark istatistiki agidan 6nemlidir (P <

0.05). One-Way ANOVA Post Hoc Duncan Testi. (n=3x4 grup)

5.4. Histopatolojik Bulgular

Kuru g6z grubunun sol gozleri (negatif kontrol) histopatolojik olarak
incelendiginde bu yapilarin 3-4 kath epitel tabakasindan, bazal tabakanin ise
kuboidal hiicrelerden olustugu tespit edildi. Bazal hiicrelerinin farklilagarak
yassilagmasi sonucu korneanin yiizey hiicrelerine doniistiikleri dikkati cekti. KG
grubunun sol gdzlerinin (hastalik modeli) kornea epitel hiicrelerinin homojen bir
goriinimde oldugu, epitel katmanin iki katli hiicrelerden olustugu ve yiizey

epitelinin belirgin olarak keratinize oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 39).
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Sekil 39. Pozitif kontrol grubunda keratinizasyon (okbasi), Odem ve

neovaskiilarizasyon (oklar).

5.4.1. Korneal Neovaskiilarizasyon

Korneal neovaskiilarizasyonun 6zellikle KG grubunun hastalik modeli
olusturulan sag gozlerinde diger tiim grup olgularinkine kiyasla daha belirgin
oldugu ve farklarin istatistiki agidan anlamli oldugu saptanmistir (P<0.05, Sekil
40). KG grubunun negatif kontrolii olan sol gozleri ile ekstraktlarin olasi yan
etkilerinin izlendigi sol gozler arasinda korneal neovaskiilarizasyon agisindan
onemli farklar bulunmadigi kaydedilmistir (P>0.05, Sekil 40). Bu gruplarda
damarlasma yok denecek kadar azdir. KG olusturulduktan sonra ekstraktlarin
terapotik etkilerinin arastirildigt 3 grubun sag gozlerinde damarlagmalarin

bulundugu tespit edilmis ve gruplar arasinda belirtilen parametre yoniinden
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istatistiksel agidan 6nemli farklarin oldugu belirlenmistir (P<0.05, Sekil 40). Buna
gore damarlasmanin en disiik oldugu grup YC grubudur. Siddetli
neovaskularizasyon saptanan olgularda kronik hemoraji belirtisi olarak

hemosiderin yiiklii makrofajlara da rastlanmistir (Sekil 41,42).

© S
T 7

Damar Sayisi Ortalamalar
T

—t
=3 =
1
Q
N
Q
N
- =

Sekil-40. Korneadaki damar sayisi ortalamalari.

*a-d: Gruplar aras1 farkliliklar farkli harfler ile gosterilmistir ve bu fark istatistiki
acidan 6nemlidir (P < 0.05). One-Way ANOV A Post Hoc Duncan Testi.

-Grafiklerde yalnizca ekstrakt uygulanan sol gozler ekstrakt ismi ile, KG
olusturuldaktan sonra ekstrakt uygulanan sag gozler ise KG+YC+GB+CH olarak

belirtilmistir. (n=4x4 grup)
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Sekil 41. Kontrol ve tedavi gruplarinda korneadaki neovaskiilarizasyon siddeti

(oklar), H-E, Bar: 20 um. A. KG grubu sag goz (pozitif kontrol) B. GB grubu sag
g6z C. YC grubu sag géz D. CH grubu sag goz.
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Sekil 42. Kontrol ve tedavi gruplarinda korneadaki neovaskiilarizasyon (oklar),
H-E, Bar: 100 um. A. KG grubu sag goz (pozitif kontrol) B. GB grubu sag goz C.
YC grubu sag goz D. CH grubu sag goz.

5.4.2. Korneada Yangisal Hiicre Sayisi

Korneada yangisal hiicrelerin sayist bakimindan en yiiksek oranlar KG
grubunun model olusturulan sag gozleri ile GB grubu olgularinda tespit edilmis
olup, bu iki grup arasindaki farkin istatistiki acgidan anlamli olmadigi
belirlenmistir (P>0.05, Sekil 43). Yangisal hiicrelerin en diisiik oldugu gruplar,
aralarinda fark olmaksizin (P>0.05, Sekil 43), KG grubunun negatif kontrolii olan
sol gozleri ile ekstraktlarin olas1 yan etkilerinin takip edildigi 3 grubun sol
gozleridir. Ekstraktlarin terapotik etkilerinin izlendigi 3 grup arasinda yangisal
hiicre sayisinin en diisiikk oldugu gruplar YC ve CH’dir. Belirtilen parametre
acisindan bu iki grup arasinda anlamli bir farkin olmadig1 saptanmistir (P>0.05,

Sekil 43).
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Sekil 43. Kontrol ve tedavi gruplarinda korneadaki yangisal
hiicrelerin sayisi.

*a-c: Gruplar arasi farkliliklar farkli harfler ile gosterilmistir ve bu fark istatistiki
acidan 6nemlidir (P < 0.05). One-Way ANOVA Post Hoc Duncan Testi.

-Grafiklerde yalnizca ekstrakt uygulanan sol gozler ekstrakt ismi ile, KG
olusturuldaktan sonra ekstrakt uygulanan sag gozler ise KG+YC+GB+CH olarak
belirtilmistir. (n=4x4 grup)

5.5. Immunohistokimyasal Bulgular
5.5.1. TNF-a Bulgular

TNF-a reaktivitesine gore en disiik seviyeler, KG grubunun negatif
kontrolii ve ekstrakt kullanilan gruplarin sol gozlerinde saptanmis ve bu gruplar
arasindaki farklar istatistiki agidan 6nemli bulunmamstir (P>0.05, Sekil 44, 45)).
En yiiksek seviyeler aralarinda istatistiki ac¢idan fark olmaksizin YC ve CH
gruplarinda saptanmistir (P>0.05, Sekil 44, 45). Bu iki grubun verileri belirtilen
parametre acisindan diger tiim gruplardan farklidir (P<0.05, Sekil 44, 45). KG’nin
pozitif kontrolii ve GB gruplar1 arasinda da anlamli bir fark yoktur (P>0.05, Sekil
44, 45) ve YC ile CH’dan sonra TNF-a reaktivitesinin en yiiksek gruplar
bunlardir. Pozitif boyanan hiicreler, subepitelyal keratinositlerden ve kornea

epitelinden olusmaktaydi (Sekil 45).
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Sekil 44. TNF-a pozitif immunoreaktif hiicrelerin siddet skoru

*a-c: Gruplar arasi1 farkliliklar farkli harfler ile gosterilmistir ve bu fark istatistiki
acidan 6nemlidir (P < 0.05). One-Way ANOV A Post Hoc Duncan Testi.

