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OZET

Amac: Prilokain (PRL) bolgesel anestezide sik kullanilan lokal anesteziktir. Gz igi
cerrahisinde lokal anestezinin basarili kullanimina ragmen kaza sonucu intravitreal
enjeksiyon durumlarinda lokal anesteziklerin retina iizerinde toksik etkileri
olusabilmektedir. Bu caligma, PRL toksisitesi tarafindan aktive edilen sinyal iletim
yollarini inceledi ve insan retinal pigment epitel (ARPE-19) hiicrelerinde nitrik oksit

sentaz-2 (NOS2) inhibisyonunun koruyucu roliinii belirledi.

Gere¢ ve Yontemler: Hem PRL'nin toksik dozunu hem de bir NOS2 inhibitorii olan
Asperglaucide'in (ASP) koruyucu etkinligini belirlemek i¢in toksisite analizi (MTT testi)
yapildi. Niikleer faktor kappa B p65 (NF—B p65), fosforile NF-xB p65, fosfo AKT,
NOS2, nitrotirozin, kesilmis kaspaz-3 protein seviyeleri, immiinofloresan boyama
ve/veya western blot analizi ile degerlendirildi. Interlokin-6 (IL-6) ve nitrozile protein
seviyeleri ELISA ile dlgiiliirken, kaspaz -3 aktivitesi ve nitrit/nitrat seviyeleri florometrik

bir yontemle belirlendi.

Bulgular: NF-xB p65, fosforile NF-xB p65 ve fosforile AKT'nin PRL toksisitesinde
onemli Ol¢tide arttigi gozlendi. Benzer sekilde, 1L-6, NOS2, nitrit/nitrat ve nitrotirozin
seviyeleri, kontrollere kiyasla PRL uygulanan hiicrelerde 6nemli 6lgiide daha yiiksekti.
ASP'nin PRL ile muamele edilmis hiicrelere uygulanmasi, NF-kB p65, fosforile edilmis
NF-kB p65 ve fosforile edilmis AKT'yi 6nemli 6l¢iide azaltti. IL-6, NOS2, nitrit/nitrat ve
nitrotirozin seviyeleri de PRL kaynakl: toksisitede ASP tedavisini takiben 6nemli dl¢iide

geriledi. Kaspaz-3'e bagli apoptotik yolda aktivasyon gozlenmedi.

Sonug: Bu calisma insan retinal epitel hiicrelerinde PRL toksisitesine bagli NF-«xB p65

aracilt sinyal yolu aktivasyonunu gosterdi ve ASP'nin koruyucu etkinligini belirledi.

Anahtar Kelimeler: Prilokain, niikleer faktor kappa B p65, nitrik oksit sentaz-2.



ABSTRACT

Objectives: Prilocaine (PRL) is a commonly used local anesthetic. Despite the successful
use of regional anaesthesia for intraocular surgery, toxic effects of local anesthetics can
occur on the retina in cases of accidental intravitreal injection. This study examined signal
transduction pathways activated by PRL toxicity and determined the protective role of
nitric oxide synthase-2 (NOS2) inhibition in human retinal pigment epithelial (ARPE-19)

cells.

Materials and Methods: Toxicity analysis (MTT test) was performed to determine both
the toxic dose of PRL and the protective efficacy of ASP, a NOS2 inhibitor. Nuclear factor
kappa B p65 (NF—«B p65), phosphorylated NF-xB p65, phospho AKT, NOS2,
nitrotyrosine, cleaved caspase-3 protein levels were evaluated by immunofluorescence
staining and/or western blot analysis. Interleukin-6 (IL-6) and nitrated protein levels were
quantified by immunoassay, while caspase -3 activity and nitrite/nitrate levels were

measured via a fluorometric method.

Results: It was observed that NF-kB p65, phosphorylated NF-kB p65 and phosphorylated
AKT were significantly increased in PRL toxicity. Likewise, IL-6, NOS2, nitrite/nitrate
and nitrotyrosine levels were significantly higher in PRL-treated cells compared to
controls. Application of ASP to PRL treated cells significantly reduced NF-xB p65,
phosphorylated NF-xB p65 and phosphorylated AKT to basal levels. IL-6, NOS2,
nitrite/nitrate and nitrotyrosine levels were also considerably decreased following ASP
treatment in PRL-induced toxicity. No activation was observed in the caspase-3-

dependent apoptotic pathway.

Conclusions: NF-xB p65-mediated signal transduction pathway is activated due to PRL
toxicity and can be down regulated by ASP. Supported by a grant from TUBITAK
#121S194 and BAP# TYL-2022-5989.

Key Words: Prilocaine, nuclear factor kappa B p65, nitric oxide synthase-2.
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SIMGELER ve KISALTMALAR

7-AAD : 7-amino-aktinomisin D

ARPE-19 : Insan retina pigment epiteli

ASP : Asperglaucide

BCR : B hiicresi reseptorii

CTCF . Diizeltilmis toplam hiicre floresansi

DAN : 2, 3-diaminonaftilen

DEVD-AFC : Asp-Glu-Val-Asp-7 amino-4-triflorometil kumarin
DMEM : Dulbecco's Modified Eagle Medium

DMSO . Dimetil stilfoksit

FBS : Fetal s1g1r serumu

FITC : Floresan izotiyosiyanat konjugati

IKK : IxB kinazlar

IL-1 - Interldkin-1

IL-6 - Interldkin-6

LD50 . Yar1 maksimum sitotoksik etki

LPS . Lipopolisakkarit

MAPK : Mitojenle aktive olan protein kinaz

MTT : 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difenil tetrazolyum bromiir
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PKB
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: Fosfatidilinositol-3, 4, 5-trifosfat
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PRL : Prilokain

RNS : Reaktif nitrojen tiirleri

RPE : Retina pigment epiteli

TCR : T hiicresi reseptorii

TNF-a : Tomiir nekroz faktor o

TNFR : TUmor nekrozis faktor resetdrleri
TLR : Toll benzeri reseptorii

TLR2 : Toll benzeri reseptor 2

TLR3 : Toll benzeri reseptor 3

Tyr : Tirozin



1. GIRIS

Erigkinlerdeki gz ameliyatlarinin ¢ogu lokal anestezi altinda yapilir (C. Kumar ve
Dowd, 2008). Lokal anestezik ilaglar sinir zarmi geger, iyonize olur ve voltaj kapili
hizli sodyum kanallarima baglanarak aksiyon potansiyelinin yayilmasini engeller
(Boublik ve ark., 2016). Lokal anestezik ajanlar, uygun konsantrasyonlarda sinir
liflerinde uyar1 iletimini geri donilisiimlii olarak durdurur. Bir¢ok lokal anestezik,
amino esterler ve amino amidler olmak tizere iki genel kimyasal siifa ayrilir (Wang
ve ark., 2021). Amide bagl lokal anesteziklerin metabolizmasi, ester bagh
anesteziklere kiyasla daha fazla adim igerir ve daha uzun siirer. Sonug olarak, amid
ajanlar1 kullanildiginda ilag¢ birikiminden ve plazma seviyelerinde yiikselmeden
kaynaklanan toksisitenin ortaya ¢ikmasi daha olasidir (Martin-Flores, 2013). Oftalmik
cerrahide kullanilan amid grubu lokal anesteziklerin Ornekleri arasinda lidokain
(Cabral ve ark., 2021), PRL (Pilger ve ark., 2021) ve bupivakain (Hamid ve ark., 2022)
bulunur. Lokal anestezik secimi, etki hizina, blok siiresine ve istenen etki giiciine bagl
olarak yapilir. Bu {i¢ 6zellik, sirastyla ilacin ayrisma sabitine (pKa; birlesmis ve
iyonize molekiillerin 50:50 oldugu pH), protein baglama kapasitesine ve ilacin lipid
¢ozlniirligiine baghdir (Wang ve ark., 2021). Prilokain, stabil ve suda ¢6ziiniir bir
hidrokloriir tuzu olarak ticari olarak temin edilebilir. Prilokainin pKa's1t 7.9'dur ve
normal doku pH's1 7.4'te yaklasik %75 iyonize olur. Bu nedenle suda ¢6ziinebilir ve
kabul edilebilir bir hizda anestezi baglangici ile dokuya yayilabilir. Prilokainin lipid
¢Oziinlirligliniin diger lokal anesteziklere gore daha diisiik oldugu bildirilmektedir.
Prilokainin protein baglanmasimin da (%55) benzer lokal anesteziklere gore daha
diisiik oldugu bildirilmektedir (Moore ve Hersh, 2010).

Oftalmik cerrahide lokal anestezi terimi, lokal anestezik g6z damlalarinin basit topikal
uygulamasindan igne bazli bolgesel enjeksiyon tekniklerine kadar gesitli farkl
teknikleri tanimlar. Yaygin olarak kullanilan lokal anestezik enjeksiyon teknikleri
arasinda Sub-Tenon anestezisi, retrobulbar ve peribulbar anestezi yer alir (McRae ve
Presland, 2020). Sub-Tenon'un teknigi, anestezi uygulanmis konjonktivada ¢ok kiigiik
bir kesi yapilmasini, dnceden kavisli korlestirilmis bir ignenin Sub Tenon boslugu
arasindaki bosluga ge¢isini ve ardindan anestetik uygulanmasini gerektirir (McRae ve
Presland, 2020). Retrobulbar anestezi, ignenin goz kiiresi altina sokuldugu bolgesel

bir anestezi sinir blogudur. Igne goz kiiresinin arkasindaki bosluga ulasmak igin iceri
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ve yukart dogru hedeflenir. Peribulbar anestezi igin alt goz kapagindan lokal
anestezikler de uygulanabilir (McRae ve Presland, 2020). Bulbar enjeksiyonlar akinezi
saglar, boylece glob hareketini engeller ancak retrobulber hemoraji, glob ponksiyonu,
optik sinir hasari, kas felci, subaraknoid bosluga enjeksiyon ve retinal vaskiiler
tikanikliklar gibi ciddi komplikasyonlarla iliskili olabilir (Lai ve ark., 2005). Lokal
anesteziklerin toksisitesi hayati tehdit edici olabilir ve intravaskiiler enjeksiyon veya
asir1 doz ile ortaya ¢ikar (Chua ve ark., 2021). Anestezik maddelerin kazara intravitreal
enjeksiyonu durumlarinda ciddi okiiler komplikasyonlar bildirilmistir (Lincoff ve ark.,
1985; Hoffman ve Fine, 1997; Wadood ve ark., 2002). Ayrica intravitreal lokal
anestezik uygulamasinin retina tiizerinde in vitro toksik etkileri bildirilmistir

(Grosskreutz ve ark., 1999; Olmez ve ark., 2005).

Prilokain, giiniimiizde bolgesel anestezi i¢in en sik kullanilan lokal anesteziklerden
biridir (Manassero ve Fanelli, 2017). Yakin zamanda bir sigan PRL toksisite
modelinde artan merkezi sinir sistemi NF-kB p65 ve NF-kB p50 ekspresyonlari
gosterilmistir (Akgiil ve ark., 2021). Bilindigi gibi, NF-kB p65 inflamatuar yolu,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS; NOS2) enziminin ekspresyonunu arttirir

(Pautz ve ark., 2010).

Bu calismada ARPE-19 hiicrelerinde PRL toksisitesinin indiikledigi inflamatuar sinyal
iletim yollar1 arastirilmistir. Daha 6nceki ¢calismalarda kornea, noral retina, retinal glial
hiicreler ve retina pigment epitel hiicrelerinde NOS2 enzimi gosterilmistir. (Aslan ve
ark., 2006; Aslan ve ark., 2007). Nitrik oksit kaynakli sitotoksisite, retinada apoptoza
ve protein nitrasyonuna neden olur (Aslan ve ark., 2014) ve protein nitrasyonu hiicre
protein yapilarini bozarak hiicre fonksiyonlarmi etkiler (Aslan ve ark., 2008).
Asperglaucide, P. aurantiacum'dan izole edilen bir aurantiamiddir (Suhas ve Channe
Gowda, 2012) ve lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilan mikroglia hiicrelerinde NOS2
tretimini engelledigi bildirilmistir (Yoon ve ark., 2014). Asperglaucide’in bu
etkisinin, LPS ile indiiklenen fare BV2 mikroglial hiicrelerinde NF-kB ve mitojenle
aktive olan protein kinazlarin (MAPK'ler) inhibisyonu yoluyla meydana geldigi
gosterilmistir (Yoon ve ark., 2014). Asperglaucide’in PRL toksisitesi tarafindan
olusabilecek inflamatuar sinyal iletim yollar1 {izerindeki olan etkisi bilinmemektedir.
Retinal pigment epitel hiicrelerinde PRL toksisitesinin neden oldugu inflamasyon

tizerinde ASP'nin diizenleyici bir etkisinin olabilecegi hipotezi kurulmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. G6z Anatomisi

GOz, insan viicudunda bulunan en karmasik yapiya sahip organlardan biridir
(Willoughby ve ark., 2010). Goz kiiresi, kafatas1 iginde orbitalara yerlesmis halde
bulunur ve {i¢ tabakadan meydana gelir. Bu tabakalar distan ice dogru tunica fibrosa
bulbi (dis tabaka), tunica vasculosa bulbi (orta tabaka) ve tunica interna bulbi (i¢

tabaka) seklinde siralidir (Malkog, 2006).

(sert tabaka)

P Koroid
ﬁ (damarsi tabaka)
Sari

/ nokta

Dis tabaka
/ Sklera

Siliyer kas

Arka kamara

Kornea j o

Iris

Goz bebegi ;
On kamara
v ‘:, ) 4"-::.
Lens 8 /‘
7 Optik sinir ve
A retina
[ damarlan
Vitreus jeli Retina

(ag tabaka)

Sekil 2.1. Goz kiiresinin anatomisi (Almeida ve ark., 2011)’den uyarlanarak modifiye

edilmistir.

2.1.1. Goz Kiiresinin Tabakalari

Tunica Fibrosa Bulbi (Dis Tabaka): Go6z kiiresinin en dig kisminda yer alan,
koruyucu oOzellikteki fibroz tabakanin 5/6’s1 goziin arka kisminda bulunan sklera,
1/6’s11ise goziin 6n kisminda bulunan korneadan meydana gelir (Kaderli ve ark., 2021).
Sklera, kollajen liflerin yapisinda bol bulunmasindan dolay1 beyaz renge sahip, kalin
ve olduke¢a dayanikli bir tabakadir. Ayni zamanda kamaralar i¢cinde olusan hidrostatik
basinca kars1 direng gostererek goz kiiresinin seklini korur. Goziin 6n kisminin 1/6’sin1

olusturan kornea, 1ginlarin goze ulasgtigt dis tabaka kisminin ¢ikintili yapiya sahip
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bolgesidir. Kalin ve saydam bir yapidadir (Malkog, 2006). Kornea, saydamlik
ozelligini kan damarlarinin olmamasi, az miktarda su igermesi ve kollajen liflerinin

paralel olarak dizilmesi sonucunda kazanir (Kaderli ve ark., 2021).

Tunica Vasculosa Bulbi (Orta Tabaka): Retina ve sklera arasinda bulunan kalin,
damarsal yapida ozellige sahip olan bir tabakadir (Malkog, 2006). Yogun pigmente
sahip bu tabaka O6nden arkaya dogru iris, korpus siliare ve koroid olarak bir ayrim
gosterir. Iris, stromasinda bulunan pigment graniil miktar1 ile goziin rengini belirler.
Orta kistmda olusturmus oldugu pupilla agikligi sayesinde gbéze giren 151k
yogunlugunu etkiler. iris ve koroid arasinda bulunan korpus siliare, diiz kas lifleri ve
bag dokudan olusur. Korpus siliare, yakin mesafeye bakista lensin kiricilik 6zelligini
arttirmay1 yonetir (Kocagal ve ark., 2021). Koroid, goziin arka kismin1 kaplayan, ince,
vaskiiler ve koyu kahvrengi yapida bir dokudur. Cogunlukla yogun kapiller
pleksuslardan olusmus igerisinde kan damarlar1 bulunan pigmentli yapida olan bir

tabakadir (Malkog, 2006).

Tunica interna Bulbi (i¢ Tabaka): Noral tabaka ya da retina olarak da bilinen gz
kiiresinin en i¢ kisminda bulunan 1s18a en hassas tabakadir. Retina, iki katli bir
yapidadir. D1s kisimda bulunan tek katli yapi retina pigment epiteli (RPE), i¢ kisimda
bulunan yap1 ise norosensoriyel retina adini alir (Willoughby ve ark., 2010). Retina,
gdz kiiresine diisen gOrilintliniin veya gorsel uyaranlarin elektrik sinyallerine
dontistiiriillmesinden ve optik sinir yoluyla iletilmesinden sorumludur (Singh ve Singh,

2012).

2.2. Retina

Goze gelen goriintiiniin  algilanip islenmesi dogrultusunda oksipital kortekse
gonderilmesinde gorevli en dnemli tabaka olarak bilinen retina tabakasinin i¢ yiizeyi
vitreus, dis ylizeyi ise potansiyel bosluk ve RPE ile temas halinde bulunur. Retina

temel olarak 2 kisimda incelenir;

1. Norosensoriyel tabaka

2. Retina pigment tabakasi (RPE)



Retinanin dis kisimdan i¢ kisma dogru tabakalarinin siralamasi sekil 2.2.°de

gosterilmistir (Altintas, 2013).
1- Retina Pigment Epiteli

2- Fotoreseptor tabaka

3- Dis limitan tabaka

4- Dis niikleer tabaka

5- Dis pleksiform

6- Ic niikleer tabaka

7- Ig pleksiform tabaka

8- Ganglion hiicreleri

9- Sinir lifler

10- I¢ limitan tabaka

F ic limitan tabaka

Sinir lifler

]l: Ganglion hiicreleri
| I\
o)

ic pleksiform tabaka

ic niikleer tabaka

Dis pleksiform tabaka

Dig nlikleer tabaka
Dis limitan tabaka

1
:t Fotoreseptor tabaka

Retina pigment epiteli

Sekil 2.2. Retinanin tabakalar1 (Ferrara ve ark., 2021)’den uyarlanarak modifiye

edilmistir.



2.2.1. Retina Pigment Epiteli

Yapisinda melanin pigmenti iceren RPE, Bruch membrani {izerinde bulunur ve
norosensoriyel tabaka ile koroid arasinda yer alir (Altintas, 2013). Retina pigment
epitel hiicreleri tek sira halinde dizilerek kiiboidal hiicrelerden olugsmustur. Bu hiicreler
birbirleriyle ‘junctional komplex’ adinda siki baglantilar kurar. Kurulan bu siki
baglantilar sayesinde kan-retina bariyeri olusur. Retina pigment epitelinin bir¢ok
fonksiyonu olmasina ragmen baslica fonksiyonu kan-retina bariyerinden sorumlu
olmasidir (Lakkaraju ve ark., 2020).