-Grafiklerde yalnizca ekstrakt uygulanan sol gozler ekstrakt ismi ile, KG
olusturuldaktan sonra ekstrakt uygulanan sag gozler ise KG+YC+GB+CH olarak

belirtilmistir. (n=4x4 grup)
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Sekil 45. Kontrol ve tedavi gruplarinda TNF-a Aktivitesi (oklar), Bar:20 um.

A.KG grubu pozitif kontrol (+), B. KG grubu negatif kontrol, C. KG grubu
negatif kontrol D. GB grubu sag g6z (++), E. GB grubu sol goz. F. GB grubu sol
g6z G.YC grubu sag goz (++), H.YC grubu sol goz, I. YC grubu sol gz K.CH
grubu sag g6z (+++). L.CH grubu sol goz. M. CH grubu sol goz

=: Boyanma yok, +: Hafif boyanma , ++:Orta siddette, +++:Siddetli boyanma.

5.5.2. IL-1-0 Bulgularn

IL-1o immunoreaktivitesine gore en diisiik seviyeler, KG grubunun negatif
kontrolii ve ekstrakt kullanilan gruplarin sol gozlerinde saptanmis ve bu gruplar
arasindaki farklar istatistiki agidan onemli bulunmamistir (P>0.05, Sekil 46,47).
En yiiksek seviyeler ise aralarinda onemli farklar olmaksizin tiim ekstrakt

gruplarindan alinmistir (P>0.05, Sekil 46,47). KG grubunun pozitif kontroliindeki
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IL-1o immunoreaktivitesinin kontrol gruplarindan yiiksek, ekstrakt gruplarindan
diisiik oldugu bulunmus olup bu farklar istatistiki agidan anlamli bulunmustur (P<

(P<0.05, Sekil 46, 47).
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Sekil 46. IL-1-a pozitif immunoreaktif hiicrelerin siddet skoru
*a-c: Gruplar arasi farkliliklar farkli harfler ile gosterilmistir ve bu fark

istatistiki agidan 6nemlidir (P < 0.05). One-Way ANOV A Post Hoc
Duncan Testi.

-Grafiklerde yalnizca ekstrakt uygulanan sol gozler ekstrakt ismi ile,
KG olusturuldaktan sonra ekstrakt uygulanan sag gozler ise

KG+YC+GB+CH olarak belirtilmistir. (n=4x4 grup)
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Sekil 47. IL-1a Aktivitesi, Bar: Bar:20 um.:

A.KG grubu pozitif kontrol olgularindan birinde epitelyal immunoreaktivite (++)
B.GB grubu olgulardan birinde epitelyal immunoreaktivite (++)

C.YC grubu olgulardan birinde epitelyal immunoreaktivite(+)

D.CH grubu olgulardan birinde epitelyal immunoreaktivite(++)

=: Boyanma yok, +: Hafif boyanma , ++:Orta siddette, +++:Siddetli boyanma.
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5.5.3. NrF-2 Bulgulan:

NrF-2 immunoreaktivitesine gore en diisiik seviyeler, KG grubunun
negatif kontrolii ve ekstrakt kullanilan gruplarin sol gozlerinde saptanmis ve bu
gruplar arasindaki farklar istatistiki agcidan 6nemli bulunmamistir (P>0.05, Sekil
52,53). En yiiksek seviyeler ise aralarinda 6nemli farklar olmaksizin tiim ekstrakt
gruplarindan alimmistir (P>0.05, Sekil 52,53). KG grubunun pozitif kontroliindeki
NrF-2 immunoreaktivitesinin kontrol gruplarindan yiiksek, ekstrakt gruplarindan
diisiik oldugu bulunmus olup bu farklar istatistiki agidan anlamli bulunmustur

(P<0.05, Sekil 48,49).
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Sekil 48. NrF-2 pozitif immunoreaktif hiicrelerin siddet skoru

Nrf-2 pozitif inmunoreaktif hiicrelerin siddet skoru

*a-c: gruplar arasi farkliliklar farkli harfler ile gosterilmistir ve bu fark istatistiki

acidan 6nemlidir (P < 0.05). One-Way ANOV A Post Hoc Duncan Testi.

-Grafiklerde yalnizca ekstrakt uygulanan sol gozler ekstrakt ismi ile, KG
olusturuldaktan sonra ekstrakt uygulanan sag gozler ise KG+YC+GB-+CH olarak

belirtilmistir. (n=4x4 grup)
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Sekil 49. NrF-2 aktivitesi, Bar: Bar:20 pum.:

A.KG grubu pozitif kontrol olgulardan birinde epitelyal immunoreaktivite (+)
B.GB grubu olgulardan birinde epitelyal immunoreaktivite (+++)

C.YC grubu olgulardan birinde epitelyal immunoreaktivite (++)

D.CH grubu olgulardan birinde epitelyal immunoreaktivite (+)

= Boyanma yok, +: Hafif boyanma , ++:Orta siddette, +++:Siddetli boyanma.
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5.5.4. NF-kB Bulgular:

NF-kB immunoreaktivitesine gore, en diisiik seviyeler KG grubunun
negatif kontrolii ve ekstrakt kullanilan gruplarin sol gézlerinde saptanmis ve bu
gruplar arasindaki farklar istatistiki agcidan 6nemli bulunmamistir (P>0.05, Sekil
50). En yiiksek seviyeler ise aralarinda énemli farklar olmaksizin KG grubunun

pozitif kontrolii ile tiim ekstrakt gruplarindan alinmistir (P>0.05, Sekil 50).
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Sekil 50. NF-xB pozitif immunoreaktif hiicrelerin siddet skoru
*a-b: Gruplar aras1 farkliliklar farkli harfler ile gosterilmistir ve bu fark istatistiki

acidan 6nemlidir (P < 0.05). One-Way ANOV A Post Hoc Duncan Testi.

-Grafiklerde yalmizca ekstrakt uygulanan sol gozler ekstrakt ismi ile, KG
olusturuldaktan sonra ekstrakt uygulanan sag gozler ise KG+YC+GB+CH olarak

belirtilmistir. (n=4x4 grup)
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6. TARTISMA

Multifaktoriyel olarak ortaya ¢ikan ve diinya genelinde goriilen goz
hastaliklar1 arasinda 6nemli bir yer tutan KGS, temel anlamda okiiler yiizeyin
hafif fakat siirekli olarak maruz kaldig1 olumsuz etkiler neticesinde olusan yangi
ile  karakterize bir durumdur. Hastalik hayvanlarda genel olarak
Keratokonjunktivitis Sikka (KKS) ismi ile anilmaktadir. (1, 2, 14, 17, 19, 20, 245,
250, 264-271). Okiiler yiizeyin nemli kalmasinin yani sira korunmasinda da rol
alan gozyasinin yeterli liretilmesine ragmen evaporatif etkenlere maruz kalmasi ya
da lakrimal bez disfonksiyonuna bagli olarak yetersiz iiretilmesi bu hastaligin
kokenini olugturmaktadir (175, 258).

Okiiler yiizey (kornea, konjunktiva, aksesuar lakrimal bezler), Meibomian
bezleri, ana lakrimal bez ve bu yapilarin aralarindaki innervasyon fonksiyonel bir
birim olusturur (121,266). Kuru goz hastaliginda bu yapilardan herhangi biri veya
tamamu etkilenebilir (56, 266).

Yapilan arastirmalar, KGS’nin ¢ok sayida otoimmiin hastalik ile iliskili
inflamatuar bir hastalik oldugunu gostermistir (22, 56, 58). Gozyast film
hiperosmolaritesi, KGS’yi olusturan faktorlerden biri olarak bilinir. Mevcut ve
onceki ¢aligmalar, gozyasi hiperosmolaritesinin okiiler dokularda ve korneal epitel
hiicrelerinde yangi Oncesi sitokinleri ve MMP seviyelerini yliikselttigini
gostermistir (38,47,54,56,121).

Yangi, okiiler yiizeydeki hasarin ve kurulugun hem nedeni hem de sonucu
olarak goriilmektedir (57, 58, 63, 64, 121, 271). Ge¢mis yillardan beri KGS’nin
nedenlerini, etiyopatogenezisini ve tedavi seceneklerini arastirmak amaciyla ¢ok

sayida hayvan modeli calismast yapilmaktadir
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(1,2,4,7,20,51,85,103,250,251,268). Ancak her modelin olusum mekanizmasi
deney odakli oldugundan ayrica sinirlt ve subjektif degerlendirmeye alindigindan
dolay1 6zellikle kronik KGS olusumunu tam olarak yansitmasi beklenmemektedir
(251,265,268).

Evaporatif KGS olusturmayr amaglayan bazi modellerde, oftalmik
soliisyonlarin igerisinde koruyucu madde olarak kullanilan BAK’m farkli
konsantrasyonlarda, dozlarda ve zaman araliklarinda uygulandigir goriilmektedir
(1,2,175,197,248,251, 250, 255,256,267,268,269,271). Bu maddenin miisin ve
lipid tabakada hizli bir sekilde degisiklige yol ag¢mak suretiyle PGF’de
instabiliteye ve buna bagli olarak gozyasimnin asir1 buharlasmasina neden
olabilecegi belirtilmistir (2,175,248,250,255,267,268). Bu etkilerinin yani1 sira
yangl Oncesi sitokin seviyeleri ile kornea ve konjunktivadaki inflamatuar
hiicrelerin infiltrasyonunu indiikledigi, ayrica konjunktival goblet hiicre kaybina,
korneada epitelyal yikimlanmaya, erozyona, iilserasyona ve neovaskularizasyona
yol agabilecegi de rapor edilmistir (1,2,197,248,250,255,267,268). Bu sitotoksik
etkilerinden hareketle birgok arastirmaci, farkli hayvan tiirlerinde KGS modeli
olusturmak amaciyla BAK’1 kullanmistir (175,265,268).

BALB/c 1wrki farelerde gergeklestirilen KGS modeli ¢aligmalarinda,
BAK’1n okiiler yiizeyde farkli derecelerde sitotoksik etkiye yol agtig1 bildirilmistir
(197,249,250,269,270,271). Belirtilen ¢aligmalarda oldugu gibi mevcut ¢aligmada
da materyal olarak BALB/c irki fareler kullanildi ve deneklerde KG modeli
olusturmak amaciyla sag gozlere 14 giin siireyle topikal olarak BAK uygulandi.
15. glinde gergeklestirilen klinik parametrik testlerde, BAK uygulanan olgularin

akoz goOzyas1 1Uretim miktarlarinin azaldigi, korneal fluorescein boyanma
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skorlarinin (epitelyal yikimlanma derecesi) ise arttigi tespit edildi. Kuru goz
olusturmak maksadiyla cesitli fare modelleri gelistirilmistir
(1,2,175,197,249,250,267-271).

Kuru g6z modellerinde hastalik siireci; akdz gozyast iiretim miktart
(1,7,75,77,79),  (1,2,7,39,62,71,72,75), impresyon sitolojisi (95-97,99,100),
korneal fluorescein boyanma (2,7,62,71,197,219), korneal fluorescein temizlenme
(71,72,75,197,219) ve goézyas1 kirilma zamani (1,7,) testleri gibi bir¢ok kriter
yoniinden degerlendirilmistir.