2.2.2. Retina Pigment Epitel Hiicrelerinin Fonksiyonel Ozellikleri

Retina pigment epitel hiicrelerinin, géziin gelisimi ve fonksiyonu i¢in 6nemli rolii
vardir (Altintag, 2013). Retina pigment epitel hiicrelerinin goérevleri tam olarak
bilinmemekle birlikte gorme fonksiyonu ve retina hiicrelerinin metabolik islevlerinde

onemli gorevleri oldugu bilinir. Bu gérevlerden baslicalari sunlardir (Winkler, 2008):

1. Fotoreseptor dis segment fagositozu

2. Kan-retina bariyeri

3. Transepitelyal transport

4. Gorsel siklus ve A vitamini metabolizmast
5. Oksidatif strese kars1 koruma

6. Immiin fonksiyon

7. Biiyiime faktorleri ve sitokin salinimi

2.3. Goz Cerrahisinde Rejyonal Anestezi

Oftalmik cerrahide genel olarak topikal, lokal ve rejyonal anestezi kullanilir (Canan
ve Certug, 2015). Son yillarda oftalmik cerrahi uygulamas: i¢in rejyonal anestezi
teknikleri daha ¢ok popiiler hale geldi. Genel anestezi sirasinda meydana gelebilecek
risk olusumunun rejyonal anestezide daha diisiik olmasi, hizli olarak anestezik etkinin
olugmasi, akinezi ve analjezinin yeterli seviyede gerceklesmesi gibi avantajlar rejyonal
anestezinin gittikce daha fazla 6n plana ¢ikmasia yol agti (Parness ve Underhill,
2005). Bu sebeplerden dolayr bircok anestezist ve cerrah oftalmik cerrahi
uygulamalarinda rejyonal anesteziyi kullanmaktan yanadir (Ripart ve ark., 2005).

Analjezi ve akinezinin giivenli ve etkili olabilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan
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enjeksiyon teknikleri arasinda retrobulbar, peribulbar ve sub-tenon anestezisi yer alir
(McRae ve Presland, 2020).

2.4. Oftalmik Anestezi icin Siiflandirma

Gozde cerrahi bir operasyon gecirecek olan hastalara genel veya lokal anestezi
uygulanarak cerrahi islem gergeklestirilir. Lokal anestezi yontemleri dorde ayrilir.
Bunlar; infiltrasyon anestezi, topikal anestezi, iletim veya sinir blogu anestezi ve son
olarak intrakameral anestezidir. Bu teknikler arasindan giiniimiizde en yaygin ve sik
kullanilam infiltrasyon teknigidir. infiltrasyon teknigi de kendi iginde retrobulbar

anestezi, peribulbar anestezi ve sub-tenon anestezi olarak ayrilir (Jaichandran, 2013).

2.4.1. Retrobulbar Anestezi

Retrobulbar anestezi teknigi ilk kez 1884 yilinda Knapp tarafindan uygulanmistir. Bu
uygulama sirasinda anestezik soliisyon olarak kokain kullanilmistir (Altman ve ark.,
1985). 1955 yilinda Atkinson, retrobulbar anestezi tekniginin detaylarini ileri siirerek
modern uygulama siirecini baslatmistir (Atkinson, 1953). 1981 yilinda kadavralarin
orbitalar1 iizerinde bilgisayarli tomogrofi kullanilarak yapilan ¢alismalar neticesinde
uygulama sirasinda kullanilan igne 6zellikleri ve bakis yoniinde bazi modifikasyonlar
yapilmistir. Eskiden doku hasarinin daha az olacag: disiiniildiiglinden ucu kiint ve
daha ince capa sahip igneler kullanima tercih edilirdi. Giinlimiizde ise keskin uca sahip
ignelerle az agr1 ve ¢ok daha az doku hasart meydana gelmektedir (C. M. Kumar, 2006;
Alhassan ve ark., 2008).

Retrobulbar anestezi, duyu sinirlerini ve okiilomotor siniri arka intrakonal
kompartmanda bloke etmeyi amaglamaktadir. Rektus kaslar1 intrakonal boliimde yer
aldigindan dolay1 blokaj sonucu akineziler meydana gelebilir ancak iist oblik kasi
ekstrakonal kisimda oldugundan biraz hareket goriilebilir. Retrobulbar anestezi
uygulanirken hastanin irisi tam orta hatta olacak sekilde ve hareketsiz halde karsiya
bakar pozisyonda olmalidir. Bu pozisyonda igne elmacik kemigine yakin olacak
sekilde alt temporal orbital kenar kismindan lateral kantus ile lateral limbus bolgeleri
arasindan yar1 mesafeden girilir. Uygulama sirasinda igne orbital tabanina 10° ag1
olacak sekilde ve ignenin ucu goziin orta bolgesini gegene kadar yavasca ilerletilir.
Ardindan igne kemik ve kemik zarindan kaginarak medial kisma ydnlendirilir. Bu
yonlendirme sonucu igne makula bolgesinin arkasindaki bir noktaya ulagmis olur.

Ignenin orta kismu iris ile ayn1 hizaya geldiginde ignenin ucu intrakonal bosluga dogru
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gelir ve sonrasinda goz kiiresinin 4-5 mm arkasina yerlesir. Bu uygulama sonucu
ignenin yerlesmesiyle aspirasyon yapilir ve sonrasinda 2-5 ml lokal anestezik
maddenin enjekte edilmesiyle bloklama ger¢eklesmis olur. Uygulama sirasinda
kullanilan igneler keskin yapida, 25 ya da 27 gauge c¢apinda olmalidir. Optik
sinirlerden kaginmak amaciyla 31 mm’den daha uzun olmamalidir (Yanoff ve Duker,

2018).

Sekil 2.3. Retrobulbar anestezi semas1 (Kandavel, 2009)’den alinmistir.

Kullanim Alanlar::

1. Eniikleasyon cerrahileri (gdziin cerrahi olarak ¢ikarilmasi islemi)
2. Evisserasyon cerrahileri (goz kiiresinin i¢cindeki dokularin bogatilmasi islemi)
3. Intraokiiler cerrahi islemleri (katarakt, vitrektomi)
4. Goze tlip veya stent yerlestirilmesi
Kullanilamama Durumlari:
1. Kullanilacak olan lokal anestezik maddeye kars1 allerji olma durumu

2. Uygulama yapilacak olan bolgede enfeksiyon durumu (de Alba ve ark., 2021).



Rolatif Kontrendikasyon Durumlari:

1. Antikoagiilan kullanimi oldugu durumlar
2. Tiroid iligkili orbitopati

3. Aksiyal uzunlugun artmis oldugu durumlar
4. Kanama diyatezi (Yao ve ark., 2004).

Avantajlar1 ve Dezavantajlari:

Avantajlari; anestezinin en iyi sekilde olusturulmasi ve akinezi i¢in glivenilir 6zellikte
olmasi, genel anestezi ile karsilastirildiginda olasi risklerin ortadan kalkmasina yol
acmasi, peribulbar anestezi teknigine gore daha az miktarda anestezik madde
verildiginden dolay1 daha az kemozise neden olmasi ve etkinin baglama siiresinin
peribulbar anesteziye gore daha kisa olmasi seklinde siralanabilir (Feibel, 1985; Hay
ve ark., 1991; Parness ve Underhill, 2005).

Dezavantajlari ise; yan etki oraninin yiiksek olmasi, gérme islevi kaybinin peribulbar
anesteziye gore daha fazla olmasi ve teknigin agrili olmasi seklinde siralanabilir

(Blanc ve ark., 1983).

Olas1 Komplikasyonlar:

Minimal diizeyde goriilen komplikasyonlar ile karsilasildigi zaman operasyon
durdurulabilir. Buna karsin agir diizeyde komplikasyonlar hayati tehdit edici boyutta
olabilir. Genelde %1-3 oraninda komplikasyonlar meydana gelir. Bu gibi sebeplerden
dolay1 anestezistin operasyonu takibi ve miidehalesi tavsiye edilir. Retrobulbar
hemoraji, gérme keskinliginde azalma, pulmoner 6dem, solunum depresyonu, retinal

vaskiiler okliizyon olas1 komplikasyonlara 6rnek verilebilir. (Hamilton, 2000).

2.4.2. Peribulbar Anestezi

Peribulbar teknigi ilk kez 1986 yilinda Davis ve Mandel tarafindan agiklanmistir
(Davis ve Mandel, 1986). Daha sonra Bloomberg peribulbar anestezi tekniginde bazi
modifikasyonlar yapmistir. Yapilan tiim modifikasyonlarda globdan uzaga
yonlendirilme yapilarak kisa boylu igne kullanimi esas alinmistir. Saglamis oldugu

anestezi ve akinezi bakimindan retrobulbar anestezi teknigi ile bir farki yoktur

(Alhassan ve ark., 2008).



Peribulbar anestezi tekniginin temel prensibi lokal anestezik maddenin kas konusu
disina (ekstrakonal) dogru verilmesi ve optik sinirden uzak kalmaktir. Bundan dolay1
yuksek hacim 6zelligi gosteren anestezikler ve basing aleti ile uygulama yapilmalidir.
Retrobulbar anestezi teknigine gore peribulbar anestezi i¢in daha kisa uzunlukta
igneler kullanilmaktadir. Uygulama sakakaltindan alt orbital kenardan olacak sekilde
lateral kantus ile lateral limbus bdlgelerinin ortasindan yapilir. Enjeksiyon yapilmadan
once goz primer bakis yoniinde hazir olmalidir. Uygulama sirasinda kullanilan igneler
25 veya 27 gauge capinda olmalidir. Bu igneler orbital tabana paralel sekilde alt orbital
captan 2,5 cm derine dogru ilerletilerek aspirasyon ardindan enjeksiyon yapilir.
Enjeksiyondan 5-10 dk sonrasinda akinezi degerlendirilmesi yapilir. Hem i¢ rektus
hem de iist oblik kasin rezidiiel aktivitesine gore yetersiz akinezi gelisebilme
ihtimaline kars1 ikinci enjeksiyon gerekebilir. Ikinci enjeksiyon sirasinda 25 gauge
capinda 2,5 cm igne ile mediyal kantus ve karunkiil bolgeleri arasindan girilir. Daha
sonra igne posteriora dogru yonlendirilir. Son olarak mediyal check ligamentten igeri
girerek bu noktada 3-10 ml anestezik madde ile bloklama islemi gergeklestirilir. Fazla
miktarda anestezik madde kullanilmasi ve anestezigin ekstrakonale verilmesi
sebebiyle 20-30 dk boyunca honan balonu veya masaj yontemiyle basing uygulamasi
yapilir (McGrath ve Bradshaw, 2013).