Calismamizda bu parametrelerden akoz gozyasi tiretim miktari, korneal
fluorescein boyanma ve gozyasi kirilma zamamni testlerinden yararlanilmistir. Bu
testlerin sonucglarina (Tablo 3,4,5) bakildiginda BAK’mn KG’nin klinik
belirtilerine benzer etkiler olusturdugu gozlenmektedir ve bu veriler diger KG
modeli calismalarinda elde edilen sonuglar (1,2,197,249) destekler niteliktedir.

Kim ve ark. tarafindan yapilan c¢alismada, farelerin gozlerine 14 giin
stireyle giinde iki kez (sabah-aksam) %0,2’lik BAK’dan 5 ul uygulanmak
suretiyle bir KG modeli olusturulmustur. Uygulama Oncesi tiim deneklerin
gozyas1 Uiretim miktart ortalamalar1 arasindaki fark onemsiz (P> 0.05), 7. giinde
KG grubunun ortalamasi tedavi gruplarina gore diisiik, 14. glinde ise kontrol ve
tedavi grubunun ortalamalar1t KG grubundan diisiik olarak tespit edilmistir (197).

Kim ve ark. ile Kulualp ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmalarda, 14 giin
stireyle uygulanan BAK’1n gozyas: liretim miktarinda onemli bir azalmaya yol
actigi gozlenmistir (268,272). Calismamizda deneklerin sag gozlerinde KG
modeli olusturmak i¢in 14 giin siireyle giinde iki kez (sabah 08:00-aksam 20:00)

topikal olarak 5 pl dozunda BAK uygulamasi yapildi. Sol gozlere ise KG
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grubunun kontrolii olmasi amaciyla ayni zaman diliminde ve dozunda sadece
%0,9’luk SF damlatildi. Calismanin baslangi¢ 6l¢iimiinde EAPPT yo6niinden tiim
gruplar arasinda onemli bir fark (P> 0.05) bulunmamistir. 14 giin siireyle BAK
uygulanmasindan sonraki ilk Ol¢iim zamani olan 15. giinde deneklerin sag
gozlerine ait ortalamalarinin baslangi¢ 6l¢limiine gére dnemli oranda azaldigi ve
bu azalmanin istatistiksel a¢idan anlamli oldugu belirlendi (P< 0.05, Tablo 3).
BAK uygulanan sag gbzlerdeki bu azalma tablosu tiim gruplarda istatistiki agidan
anlamli bulunmamustir (P> 0.05, Tablo 3).

Ote yandan KG grubu deneklerin BAK uygulanan sag gozlerinin akoz
gbzyas1 Uretim miktar1 ortalamalarinin 15. giinden sonra ¢alismanin sonuna kadar
anlamli bir degisiklik gostermedigi kaydedilmistir (P> 0.05, Tablo 3). 14 giin
siireyle SF uygulanan sol gozlere ait ortalamalarin ise ilk 6l¢iim zamanindan
caligmanin sonuna kadar istatistiki ag¢idan anlamli bir fark gostermedigi
belirlenmistir (P> 0.05, Tablo 3). Tim bu veriler, bir¢ok arastirmacinin (192,
,194, 198, 199, 201, 268,272) da belirttigi gibi BAK uygulamasinin deneklerde
gozyas1 lretim miktarin1 6nemli oranda azalttigin1 gostermektedir.

Korneal fluorescein boyanma testi, fluorescein sodyumun goze
damlatilmasini takiben slit-lamp biyomikroskopta kobalt mavisi filtresi altinda, bu
maddenin yesil renk vermesi esasina dayanir (89, 90, 92). Normal kosullarda
saglam bir kornea epitelinde fluorescein maddesi gozyasi araciligr ile lakrimal
kanaldan atilir. Ancak epitel katmanin yikimlandig1 olgularda bir alt katman olan
stroma tabakasinda tutulan hidrofilik 6zellikteki bu madde, korneanin hasarli
oldugunu gostermektedir (9-14). Bu testin kullanildigi KG modeli ¢aligmalarina

bakildiginda, BAK uygulamasinin korneal boyanma skorlarinda énemli bir artisa

88



yol actig1 kaydedilmistir (1, 2,175,197,250,251,268,271,272). Mevcut ¢alismada,
BAK uygulanmasimi takiben ilk Ol¢lim zamami olan 15. giinde KG grubu
deneklerin sag gozlerindeki korneal fluorescein boyanma skor ortalamalari,
negatif kontrol amaciyla olusturulan ve BAK uygulanmayan sol gozlere gore
onemli oranda artig gostermistir. Bu durum, KG modelinin takip edildigi sag
gozlerde calisma sonuna kadar devam etmistir. Eldeki mevcut veriler, yukarida
belirtilen ve bu alanda yapilan ¢ok sayidaki ¢aligmanin sonuglarina benzer sekilde
BAK’1n korneada hasar olusturduguna isaret etmektedir.

TBUT degerlendirmesi PGF biitlinliigiinii belirlemede énemli bir testtir (1,
5, 7, 72, 75, 79). Meibomian bezi salgilar1 gozyasi filmine niifuz ederek
buharlagsmay1 yavaslatir ve boylelikle yar1 saydam optik bir yiizey alam
saglayarak, toz, polen vb. gibi bircok dis etkenin goz yiizeyine yapismasini
engeller. Lipid ve miisin tabakalardaki yetersizliklerin belirlenmesi ve Meibomian
bezindeki fonksiyonel durumun saptanmasi agisindan PGF biitiinliigiiniin
degerlendirilmesi ©nem arz etmektedir. Disfonksiyonlarm hatirt  sayilir
nedenlerinden biri de akdz gézyasinin evaporasyonudur (32, 34, 47, 48, 73, 219,
262, 268,273). BAK’1n igeriginde bulunan poliquaterner bilesikleri vasitasiyla
Meibomian bezinin epitel biitiinliigli {izerine toksik etki olusturabilecegi ve bezin
normal ¢aligmasimi etkileyebilecegi Rath ve ark. tarafindan yapilan caligmada
ortaya konmustur (274). Bircok KG modeli calismasinda, BAK uygulanan
deneklerde PGF stabilitesinin bozuldugu ve buna bagli olarak TBUT un kisaldig1
rapor edilmistir (1, 7, 80, 81, 87, 88). Lin ve ark. 7 giin siireyle %0,2 oraninda
BAK uyguladiklar1 deneklerin TBUT ortalamalarinin azaldigini belirlemislerdir

(250). Baska bir calismada (197), BAK 14 giin siire ile %0,2 oraninda topikal

89



olarak gozlere uygulanmis ve TBUT u 6nemli oranda azaltmistir. Calismamizin
baslangi¢ 6l¢iimlerinde tiim gruplarin TBUT ortalamalarinin 6,92-7,03 sn arasinda
degistigi ve aralarinda bu acidan oOnemli farkliliklar olmadigi (P> 0.05)
saptanmugstir. 14 giin slireyle BAK damlatilan gozlere ait TBUT ortalamalarinin
ise belirgin sekilde kisaldigi, bu kisaligin negatif kontrollerle kiyaslandiginda
istatistiki agidan anlamli oldugu kaydedilmistir (P< 0.05, Tablo 5). Mevcut
veriler, BAK’1n TBUT u kisalttig1 gortislerini (197, 250) destekler niteliktedir.

DK, vyiizyillardir Dogu Asya'da yetistirilmektedir ve anti-ateroskleroz,
anti-diyabet, anti-enflamatuar ve anti-norodejeneratif gibi yararli etkileri
nedeniyle geleneksel olarak bitkisel tipta genis bir kullanim alan1 bulmaktadir
(271, 272).

DK yapraklari uzun yillardir ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmis ve
bu uygulamalar ile ilgili herhangi bir toksisiteye iligskin bilgi olmamasina ragmen
doz asiminda retinotoksisiteye yol acabildigi yapilan bir c¢alismada ortaya
konmustur (200). Buradan hareketle yapraklardan elde edilen ekstratlarin
farmokokinetigi, farmakodinamigi ve ila¢ etkilesimleri hakkinda yeterli bilgiye
sahip olmak i¢in daha detayli ¢alismalara ihtiya¢ duyuldugu bildirilmistir (192,
201, 233). DK yapraklar1 flavonoidler, terpenoidler, regineler, polisakkaritler,
klorofil, karoten ve benzerleri gibi en yaygin polifenolik bilesik gruplar1 dahil
olmak iizere bol miktarda aktif bilesen igerir (189-194).

Kim ve ark.tarafindan yapilan deneysel modellemelerde BAK uygulanmak
suretiyle bir KG modeli olusturulmus ve terapdtik amagli olarak etanol ile
ekstrakte edilmis DK yapraklar1 oral olarak uygulanmistir. Caligmalar sonunda

KG grubuna kiyasla tedavi grubu deneklerin ak6éz gozyast {iretim miktar:
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ortalamalarinin arttig1, korneal fluorescein boyanma skorlarinin azaldigi ve TBUT
zamaninin uzadigi gozlenmistir (197, 272).

Farelerde extraorbital lakrimal bezin ekstirpe edilmesiyle olusturulan KG
modelinde tedavi amaciyla DK oral olarak uygulanmistir. Calisma sonunda bu
ajanin TBUT’u uzatti1, akdéz goézyasi iiretim miktarini arttirdigi ve korneal
boyanma derecesini azalttig1 rapor edilmistir (275). Mevcut ¢alismanin sonunda,
DK yapraklarindan elde edilen ekstraktin KG modeli olusturulan deneklerde akoz
gbzyas1 Uretim miktarmi arttirdigl tespit edilse de, terapotik etkisinin calisma
stiresince dalgal1 bir seyir gosterdigi belirlenmistir. Diger iki parametrik test olan
korneal fluorescein boyanma ve TBUT ta ise DK’nin ¢aligmanin basindan sonuna
kadar siirekli olarak faydali etkiler gosterdigi saptanmaistir.

DK yapraklarmin igeriginde bulunan kuarsetin, antioksidatif,
antikanserojen, antiagregan ve anti-inflamatuvar etkileri olan O©nemli bir
flavanoiddir (183-186, 189-191, 195, 276, 277). Baz1 ¢alismalar (276, 277),
kuarsetinin damla formunun sadece korneal yiizeydeki diizensizlige degil, ayn1
zamanda akoz gozyast iiretim miktarina da faydali oldugunu belirtmislerdir.
Kuarsetinin ayrica, lakrimal fonksiyonel iinitede antiinflamatuvar etkiler
gosterdigi, bu nedenle KG’nin tedavisinde yararli olabilecegi de kaydedilmistir
(276,277). Mevcut ¢alismada kullanilan {i¢ parametrik testin sonuclar1 birlikte ele
alindiginda, DK ekstraktinin en etkili ajanlardan biri oldugu sdylenebilir. DK’ nin
bu faydali etkisi, parametrik testlerde olumlu neticeler alindigini rapor eden
aragtirmacilarin verilerine paralellik gostermekle birlikte igeriginde bulunan
polifenollerden, kuarsetin ve kaempfrol flavanoidlerden kaynaklanabilecegini de

diistindiirmektedir.
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YC, EGCG gibi 6nemli katesinleri i¢inde bulunduran diisiik molekiillii cok
sayida polifenol iceren bir bitkidir (278, 279). Katesinlerin, anti-inflamatuvar,
antikanserojen, antioksidan, hipotansif, hipoglisemik ve antiviral etkileri vardir
(212, 215, 280, 281). Baz1 calismalar. EGCG’nin otoimmun bozukluklar ile
iliskilendirilen iltihaplanmalarda inhibe edici etkiye sahip oldugunu ortaya
koymustur (220, 279, 280). Cavet ve ark. yaptiklar1 bir calismada, EGCG’nin KG
gibi yangisal kokenli hastaliklarda korneal epitel hiicrelerde anti-inflamatuvar bir
etki gosterdigini saptamislardir (215). Ote yandan yiiksek orandaki yesil cay
tiikketiminin yararindan ziyade zararinin da olabilecegi bildirilmistir (278).