Sekil 2.4. Peribulbar anestezi semasi (Prineas, 2013)’den alinmistir.
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Endikasyonlar:1 ve Kontrendikasyonlari:
Endikasyonlar1 retrobulbar anestezi teknigi ile benzerdir. Kontrendikasyonlar1 ise
aksiyal uzunlugun artmis olmasi disinda retrobulbar anestezi teknigi ile ortaktir

(Calenda ve ark., 2000).

Avantajlar1 ve Dezavantajlari:
Avantajlart; komplikasyonlarin meydana gelme riskinin retrobulbar anesteziye gore
daha az olmasi, uygulama sirasinda hissedilen agrinin az olmasi, islem sirasinda ve

islemden sonra amorozis gelismiyor olmasi seklinde siralanabilir.

Dezavantajlar1 ise; teknikte birden fazla sayida enjeksiyon gerekme durumu,
retrobulbar anestezi teknigine kiyasla daha fazla miktarda anestezik ajan kullanilmast,
anestezi etkisinin 30 dakikaya kadar siiren zaman diliminde baslayabilmesi ve

periorbital ekimoz ve kemozis gelisebilme durumlari seklinde siralanabilir.

Olas1 Komplikasyonlar:
Olas1 komplikasyonlar retrobulber anestezide goriilen komplikasyonlar ile ayni
olmasina ragmen peribulbar anestezi de komplikasyon oraninin daha diisiik oldugu

bilinmektedir. (C. M. Kumar, 2006).

2.4.3. Sub-Tenon’s Anestezi

Sub-Tenon’s anestezi teknigi ilk olarak 1992’de Stevens tarafindan tanimlanmistir. Bu
tarihten itibaren oftalmoloji alaninda lokal anestezide kullanilmaktadir (Stevens,
1992). 1997 yilinda MR teknigi ile yapilan goriintiilemelerde subtenon bosluga az
miktarda uygulanan enjeksiyon ile anestezik maddenin bu bolgede yayilarak analjezi
ve anestezi olusturmasi, optik sinir hattinda sensoryel blokaja yol actig1 bilinmektedir.
Uygulamada kullanilan anestezik ajan, transkonjunktival yol ile subtenon bosluga
uygulanir. Kullanilan diger tekniklerde goriilen risklerden subtenon teknigi ile
kacinilir. Subtenon anestezi teknigi c¢esitli alanlarda kullanilir. Buna 6rnek olarak
katarakt cerrahisi, trabekiilektomi, sasilik cerrahisi, vitreoretinal cerrahi verilebilir
(Roman ve ark., 1997).

Bu teknik kullanilirken ilk olarak lokal anestezik bir madde damlatilarak konjunktiva
uyusturulur. Uygun steril ortam hazirlanarak hastanin yukar1 ve disa dogru
baktirilmasi saglanir. Vorteks ven hasarinin minimal diizeyde olmas1 hedeflendiginden

limbusun 3 mm alt nazal bélgesinden, konjunktiva forseps kullanilarak tutulur ve
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cerrahi makas yardimiyla konjunktiva ve tenona insizyon yapilir. Bu islemden sonra
subtenon bolge makas ile diseke edilir. Uygulamada kullanilan igne sert, 19 gauge
capinda 33 mm olan ve kiint uclu, metal yapida yarimay seklinde olmalidir. Bu igne
yardimiyla insizyondan girilir. igne ekvatora ulastiginda skleral tenon baglantilara
ulastigindan dolay1 direngle karsilasilir. igne yavas sekilde ilerletilirken enjeksiyon
yapilmaya baslanir ve boylece dokular kenara itilmis olur. Boylece ignenin ilerlemesi
de saglanmis olur. Igne ilerledikten sonra hizlica enjeksiyon yapilir. Diseksiyon
konjunktivadan baslar ve acik skleraya kadar devam ettirilir (Tsuneoka ve ark., 1993).
Subtenon anestezi uygulamasi i¢in kullanilan anestezik maddenin miktar1 ile ilgili
literatlirde var olan bilgiler 0,25-5 ml arasinda degismektedir. Yaygin olarak tercih
edilen bu teknikte mindr komplikasyonlar diger tekniklere gore daha fazla goriiliirken
major komplikasyonlar retrobulbar ve peribulbar anestezide daha sik goriilmektedir

(El-Hindy ve ark., 2009).

2.5. Sub-Tenon’s anestezi semasi (https://www.vrmny.com/procedures/subtenon-

injection/, Erigim tarihi; 20.11.2022)’den alinmustir.

Endikasyonlar:1 ve Kontrendikasyonlar::
Endikasyon ve kontrendikasyonlar1 retrobulbar/peribulbar anestezi teknigi ile

benzerdir.
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Avantajlar1 ve Dezavantajlar:

Avantajlart; ciddi komplikasyonlarin meydana gelmemesi, goz i¢inde olusan basincin
diger tekniklere kiyasla daha az olusmasi, uygulamanin daha az agrili olmasi, etkisinin
60 dakikaya yakin devam etmesi, goz kiiresinin cerrahin istegine gore kolayca hareket

ettirilebilir olmasi, az miktarda anestezik madde kullanilmas1 seklinde siralanabilir.

Dezavantajlar1 ise; operasyon sirasinda her zaman steril kosullarin mutlaka
saglanmasinin gerekliligi aksi durumlarda enfeksiyon riskinin ortaya ¢ikma durumu,
kullanilan anestezik maddenin tenon kapsiilii i¢ine enjekte edildigi durumlarda

anestezik maddenin etkinliginin azalmasi seklinde siralanabilir (C. M. Kumar, 2006).

Olas1 Komplikasyonlar:

Bu teknigin kullanilmaya baslandig: tarihten su ana dek 5000’e¢ yakin subtenon
anestezi uygulamasi yapildig1 durumlarda sklera hasari, glob perforasyonu ve bunlara
ek olarak orbita hemorajisi gibi ciddi boyutta komplikasyonlarla karsilasilmamasina
ragmen kemozis komplikasyonu ile karsilagilmaktadir. Bunun sebebi tenon
kapsiiliiniin kalin oldugu durumlarda subtenon bosluga ulasmak oldukca zor
oldugundan dolay1 enjekte edilen sivinin subkonjunktival bélgeye verilmesiyle
kemozis meydana gelmektedir. Meydana gelen bu komplikasyon dikkatli sekilde
diseksiyon ve dogru bolgeye enjeksiyon yapimiyla asilabilir. Operasyondan once
uygulanacak islemle ilgili stres yasayan hastalarda agr ile karsilagilmakta fakat

agrinin en fazla 1-2 dakika siirdiigii bilinmektedir (Riischen ve ark., 2003).
2.5. Lokal Anestezikler

2.5.1. Lokal Anesteziklerin Tanimi
Anestezi, agr1 olusumu yaratan uyarimlarin sinir yollar: aracilifiyla geri doniistimlii
olarak bloke edilmesidir. Sinirlerde veya sinir uglarindaki uyarimlarin olusumuna

gegici olarak engel olan kimyasal 6zellikteki maddelere lokal anestezikler denir (Gulec

ve ark., 2004).

2.5.2. Lokal Anesteziklerin Etki Mekanizmasi

Lokal anestezik 0zelligi gosteren maddelerin etki mekanizmasi; aksiyon
potansiyellerini diizenleme gorevi olan voltaj bagimli sodyum kanallarini baskilamasi
ve aksonal aksiyon potansiyelinin blogunu kullanarak gergeklestirmesine

dayanmaktadir (Hollmann ve ark., 2004). Sodyum kanallari, plazma membranina bagl
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olan zar proteinleridir. Lokal anestezikler, sodyum kanallarina baglandiklar1 zaman,
kanalin sodyuma kars1 olan gecirgenligini engellemis olur. Bunun sonucunda da

aksiyon potansiyeli baslangici ve yayilimi 6nlenmis olur (Morgan Jr ve Mikail, 1996).

Erigkinlerdeki gz ameliyatlarinin ¢ogu lokal anestezi altinda yapilir (C. Kumar ve
Dowd, 2008). Lokal anestezik ilaglar sinir zarin1 geger, iyonize olur ve voltaj kapili
hizli sodyum kanallarmma baglanarak aksiyon potansiyelinin yayilmasini engeller
(Boublik ve ark., 2016). Lokal anestezik ajanlar, uygun konsantrasyonlarda sinir
liflerinde uyar iletimini geri doniistimlii olarak durdurur. Bir¢ok lokal anestezik,
amino esterler ve amino amidler olmak tizere iki genel kimyasal sinifa ayrilir (Wang
ve ark., 2021). Amide bagli lokal anesteziklerin metabolizmasi, ester bagh
anesteziklere kiyasla daha fazla adim igerir ve daha uzun siirer. Sonug olarak, amid
ajanlar1 kullanildiginda ila¢ birikiminden ve plazma seviyelerinde yiikselmeden
kaynaklanan toksisitenin ortaya ¢ikmasi daha olasidir (Martin-Flores, 2013). Amid
grubunda bulunan lokal anestezikler; lidokain, mepivakain, bupivakain, etidokain,
PRL, ropivakain ve levobupivakain seklindedir. Ester grubunda bulunan ve yaygin
olarak kullanilan anestezik ajanlar ise; prokain, 2-kloroprokain, tetrakain, kokain ve
benzokaindir (Tetzlaff, 2000).