Ozellikle karaciger ve pankreasta toksik etki olusturabilecegi, kan lipid
seviyesinde diismeye yol acacagi ratlar lizerinde yapilan c¢alismalarda ortaya
konmustur (211, 214, 282, 283). Lipid metabolizmasinda olusturdugu bu olumsuz
etkiler, PGF’nin lipid katmani i¢in de risk olusturmakta; ayrica gézyasinin demiri
baglaylp aliiminyum seviyesini azaltmak suretiyle elektrolit dengesini de
bozmaktadir (206, 278).

Masmali ve ark. KG olgularinda yesil ¢ay tiiketimi sonrasi gozyasi
kompozisyonunda ve PGF kalitesinde azalma olabilecegini ortaya koymuslardir
(278). Mevcut calismada, KG modeli olusturulan olgularin bir grubuna (YC
grubu) %0,1 oraninda dilue edilmis YC yaprag: ekstrakti topikal olarak uygulandi.
Akoz gdzyas: liretim miktar1 parametresine gore, ekstraktin YG grubu olgularda
en yliksek etkisini 25. giin 0l¢limlerinde gdsterdigi saptanmistir. Calisma sonunda
kiiciik bir diislis gosteren gozyas:t Uretim miktart ortalamast yine de tim
gruplardan yiiksek oOl¢iilmiistiir. Benzer sonuglar korneal fluorescein boyanma

testinden de alinmistir. BUT ta da ¢alismanin son 6l¢iim zamaninda kirilmanin en
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gec gerceklestigi grup yine YC olarak belirlenmistir. Bu sonuglar, EGCG’nin
KG’li olgularda klinik parametrik testler yoniinden faydali etkiler gosterdiginin
rapor edildigi birgok calisma ile paralellik arz etmektedir (219, 220, 278, 284).
Calismada negatif kontrol grubu olarak takip ettigimiz sol gozlerde YC yapragi
ekstraktinin herhangi bir yan etkiye neden olmadigi da belirlenmistir. Benzer
sekilde gecmiste yapilan bir ¢cok ¢alismada da YC’nin gozlerde komplikasyon
olusturmaksizin faydal etkiler gosterdigi bildirilmistir (215,216,219).

Kuru g6z hastaligi, gozyas1 tabakasinin instabilitesi, gozyasi
hiperosmolaritesi, oksidatif stres ve okiiler ylizey iltihab1 dahil olmak tizere ¢esitli
patolojik mekanizmalar1 i¢inde barindiran ¢ok faktorlii bir hastaliktir (52, 121,
232, 234). Goji berry, yaslanmay1 geciktirici ve antioksidatif etkilerine ek olarak
bagisiklik arttirici, hipoglisemik, hipolipidemik ve metabolik sendrom risklerini
azaltic1 etkilere sahiptir. Ayrica antioksidatif, antitiimoral, antiinflamatuvar,
hepatoprotektif ve renal koruyucu 6zellikleri de mevcuttur (225, 232, 285).

Yapilan caligmalarda GB’nin katarakt riskini azalttifi, 6zellikle yasliliga
bagl kalici goriis kaybini ve diabetik retinopatiyi onledigi kaydedilmistir (225,
226, 232, 233, 286). Chien ve ark. ratlarin lakrimal bezine atropin enjekte ederek
olusturduklart KG modelinde, oral yolla verilen GB ekstraktinin inisli ¢ikislt bir
etki gostersede c¢alisma sonunda SGT, korneal fluorescein boyanma ve BUT
parametreleri yoniinden faydali etkiler olusturdugunu tespit etmislerdir.
Aragtirmacilar ayni ¢alismada, GB’de bulunan betain aminoasitinin antioksidatif
ve anti-inflamatuvar etki gosterdigini de saptamiglardir (232). Bilindigi tizere
gozyast hiperosmolaritesi, KG’'nin gelisiminde anahtar rol oynayan patolojik bir

faktordiir ve okiiler yiizeydeki hasar ile iltihaplanmayla iligkilidir (104, 180, 232).
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Okiiler yiizeye topikal olarak uygulanan betainin, prekorneal yiizeyi
nemlendirerek yapay gozyasi preparatlarina benzer bir etki gosterdigi
belirlenmistir (232). Hua ve ark. betainin, gézyasindaki proinflamatuar sitokin ve
kemokin seviyeleri ile konjunktival epitelyumdaki immiin aktivasyon ve adezyon
molekiillerinin ekspresyonunu baskilamasi sebebiyle KG’de etkin bir tedavi
secenegi olabilecegini one siirmiiglerdir (287).

Suni gbzyasi, gz damlalar1 ve anti-inflamatuvar ilaglar, okiiler yiizeydeki
yangly1 azaltmak amaciyla siklikla kullanilmaktadirlar. Son zamanlarda 6zellikle
siddetli KG olgularinda, epitelyal keratopati ile kombine edilen topikal
siklosporin-A kullaniminin 6nemli etkiler olusturdugu kaydedilmistir (115, 122,
124, 232). Yapilan bir bagka calismada topikal siklosporin-A kullaniminin,
gozyast kirillma zamaninda artisa, korneal fluorescein boyanma skorunda
azalmaya yol actig1 fakat uzun siireli kullaniminda nefrotoksisite ve hipertansiyon
gibi yan etkilere sebep olabilecegi belirtilmistir (288). Siklosporin-A’nin bu
kontendikasyonlarindan o&tiiri KG’li hastalarda benzer terapotik etkilere sahip
olan goji berrynin kullanilmasi giindeme gelmistir (289). Goji berry’nin
antioksidatif etkisinin yanisira, okiiler ylizeyi, konjunktivay1 ve PGF’yi korudugu,
ayrica akdz gdzyast miktarini arttirdigr bildirilmistir (290,291).