2.5.3. Lokal Anesteziklerin Fizikokimyasal Ozellikleri
Lokal anestezik ajanlarin klinik alandaki etkileri kimyasal 6zellikleri ile bagdasir.
Kimyasal 6zellikleri anestezik maddenin etki giicii ve siiresi hakkinda yol gostericidir.

Lokal anestezik maddeler kimyasal yapilarina gore ii¢ gruba ayrilir (Strichartz ve ark.,
1990).

1. Hidrofobik kisim
2. Hidrofilik kisim

3. Ester ya da amid yapil1 zincir kismi
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Ara zincir
(Ester veya amid baglantili)

Benzen halkasi Kuarterner amin
(Hidrofobik) (Hidrofilik)

2.6. Lokal anesteziklerin kimyasal yapist (Mumba ve ark., 2017)’den uyarlanarak

modifiye edilmistir.

Hidrofobik aromatik halka kismi lipid molekiillerinin ¢oziiniirliik seviyelerinin arttigi
kisimdir. Lipidlerin ¢Oziiniirlik seviyelerinin artmasi1 sinir kiliflarina yonelik
difiizyonu kolaylagtirir. Lokal anestezik maddenin potensi ve etki siiresi ¢oziiniirliik
seviyesinin artmasi ile iligkilidir. Sinir membran yapilar1 ve bag doku membran
yapilart lipoprotein 6zelligi tasimaktadir. Yagda erime 6zelligi yiliksek olan lokal
anestezik maddeler bu membranlardan kolay sekilde gecis yapar ve bu durum i¢in daha
az molekiile gereksinim duyar. Lokal anestezik maddelerden bupivakain ve tetrakain
yagda erime 6zelligi en yiiksek olan lokal anestezik maddelerdir. Ikinci sirada lidokain
yer alir. Lidokainin ardindan mepivakain gelir. Yagda erime 6zelligi en diisiik olan

lokal anestezik ise prokaindir (Heavner, 2007).

Hidrofilik tersiyer amin grubu kismi, lokal anestezik maddenin hem suda hem yagda
¢Oziinebilir yapida olmasini saglayan kisimdir (Altin, 2014).

Hidrofobik ve hidrofilik kisim arasindaki baglantiy1 saglayan ester (-CO) ya da amid
(-NHC) 6zelligi gosteren zincir yapi, lokal anesteziklerin siniflandirilmasinda temel

etki gosterir (Kocamanoglu ve Sarihasan, 2007).

Lokal anestezikler ana zincir yapisinin amid ya da ester 6zellik gostermesine gore ikiye

ayrilir.

1. Amid lokal anestezikler; lidokain, ropivakain, PRL, levobupivakain, mepivakain,
etidokain, dibukain, bupivakaindir. Amid grubunda olan bu ilaglarin metabolize
olmas1 karaciger araciligiyla yavas sekilde gerceklesir. Bu grupta yer alan lokal

anestezikler nadiren allerjik reaksiyon gosterir. Toksisitesi ester grubundaki ilaglara
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gore daha fazladir. Etki baglangici hizli sekilde gergeklesir. Notr pH’dan diisiik bir
pH’a sahiptir.

2. Ester lokal anestezikler; klorprokain, kokain, prokain, benzokain ve tetrakain
seklinde siralanabilir. Bu grupta bulunan lokal anestezik maddeler para-aminobenzoik
asit tiirevi olarak bilinir. Bu ilaclar plazma kolinesterazi aracilifiyla hizli sekilde
metabolize olurlar. Amid lokal anesteziklere gore daha fazla allerjik 6zellikleri vardir.
Toksisite oran1 amid grubundaki ilaglara gore daha diisiiktiir. Isik, 1s1 gibi faktorlerden
etkilenirler. Etki baslangici oldukga yavas gergeklesir. Notr pH’dan yiiksek bir pH’a
sahiptir (Subramaniam ve Tennant, 2005; Heavner, 2007).

Lokal anestezik maddelerin fizikokimyasal 6zellikleri, kimyasal yapisindaki gruplara
gore belirlenir (Kocamanoglu ve Sarihasan, 2007). Amino ester bagli yapidaki lokal
anestezik ilaclarin ilk 6rnegi prokain, amino amid yapidaki lokal anestezik ilaglarin ilk
ornegi ise lidokaindir (Heavner, 2007). Bu iki grup arasinda fizikokimyasal 6zellikleri
bakimindan ciddi farkliliklar vardir. Ester yapidaki lokal anestezik maddeler
sollisyonlar igerisinde stabil 0Ozellik gdstermezken amid yapili lokal anestezik
maddeler stabil 6zellik gosterir. Bu sebepten dolay1 ester yapidaki lokal anesteziklerin
yarilanma Omrii amid yapili lokal anesteziklere gore daha kisadir ve yiiksek
sicakliklara olan duyarliliklart daha fazladir (Strichartz ve ark., 1990). Lokal anestezik
maddeler zayif baz olarak bilinir. Hidrofilik veya bunun diginda nétral formda
bulunduklart sylenebilir. Lokal anestezikler enjeksiyon yapilacagi sirada kuarterner
yapida bulunur ve suda c¢oOziinebilir haldedir. Bu 06zelliklere sahipken noéron
membranindan ge¢me imkanlart yoktur. Lokal anestezik maddenin hangi formda
olacagin1 dokunun pH degeri ve iyonizasyon sabiti (pKa), proteine baglanma giicii ve
bunlar disinda disosiasyon sabiti belirler. Lokal anestezik ajanin etkisi, fizyolojik
pH’da tersiyer yapida olmasi ve yagda ¢oziinebilir forma doniismesi ile bagslar. Lokal
anestezik maddelerin tiimiiniin pKa degeri 8,0-9,0 araliginda olmalidir. Dokunun bir
sebeple asidotik olmasiyla birlikte kuarterner formda gittikge bir artig gézlenir ve buna
bagli olarak noral hiicrelere dogru gecis yapan lokal anestezik maddenin miktari
azalmis olur. Benzer sekilde dokunun pH degerinin yiikselmesi ve bazik 6zelligin
goriilmesi yagda ¢oziinme Ozelligi gosteren tersiyer formun artmasina ve bununla
birlikte ndronlarin membranindan gececek olan lokal anestezik maddelerin

miktarlarinda artis yagsanmasina sebebiyet verir (Borgeat ve Aguirre, 2010).
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2.5.4. Lokal Anesteziklerin Farmokokinetikleri

Absorbsiyon: Lokal anesteziklerin uygulama alanlart miik6z membranlar ve cilt alti
bolgeleridir. Ayn1 zamanda dokulara da enjekte edilebilir. Miik6z membranlarda lokal
anesteziklere kars1 zayif bir bariyer olmasindan dolay1 anestezik maddenin etkisi hizli
bir sekilde baslar. Bu durumun tersine eger lokal anestezigin, bariyeri saglam bir
deriden gecisi soz konusu ise; yiiksek su ¢oziinlirliigii gerekir. Analjezi olugmasi igin
ise lipid ¢oziiniirligii yiiksek seviyede olan lokal anestezik maddenin bazinin olmasi
gerekir. Enjeksiyonu yapilan lokal anestezik maddelerin sistemik emilimi kan akimi

ile iligkilidir. Kan akiminin etkilendigi baz1 faktorler vardir. Bunlar;

1. Enjeksiyon yeri: Sistemik emilimin hiz1 lokal anestezigin enjekte edildigi bolgenin

damarlanmasi ile orantilidir.

2. Vazokonstriiktor kullanimi: Adrenalin eklenmesi sonucu vazokonstriiksiyon olusur
ve absorbsiyon yavaglar. Bunun sonucu emilimde azalma meydana gelir ve ndronlara

gecis artar. Etki siiresinde uzama ve toksik etkilerde azalma goriiliir.

Dagilim: Lokal anestezik maddelerin ¢ogunlugu plazmada proteinlere baglanir. Bir
kismu ise eritrositlere dogru hareket ederek dokular tarafindan tutulur. Uzun etkili amid
yapili lokal anesteziklerde genelde proteine baglanma goriiliir. Lokal anestezik
maddelerin baglanma yaptig1 proteinler alfa (a) 1-asit glikoprotein ve albiimindir. Bu
anesteziklerin kan beyin bariyerini asmasi olduk¢a kolaydir. Mideden absorbe

olamazlar.

Metabolizma ve Atilim: Ester yapida olan lokal anestezikler, plazma ve eritrositlerde
kolinesterazlar yardimiyla hizli bir sekilde hidrolize olur. Amid yapidaki lokal
anestezikler ise karacigerde amid hidrolizi, dealkilasyon ve bu yollara ek olarak
aromatik hidroksilasyon ile yikilir. Yikim sonucu olusan iiriinlerin atilimi bobreklere

olur (Kocamanoglu ve Sarihasan, 2007).