Chien ve ark. GB meyvesini fenol-siilfiirik asit metodu ile ekstrake
etmisler ve ratlara 250 ila 500 mg/kg dozlarinda oral olarak uygulamislardir (232).
Choi ve ark. ¢esitli bitkilerden olusan karisimi etanol ile ekstrakte edip elde edilen
oziiti %0,01 ile %0,1 arasinda degisen konsantrasyonlarda okiiler yiizeye
uygulamiglardir. Tedavinin 10. giiniinde olgularin klinik belirtilerinde (gbzyast

tiretimi, korneal boyanma skoru ve BUT) iyilesme, yangida azalma ve oksidatif
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stresin gozde olusturdugu olumsuz tabloda hafifleme go6zlemislerdir (292).
Mevcut calismada, bitki yapraklarindan elde ettigimiz ekstraktlar, terapotik
etkilerini belirlemek icin KG modeli olusturulan olgulara; toksik veya yan
etkilerini takip etmek i¢in ise negatif kontrol grubu amaciyla sol gozlere topikal
olarak 15 giin boyunca uygulandi. Ak6z gbzyasi iiretim miktar1 parametresine
gore; ortalamalarin inisli c¢ikish bir grafik c¢izmesine ragmen KG modeli
olusturulan olgulara gore yine de yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica GB
ekstraktinin uygulanmaya baglanmasindan ¢alismanin sonuna kadar olan dilimde
korneal fluorescein boyanma skorunun siirekli diisiis; kirilma zamaninin ise
siirekli uzama egiliminde oldugu saptanmistir. Bu sonuglar, GB ekstraktinin
belirtilen parametreler yoniinden faydali etkiler olusturdugunu gostermektedir
(Tablo 3,4,5).

Kuru goz sendromundaki yangisal siire¢c, akut ya da kronik fazda
degerlendirilmektedir. Akut donemde okiiler ylizeydeki mikrotravmalar, etkiyen
antijenler, ultraviyole 1sinlar1 ve hiperosmotik stres gibi faktorler epitel hiicreleri
uyararak IL-lo, IL-1B, TNF-a, IL-6 ve IL-8 gibi yangi Oncesi sitokinlerin
salimimina neden olmaktadir. Ayrica MMP, adhezyon molekiilleri ve apoptozis
belirteclerini uyarmak suretiyle yangisal reaksiyonu baslattigi da bilinmektedir.
(1,2,3,42,50-52,250). Son doénemlerde KG’nin okiiler dokularda meydana
getirdigi yangisal degisikliklerin tespiti amaciyla ¢esitli tani1 tekniklerinden
faydalanilmaktadir (175, 197, 232, 250). Farelerde deneysel olarak olusturulan
KG modelinde DK yapragi ekstraktinin terapdtik etkisinin arastirildigr bir
calismada, korneal ve konjunktival dokulardaki yangisal sitokinlerin yogunlugunu

belirlemek icin Western-blot teknigi kullanilmig ve sonug olarak KG’li olgularda
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IL-10, IL-1B, TNF-a, MCP-1 ve IL-6 yogunluklarinin arttig1 kaydedilmistir. KG
modeli olusturulduktan sonra oral yolla 50 mg/kg dozda DK yapragi ekstrakti
uygulanan olgularda sitokin yogunluklarinin 6nemli Olgiide azaldigi rapor
edilmistir (197).

Mevcut ¢alismada da, yangisal siireg, Western-blot teknigi ile
degerlendirilmistir. Buna gére KG modeli olusturulan olgularda IL-1a ve TNF-a
yogunluklar1 diger gruplara nazaran belirgin sekilde yiiksek bulunmustur. Ekstrakt
uygulanan gruplar i¢inde ise diger iki gruba oranla CH grubunda istatistiki agidan
anlamli olmasa da IL-1a ve TNF-a seviyeleri yliksek dl¢iilmiistiir.

YC, anti-oksidatif, anti-bakteriyel, anti-androjenik ve immiinomodiilator
etkileri olan bir bitkidir. Yesil c¢aydan elde edilen ana bilesenlerden biri
EGCG’dur. Bilindigi tizere IL-1B, IL-6, IL-17, IFN -y, TNF-a, KG ile iliskili
okiiler ylizey yangisinda rol oynamaktadirlar. EGCG’nin yangisal siireci IL-1a,
IL-6, MCP-1 ve TNF-ao'y1 baskilamak ve NF-kB'nin aktivasyonunu engellemek
suretiyle onledigi bildirilmistir (218-220). EGCG’nin %0,1’lik dozda ve topikal
uygulanmasinin KG’de gdzlenen sitokin ekspresyonunu baskiladigini kaydeden
baska calismalar da mevcuttur (215-219). Bu sonucglara benzer sekilde
calismamizda da YC grubu olgularda IL-1a ve TNF-a seviyelerinde azalmalar
oldugu saptanmistir. Goji berry’nin ¢esitli stres kosullar1 altinda hiicresel isleyisi
diizenledigi ve yangi oncesi sitokinlerin (IL-1a ve TNF-a) ekspresyonunu inhibe
ettigi kaydedilmistir (232,287). Calismamizin sonunda yapilan Western-Blot
analizlerinde goji berry yapragi ekstrakti ile tedavi edilen KG’li olgulara ait okiiler
dokularda yangi Oncesi sitokin seviyelerinin diger ekstraktlarin uygulandig

gruplarda oldugu gibi diisiik oldugu saptanmustir.
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Okiiler yiizey epitelinde osmotik stres ile iligkili olarak, (NF)-xB artis1
ger¢eklesmektedir. Bu artis inflamatorik olaylar1 baglatmaktadir. NF-xB esasinda
tim hiicre tiplerinde bulunan bir transkripsiyon faktoriidiir. Sitoplazma iginde
inaktif halde bulunur. Aktive oldugunda g¢ekirdege tasinir. NF-kB iltihaplanma,
apoptoz, korneal yara iyilesmesi, anjiyogenez ve lenfanjiyogenez gibi bir¢ok
onemli biyolojik siirecte anahtar rol oynamaktadir. Baz1 otoimmiin hastaliklarda
(6rn. lseratif kolitis, Crohn, sjogren sendromu) da etkisinin oldugu
distiniilmektedir (293).