2.5.5. Lokal Anesteziklerin Yan Etkileri

Uygulama sirasinda kaza sonucu intravaskiiler ya da intratekal olarak enjeksiyon
yapilmasi ile veya ila¢ uygulanirken doz miktarinin asilmasi sonucu bazi toksik etkiler
goriilebilir. Bunun disinda lokal anesteziklerin bazilarinda spesifik toksik etkiler de
meydana gelebilir. Buna ester yapidaki lokal anesteziklerde goriilen allerjik

reaksiyonlar ve bunun disinda PRL vasitasiyla meydana gelen methemoglobinemi
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ornek olarak gosterilebilir. Lokal anesteziklerin yan etkisi olarak ortaya ¢ikan toksik

reaksiyonlar dort bagliga ayrilir. Bunlar;
1. Sistemik toksisite

2. Allerji

3. Lokal toksisite

4. Methemoglobinemi

Sistemik toksisite: Yiiksek plazma diizeyleri olustugunda, hizli sekilde absorbsiyon
gerceklestiginde veya yanlis intravaskiiler enjeksiyon sonucunda sistemik toksisiteler
meydana gelebilir. Lokal anesteziklerin kortekste bulunan inhibitér etkinligi
kaldirmalariyla kortikal eksitabilitede artis meydana gelir ve eksitasyon bulgular
arasinda yer alan kulak ¢inlamasi, bulanti, huzursuzluk, bas donmesi gibi yan etkiler

goriilebilir.

Allerji: Ester yapiya sahip lokal anestezik maddelerde goriiliir. Reaksiyona sebebiyet
veren paraaminobenzoik asittir (PABA). Bunun sonucunda allerjinin lokal anestezik
ile bir iligkisi olmasa da allerji goriilebilir. Olusan yan etkiler ciltte goriilen basit
reaksiyonlardan anaflaksiye kadar degisim gosterebilir.

Lokal toksisite: Oldukga nadir goriilen bir toksisitedir. Noronlara direkt olarak ilag
enjekte etmemek i¢in periferik sinir bloklarinda kullanilan sinir stimiilatorii eger 0,1
miliamperde (mA) stimiilasyona yanit veriyorsa lokal anestezik ilag enjeksiyonu

yapilmamalidir.

Methemoglobinemi: Prilokainin yiiksek dozda kullanilmasi sonucu metabolitleri
birikir ve hemoglobin methemoglobine doniisiir. Lokal anestezik 6zelligi tasiyan
spreylerde kullanilan benzokain de ayni toksisiteye neden olabilir (Cummings ve ark.,
2011).

2.6. Prilokain

2.6.1. Prilokainin Kimyasal Yapisi
Prilokain, 1953’te Lofgren ve Tegner araciligiyla sentezlenmistir. Klinikte ilk
kullanimi ise 1960 yilinda Eriksson ve Gordh tarafindan gergeklestirilmistir. Kimyasal

yapi olarak lidokaine benzerlik gosterir, farki ise PRL nin ksilen yerine toulen igermesi
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olarak bilinir. Kimyasal adi a-npropylamine-2 methylpropionanide seklinde
tanimlanmustir. Molekiiler agirligi 220 g/mol’diir. izotonik NaCl soliisyonlar1 ve buna
ek olarak suda yliksek erime kapasitesine sahiptir. Piyasada hidrokloriir tuzu olarak
bulunur. Proteinlere baglanma orani yaklasik olarak % 40-55 oranindadir. Lipid
partisyon katsayisi 0,4’ diir. pKa degeri 7,9’dur (Manassero ve Fanelli, 2017)

CHgs
CoHs

NH=CO—=CH,—N

CoHs
CH,

2.7. Prilokainin kimyasal yapis1 (Saritag, 2009)’dan alinmistir.

2.6.2. Prilokain Farmakokinetigi

Farmakolojik olarak incelendiginde en ¢ok benzerlik gosterdigi anestezik ilag
lidokaindir. Lidokaine kiyasla ¢cok daha hizli metabolize olur ve atilimi1 daha kolay
gerceklesir. Lidokainden daha az toksik etki gosterir. Bunun sebebi dagilim hacminin
daha genis olmasidir. Etki siiresi bakimindan lidokainden daha uzun siire etkisi siirer.
Prilokain amid sinifi lokal anestezik sinifinda yer alir. Orta diizeyde etkiye sahip, 1s1,
asit ve alkali gibi parametrelerden etkilenmeme 6zelligi gosteren stabil bir ilagtir.
Yaygin olarak topikal anestezide olmakla birlikte bircok farkli alanda
uygulanmaktadir (Esener, 2004).

Prilokain uygulamasiin ardindan en yiiksek plazma konsantrasyonuna erisimi ve
ilacin etki stiresi; ilacin uygulandigi doza, uygulama sekline ve uygulama yapilan
bolgedeki damar yogunluguna, ortamda bulunan sinirlerin anatomik yapisina ve
yerlesimlerine gore degisim gosterir. Prilokain, amid grubunda bulunan diger tiim
lokal anestezik ajanlar gibi uygulama gerceklestikten sonra ilk olarak akcigerler ile
etkilesime girer. Bilyiik oranda bir kismi akcigerlerde tutulur ve boylece diger organlar
cok fazla miktarda lokal anestezik maddeye maruz kalmamis olur. Akcigerlerde
tutulan lokal anestezik ilacin miktar1 uygulanan ilaca gore degisim gosterir. Prilokainin

akcigerlerde tutulumu lidokaine gore daha fazla miktarda gergeklesir. Sisteme karisan
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PRL’nin metabolize olmasi karacigerde bulunan mikrozomal P-450 enzimleri
sayesinde gergeklesir. Karaciger disinda akciger ve bdobreklerde de PRL’nin
metabolize edilmesi s6z konusudur. Prilokainin metabolize olmasi sonucu meydana
gelen metabolitlerin atilim1 yliksek oranda idrarla gerceklesir. Cok az bir kismi feges
yoluyla ya da bobreklerden atilir. Karaciger fonksiyonlarinda herhangi bir sikinti
oldugunda ya da karaciger kan akiminin azalmasi sonucunda PRL metabolizmasi

yavaslar ve bu durum neticesinde sistemik toksisite riskinde artig goriiliir.

2.6.3. Prilokainin Organ Sistemlerine Etkisi ve Toksisitesi

Solunum  Sistemi: Prilokain toksisitesine bagli olarak apne gelisimi
goriilebilmektedir. Bu durum PRL’nin optik sinir kilifina dogrudan enjekte edilmesi
sonucunda gergeklesmektedir. Huzursuzluk ve bunun yaninda suur kaybina yol agan

bir durumdur.

Santral Sinir Sistemi: Lokal anestezik maddelerden kaynaklanan toksisiteye duyarli
olan santral sinir sistemi, uyanik olan hastalarda toksik belirtilerin ilk fark edildigi
yerdir. Prilokainin santral sinir sistemindeki toksisite durumlari lokal anestezik
maddelerde goriilen toksik etkiler ile aynidir. Genelde ortaya ¢ikan yan etkiler; bas
donmesi, bulanik gorme, kulak c¢inlamasi gibi etkilerdir. Buna ek olarak ilacin
uygulanan konsantrasyonunda bir artis s6z konusu oldugunda kas segirmeleri ve biling

bulanikligi meydana gelebilir (Sarikartal, 2018).

Gegici Norolojik Semptomlar: Prilokaine bagl ortaya ¢ikan ndrolojik semptomlar
cogu zaman bir haftalik bir siire sonunda diizelmektedir. Prilokainde norolojik
semptom gelisme ve goriilme siklig1 diger lokal anesteziklerle karsilastirildiginda daha

diistiktiir (Manassero ve Fanelli, 2017).

Kardiyovaskiiler Sistem: Prilokainin toksik olan dozu, kalp kasinda bulunan sodyum
kanallarinin blokajina sebep olur ve otonom sinir sistemi inhibisyonunu ortaya koyar.
Toksik olmayan normal doz aralifinda herhangi bir yan etki ya da toksisiteye sebep

olacak durumlarla karsilasilmaz.

Immiinolojik Sistem: Genelde lokal anestezik ilaglara duyarli olan kisilerde allerjik

reaksiyonlar, 6dem, ciltte bazi lezyonlar meydana gelebilir.
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Kas Iskelet Sistemi: Prilokain maddesinin kasa dogrudan enjekte edilmesi

miyotoksisite meydana gelmesine sebep olur.

Ila¢ Etkilesimleri: Simetidin, propranolol tiirevi ilaglar hepatik klirensi azaltir. Bunun
sonucunda da PRL’nin kan diizeylerinde artis goriileceginden toksisite riskinde de
artis meydana gelir. Bunun disinda siilfonamidler ve sitma ilaglar1 tarzinda
methemoglobinemiye sebep olabilen ilagclar PRL’nin yan etkisini arttirmis olur

(Sarikartal, 2018).

Methemoglobinemi: Prilokainin metabolize olmasi sonucunda meydana gelen
metabolitleri,  hemoglobini  methemoglobine  doniistiiriir. ~ Methemoglobin
seviyelerinde artig gorebilmek i¢in yiiksek dozlarda (900 mg ya da > 10 mg/kg) PRL
uygulamasi gereklidir (Akgiil ve ark., 2021).

Uriner Retansiyon: Spinal anestezi uygulamalariin ardindan siklikla karsilasilan bir
sorun olarak bilinir. Spinal anestezi sirasinda kullanilan her lokal anestezik ajanda bu
klinik sorun goriilmesine ragmen, PRL’nin orta derecede etkili lokal anestezik sinifina
girmesinden dolay1 diger lokal anesteziklere gore iiriner retansiyon daha az siklikla

gortliir (Manassero ve Fanelli, 2017).
2.7. Metabolik Yolaklar

2.7.1. Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB) Yolagi

NF-kB, immiin ve inflamatuar yanitlarin farkli siireglerinde yer alan genis bir gen
dizisini diizenleyen, indiiklenebilir transkripsiyon faktorleri ailesini temsil eder. Bu
aile, NF-xB 1 (p50), NF-kB 2 (p52), NF-kB 3 (RelA, p65), RelB ve baglanma yoluyla
hedef genlerin transkripsiyonuna aracilik eden c-Rel dahil olmak iizere yapisal olarak
iliskili bes iiyeden olusur (Liu ve ark., 2017). indiiklenebilir &zellige sahip
transkripsiyon faktorii olan NF-kB, ¢esitli uyaranlara yanit olmak {iizere aktive olur.
NF-kB’nin aktivasyonu iizerinde etkili olan bir¢ok faktér vardir. Bunlar; sitokinler,
oksidatif stres, kemokinler seklinde orneklendirilebilir (Chen ve ark., 2003). NF-
kB'nin en iyi sekilde karakterize edilmis olan indiikleyicileri arasinda gesitli sitokin
reseptorlerinin ligandlar1, Toll benzeri reseptorler (TLRs), tiimor nekrozis faktor
reseptorleri (TNFR), T hiicresi reseptorii (TCR) ve B hiicresi reseptorii (BCR) dahil
olmak {iizere gesitli uyaranlar bulunmaktadir (Liu ve ark., 2017). Bu indiikleyiciler

NFkB sinyal iletim yolunu aktive olmasini saglayarak inflmasyonu, hiicre
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proliferasyonunu ve hiicre sagkalimini indiiklemektedir (Hayden ve Ghosh, 2014).
Diger tarafdan NF-xB, normal hiicrelerde ¢ok sik olmamakla birlikte aktif halde
bulunur ve sadece belirli uyaranlar yardimiyla aktive olur. Boylece hedef genlerin
transkripsiyonunu diizenler. Daha sonra belirli diizenleyici mekanizmalar NF-kB'yi
tekrar inaktif haline dondiiriir. Bu sebeple NF-«B aktivasyonu indiiklenebilir ve gegici

bir siire¢ olarak tanimlanir (Karin, 1999).

NF-xB sinyal iletim yolunun aktivasyonu, indiikleyici uyaranlarin etkisi ile baglar.
Indiikleyici uyar1 sayesinde 1kB proteinlerinin fosforile olmasina ve bozulmasina
sebep olan IKK kompleksinin (IkB kinaz) aktivasyonu ile sonuglanir. Aktif hale gelen
IKK kompleksi, IkB alt birimlerinin fosforilasyonuna yol acar. Bu fosforilasyon,
proteazomlar yardimiyla IkB’yi isaretleyerek pargalanmaya sebep olur. Bu
degredasyon sonucu NF-xB (p50/p65) serbest kalir. Bunu takiben, NF-kB proteinleri
sitoplazmadan ayrilarak hedef dizilerine baglandiklart ve aynm1 zamanda gen
transkripsiyonunun aktive hale geldigi nukleusa taginir. Nukleusa tasinan NF-kB
proteini, hedefi olan genlerin transkripsiyonunu gerceklestirebilmek adina promotor
DNA’ya spesifik olarak baglanma gosterir (Hayden ve Ghosh, 2014). DNA’ya olan
baglanma sonrasinda hiicrenin hayatta kalmasi ve inflamasyon ile ilgili ¢ok cesit
genlerin transkripsiyonu diizenlenir (Hoesel ve Schmid, 2013; Hayden ve Ghosh,
2014).
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Proteozomal

2.8. NF-xB sinyal iletim yolagimm aktivasyonu (Baud ve Collares, 2016)’dan

uyarlanarak modifiye edilmistir.

2.7.1.1. IL-6 Ekspresyonu

Interldkin 6, yaklasik 26 kD agirliginda ve iceriginde 184 aminoasitin bulundugu bir
sitokindir. Monositler, fibroblastlar, mezenkimal hiicreler ya da endotelyal hiicrelerce
sentezlenirler (Kishimoto, 2015). Interlékin 6, inflamasyon sonucunda yapilan
diizenlemelerde, hiicre ¢ogalmalar1 ve farklilagsmalarinda, bagisiklik sistemi
tizerindeki diizenlemelerde rol oynayan genis biyolojik etkinlige sahip bir sitokindir.
Ayn1 zamanda IL-6’nin hiicre siklusundaki devamliligin saglanmasinda ve apoptoz

inhibisyonunda etkili bir yeri oldugu bilinmektedir (Palomares ve ark., 2014).
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NF-kB sinyal iletim yolunun aktivasyonunda 6nemli role sahip olan indiikleyiciler
ayni zamanda IL-6"nin ekspresyonunda da gorev alir. Toll benzeri reseptorler (TLRS)
ve T hiicresi reseptorleri (TCR) araciligiyla aktive olan NF-xB yolagini takiben IL-
6’nin iiretimi gergeklesmektedir. NF-kB’nin hedef geni olarak adlandirilan IL-6"nin
ekspresyonunun gerceklesmesinde NF-kB sinyal iletim yolagmin aktivasyonunun

onemli bir rolii vardir (Keller ve ark., 1996).

Proteozomal
Yikim

IL-6
mRNA
Nukleus

2.9. IL-6 ekspresyonu (Castellani ve ark., 2016)’den uyarlanarak modifiye edilmistir.

2.7.1.2. Nitrik Oksit Salinimi ve Protein Nitrasyonu

Nitrik oksit, lipidlere gegirgen Ozellikte ve serbest radikalleri biinyesinde tasiyan
cesitli biyolojik olaylarda rol alan bir molekiildiir (Férstermann ve Sessa, 2012). Nitrik
oksitin, trombosit agregasyonunu inhibe etmesi, kan basincini diizenlemesi ve
vaskiiler genislemeyi saglamasi gibi fonksiyonlar1 vardir. Nitrik oksit tiretimi, nitrik
oksit sentazlar (NOS) araciligiyla ger¢eklesmektedir. Nitrik oksit sentazlar, ii¢ farkli
izoforma sahiptir. Bunlar; periferal sinir sisteminde yer alan néronal NOS (nNOS,
NOSI), vaskiiler endotelde yer alan endotelyal NOS (eNOS, NOS3), sitokin ve
endotoksinler araciligiyla indiiklenebilen indiiklenebilir NOS’dur (iNOS, NOS2).
NOSI1 ve NOS3’iin aktivasyonu i¢in Ca?* gerekliyken, NOS2’nin aktive olmasi igin
bdyle bir gereklilik yoktur. NOS1 ve NOS3 ekspresyonunun diizenlenmesinde protein
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fosforilasyonu yer alirken NOS2’de transkripsiyonel ve post transkripsiyonel

diizenlemeler yer alir.

Indiiklenebilir nitrik oksit sentazin, makrofajlar ve nétrofiller dahil olmak iizere bir¢ok
hiicrede sentezi gerceklesir. Hiicrelerin igeriginde fizyolojik sartlar altinda NOS2
olmamasina ragmen, lipopolisakkaritler (LPS), tiimoér nekroz faktor o (TNF-a) ve
interlokin-1 (IL-1) gibi sitokinlerle ya da NF-kB transkripsiyon faktorleri ile uyarim
sonucu ekspresyonu aktive olmaktadir (Krol ve Kepinska, 2020).

Indiiklenebilir nitrik oksit sentazin NF-kB sinyal yolag: iizerinden eksprese olmasi ve
diizenlenmesi olduk¢a Onemlidir. Bunun sebebi inflamatuar siireclerde NF-xB
yolunun 6nemli bir bolge olmasidir. NF-«B, sitozolde aktif olmayan seklinde ve IkB-
NF-xB kompleksi halinde bulunur. Bu kompleksin sitozolden niikleusa
translokasyonu ve buna bagl gelisen NOS2 geninin indiikklenmesi NF-kB sinyal
yolagiin aktivasyonunda gorevli olan indiikleyici ajanlar sayesinde gergeklesir

(Aktan, 2004).

Protein

Nitrasyonu
» ONOO— | —
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IL-6

2.10. NOS2 ekspresyonu ve protein nitrasyonu (Connelly ve ark., 2001; Upmacis,
2008)’den uyarlanarak modifiye edilmistir.

Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz tarafindan yiiksek miktarda iiretilen NO,
inflamasyonda 6nemli bir yere sahiptir. Antimikrobiyal, antitimdr, antiviral etkileri
oldugu belirtilmistir. Antimikrobiyal aktivitesine hiicrelerin ve mikroplarin tizerindeki

toksisite olusumu aracilik eder. Buna ek olarak bir¢cok patolojik kosullarda NOS2
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tarafindan tiretilmis yiiksek miktardaki NO, olduk¢a 6nemli reaktif nitrojen tiirlerinin

(RNS) temel kaynagidir (Lee ve ark., 2017).

Protein nitrasyon olusumu, reaktif nitrojen metaboliti ile proteinlerdeki tirozin (Tyr)
aminoasiti arasindaki reaksiyon lizerinden gerceklesir. Reaksiyonun gerceklesmesi
lizerine tirozil fenol halkasinin 3-pozisyonuna bir -NOz grubu eklenir ve reaksiyon
sonuglanmis olur. Fizyolojik ve patofizyolojik olarak, protein Tyr nitrasyonundan
sorumlu olan reaktif nitrojen tiirleri NOS enzim ailesi tarafindan sentezlenmis NO
tizerinden gelisir. Bundan dolayi, NOS2 ekspresyonunda goriilen artisa bagli olarak

tiretilen NO seviyeleri protein nitrasyonu olusmasinda oldukea etkin bir role sahiptir
(Upmacis, 2008). Nitrik oksitin siiperoksit anyonu (O2") ile difiizyonla sinurli

reaksiyonu sebebiyle, in vivo olarak yiiksek oranda oksitleyici bir tiir olan peroksinitrit
(ONOO-) olugur. Peroksinitrit, NO2Tyr olusumunda ve dolayisiyla sitotoksisitede rol
oynar (Aslan ve ark., 2014).