Korneal epitelde yaygin toksik etkiler olusturan BAK’1n hiicre i¢i NF-kB
yogunlugunu arttirdig1 rapor edilmistir (294). Calismamizda KG grubu olgularda
NF-«B ekspresyonu negatif kontrollere gore daha yliksek bulunmustur. Ekstrakt
uygulanan gruplar i¢inde NF-kB ekspresyonunun en diisiik ol¢iildiigli grup ise
YC’dir. Elde ettigimiz sonuglara benzer sekilde Cavet ve ark. YC’in NF-xB
seviyesini azalttigini saptamislardir (215).

Normal olarak, sistemik oksidan olusumu ile biyolojik antioksidanlarin
oksidanlar1 uzaklastirma veya oksidatif stres kaynakli hasari onarma kapasitesi
arasinda bir denge vardir. Asirt ROS (reaktif oksijen tiirleri) iiretimi veya
antioksidatif enzimlerin disfonksiyonu, oksidatif strese neden olabilir veya
hiicresel hasarlara (6rnegin, hiicre zarlarinin lipid peroksidasyonu ve DNA ve
proteinlerde oksidatif hasar) yol agabilir. Oksidatif stresin gozyasi bezlerinin
fonksiyonel kapasitelerinde diislisler meydana getirdigi ortaya konmustur. Serbest
radikallerin; okiiler yiizeydeki epitelyal hasar ile gozyasi bezlerindeki salgi
fonksiyonunun azalmasinda rolii oldugu belirtilmistir. Oksidatif stres; yaslanma,

kornea hastaliklari, KG, katarakt, glakom ve yasa bagli makiiler dejenerasyon gibi
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bircok goz hastaliinin patogenezisinde altta yatan sebepler arasinda
gosterilmektedir (213, 215, 286).

Bu faktor, 6zellikle KG dongiisii i¢inde anahtar bir role sahiptir. Oncelikle
kornea epitelyumunda hasara yol agarak yangi silirecinin baglamasima ve en
nihayetinde ise sitokin yogunluguna bagh olarak yangisal mekanizmanin
gerceklesmesine neden olmaktadir (295, 296,297).

Okiiler yiizey mukozasi (esas olarak kornea), goziin ¢evresel strese maruz
kalan ilk boliimiidiir. Kornea; fiziksel veya kimyasal yaralanmalar, UV
radyasyonu ve hava kirleticileri (gazlar, buharlar veya sigara dumani) gibi zararlh
faktorlere siirekli olarak ve dogrudan maruz kalmasi nedeniyle zarar gérmeye
yatkindir. Nrf-2, tiim bu etkenlere karsi sistemik antioksidan savunma sisteminin
bir pargasi olarak gorev yapan hayati bir niikleer transkripsiyon faktoriidiir (295).

Diyabetik korneal hasarin tedavisinde topikal olarak uygulanan Nrf-2’nin
yara iyilesmesini hizlandirdig tespit edilmistir (293). Mevcut ¢alismada Nrf-2
seviyesi, en diisiik BAK uygulanarak KG modeli olusturulan olgularda, en yiiksek
ise YC yaprag: ekstrakt: ile tedavi edilen olgularda 6l¢iilmiistiir. Bu veriler, yesil
cay yapragi ekstraktinin Nrf-2’nin antioksidan etkisini diger bitki ekstraktlarina
nazaran daha fazla arttirdigini gostermektedir.

VEGF, kan-retina  bariyerinde  bozulmaya dolayisiyla ~ damar
permeabilitesini  arttirarak  retinal O0deme, endotel  hiicre artisina ve
neovaskiilarizasyona yol agmaktadir. Kornea avaskiiler bir yapiya sahip olsa da
cesitli enfeksiyonlarin, kimyasal, fiziksel ve biyolojik faktorler ile yangisal
hastaliklarin neovaskiilarizasyonu arttirdigr bildirilmistir (299). Yapilan bir

calismada, VEGF’nin korneal neovaskularizasyona yol agabileceginden KG’de
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gelisen yangisal siireg i¢in Onemli bir belirte¢ oldugu belirtilmistir (298).
Korneada VEGF seviyesinin ve buna bagli olarak gelisen neovaskularizasyon
oraninin KG’li olgularda yiiksek oldugu sonucu baska bir caligmada da rapor
edilmistir (300). Ote yandan subkonjunktival olarak enjekte edilen VEGF
baskilayici bir ilacin KG’li hastalarin bazi klinik belirtilerinde 6nemli iyilesmeler
gosterdigi kaydedilmistir (301). Jang ve ark. DK yapraklarindan elde edilen etanol
ekstraktinin oral olarak uygulandiginda korneal noeovaskularizasyonu onemli
Olclide  azalttigim1  belirtmiglerdir  (198). Mevcut ¢alismada  korneal
neovaskularizasyon, KG’li olgularda diger gruplara goére daha yiiksek
Olclilmiistiir. Ekstrakt uygulananlar ig¢inde ise YC grubu olgularin diger iki grup
olgulara gore daha az damarlagsmaya sahip oldugu goriilmiistiir.

Sonug olarak; terapotik etkileri aragtirilan ajanlar, gerek klinik parametrik
testler gerekse de hem molekiiller hem de histopatolojik analizler 1s1ginda
degerlendirildiginde yesil ¢ay yapragindan elde edilen ekstraktin KG’li olgularda
goji berry ve cennet hurmasi ekstraktlarina gore daha faydali etkiler olusturdugu
goriilmektedir. Ayrica bu 3 ekstraktin deneklerde herhangi bir yan etki
olusturmadigi da belirlenmistir. Goji berry ve cennet hurmasi yapragi
ekstraktlarimin terapdtik etkileri ilk defa bu calisma ile bir KG modelinde
aragtirtlmistir. Bu agidan bakildiginda, elde edilen sonuglarin yapilmasi planlanan
diger caligmalara 151k tutacagi, bu alanda calisan akademisyenlere, literatiire ve

klinik pratige ise katki saglayacag diisiiniilmektedir.
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