2.7.2. Fosfatidilinositol-3 kinaz (PI3K)/Akt Sinyal Yolag:

Fosfotidilinozitol-3 kinaz/Akt sinyal iletim yolagi; metabolizma, biiyiime, cogalma ve
bunlarin disinda apoptoz gibi bir¢ok farkli hiicresel siirecin diizenlenmesinde rol alan
bir yolaktir. Fosfatidilinozitol 3 kinazlar (PI3K)’lar, hem yapilar1 hem de substratlari
ele alindiginda ii¢ simifa ayrilmis olan hiicre i¢i lipid kinazlar olarak bilinir. Sinf I
PI3K’lar, reseptor tirozin kinazlar (RTK) varhiginda ya da G-proteini kenetli
reseptorler araciligiyla fosfatidilinositol-4,5-bifosfat (PIP2)’I, fosfatidilinositol-3, 4,
5-trifosfat (PIP3) haline getirmek iizere aktive edilir (Engelman ve ark., 2006).
Fosfatidilinozitol 3 kinazin hedef olarak sectigi molekiil serin/treonin kinaz Akt, diger
adiyla protein kinaz B’dir. Akt, genel olarak hiicre proliferasyonundan ve hiicre
sagkalimindan sorumlu olan bir serin/treonin protein kinaz anzimi olarak
tanimlanabilir. Akt, fosfatidilinositol 3-bagimli kinaz 1 (PDKI1) yardimiyla
fosforillenerek aktive hale gelir (Stokoe, 2005). PI3K/Akt sinyal yolu, bir hayatta
kalma yolu olarak kabul edilir (Kauffmann-Zeh ve ark., 1997) ve Akt, IKK’nin
fosforilasyonu ile NF-kB p65’in aktivasyonunu saglayabilir. Bu durum da NF-xB’nin

transkripsiyon aktivitesinde artisa yol acar (Ozes, 1999).

26



IKK

IKBa

_>

2.11. PI3K/Akt sinyal iletim yolaginin aktivasyonu (Sui ve ark., 2014; Yang ve ark.,

Nukleus

2019)’den uyarlanarak modifiye edilmistir.

Hiicre proliferasyonu, normal sartlar altinda hiicrelerin yasam siklusu icin gereklidir.
Ancak agir1 proliferasyon gerceklestigi zaman DNA’y1 hedef alan karsinojen etkinlige
sebep olabilir (Preston-Martin ve ark., 1990). Apoptoz kavrami, hiicre
proliferasyonunu diizenleyen bir mekanizmadir ve bu mekanizmanin siireci farkl
yollarla regiile edilebilir. Apoptoz, hiicre membraninda bulunan 6liim reseptdrlerinin
aktive olmasi ile baslar. Oliim reseptérlerinin aktive olmasi baslatic1 kaspazlar olan
kaspaz-8 ve 10’un aktive olmasina yol agar. Baslatici kaspazlar ise; kaspaz-3 gibi
efektor kaspaz olarak tanmimlanan kaspazlari aktive eder. Efektér kaspazlarin
aktivasyonu ise hiicre i¢in yasamsal dneme sahip proteinlerin ayristirilmasina ve buna

bagli olarak hiicre 6liimiine sebep olur (Van Gurp ve ark., 2003).
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2.8. Asperglaucide

Asperglaucide, P. aurantiacum'dan izole edilebilen ve antiinflamatuar, antibakteriyel,
antioksidan ve antikanser Ozelliklere sahip bir aurantiamiddir (Suhas ve Channe
Gowda, 2012). Aurantiamid ve aurantiamid asetat, gesitli biyolojik etkilere sahip,
yemesi gilivenli bir yesillik olan semizotu'nun baslica etkili bilesenleridir. Aurantiamid
dipeptit bir yapiya sahiptir ve N-benzoilfenilalanin ve fenilalaninden olusur (Banerji
ve Das, 1975). Asperglaucide, lipopolisakarit (LPS) ile uyarilan mikroglia
hiicrelerinde indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) tiretimini inhibe eder (YYoon ve

ark., 2014). Asperglaucide’in yapisi sekil 2.12.’de verilmistir.

NH
NH

O O
7(
O

2.12. Asperglaucide’in kimyasal yapisi (https://biomarmt.com/en/producto/cl0233/,

Erisim tarihi; 20.11.2022)’den alinmustir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

3.1.1. Hiicre Besiyerinin Hazirlanmasi

Calismamizda ARPE-19 (ATCC® CRL-2302™) insan retina pigment epitel hiicre
hatti American Type Culture Collection tarafindan saglanmistir (ATCC; Manassas,
Virginia, USA). Hicreleri ¢ogaltmak i¢in ATCC tarafindan formiilize edilen
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM): Ham's Nutrient Mixture (F-12), 1:1
(Gibco, Life Technologies Limited, Paisley, UK) kullanildi. 500 ml’lik sisede bulunan
besiyeri igerisine son konsantrasyonlar1 %10 (v/v) olacak sekilde fetal bovin serum
(FBS; Gibco, Life Technologies Corporation, Paisley, UK), %1 olacak sekilde
penisilin-streptomisin (Gibco, Life Technologies, Grand Island, USA) ve 100 pl
Amfoterisin-B (Gibco, Life Technologies Limited, Paisley, UK) eklenerek karisim
hazir hale getirildi. Hazirlanan bu karisim 0.22 um bottle-top filtreden gegirildi, steril
hale getirildi ve +4°C’de saklandi.

3.1.2. Hiicrelerin Coziilmesi ve Kiiltiir Baslangici

Hiicrelerin ¢ogaltimi 37°C’de %5 CO2 ve %95 nemlendirilmis hava iceren steril CO>
inkiibatoriinde gerceklestirildi. Hiicrelerin %80-90 yogunluga ulasma siiresi 2-4 giin
arasinda gercgeklesti. Sivi azot igerisinde donmus olarak bulunan hiicre vialini
¢ikartmadan once hazirlanan besiyeri 37°C su banyosunda 1sitildi ve bdylece
hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in gerekli olan sicakliga getirildi. S1v1 azot tankindan ¢ikarilan
hiicre viali 37°C su banyosunda hafif sekilde sallanarak ¢oziilmesi sagland: ve hiicre
viali %70 alkol ile silinerek laminar flow kabine alindi. Bu asamadan sonra yapilan
biitiin islemler aseptik kosullar altinda gerceklestirildi. 9 ml 6nceden 1sitilmis besiyeri
tizerine 1 ml hiicre aktarildi. Hiicreler 125 x g’de 5 dakika santrifiij edildi ve
siipernatant uzaklastirildi. Sonrasinda besiyeri ile resiispansiyon yapilarak 25 cm?

flasklara aktarildi ve 37°C CO> inkiibatoriine kaldirildi.

3.1.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

ARPE-19 hiicreleri %80-90 yogunluga ulastiklar1 zaman %0,05 tripsin-EDTA (Gibco,
Life Technologies Limited, Paisley, UK) ile tutunduklari flaskin yiizeyinden kaldirildi
ve yeni flasklara pasajlandi. Pasajlama islemine baslamadan 6nce gerekli miktarda

besiyeri, tripsin-EDTA ve steril fosfat tampon salin (PBS) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
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MO, USA) 37°C su banyosuna koyularak hiicrelerin ¢ogalmasi icin uygun sicakliga
getirildi. Pasajlanacak flasktaki hiicrelerin morfolojisine ve yogunluguna mikroskop
altinda bakildi. Ardindan hiicre flask1 %70 alkol ile silinerek laminar flow kabin i¢ine
alindi. Bu asamadan sonraki biitliin adimmlar siki aseptik kosullar altinda
gerceklestirildi. Ilk olarak hiicre flaskindaki var olan eski besiyeri yavasca flasktan
uzaklastirildi. Tripsin-EDTA’nin etkisini en iyi sekilde gosterebilmesi i¢in 5-10 ml
steril PBS flaskin kosesinden yavasca eklendi ve PBS flask i¢inde birkag¢ dakika kadar
bekletilerek atiklarin temizlenmesi saglandi. Flask yiizeyine tutunmus hiicreleri
kaldirmak igin 25 cm? flaska yaklasik 3 ml olacak sekilde, 75 cm? igin yaklasik 9 ml
olacak sekilde 37°C su banyosunda dnceden 1s1tilmis tripsin-EDTA eklendi. Tripsin-
EDTA eklenen flask yaklasik 5 dakika kadar 37°C CO inkiibatériinde bekletildi
ardindan mikroskop altinda kontrol edildi ve hiicrelerin tiimiiniin kalktigindan emin
olduktan sonra flask tekrar %70 alkol ile temizlenerek laminar flow kabin igerisine
alindi. Eklenen tripsin-EDTA miktarinin iki kat1 olacak sekilde besiyeri flaska ilave
edilerek tripsin-EDTA’nin inaktivasyonu gerceklestirildi. Besiyeri eklendikten sonra
kabin igerisine dnceden alinan steril pipet kullanilarak birkac kez pipetleme yapildi.
Hiicrelerin biraraya gelerek olusturdugu kiimelenmelerin ayrilmasi saglandi ve flask
iceriginin tamami alinarak 15 ml’lik santrifiij tiipiine aktarildi. 125 x g’de 5 dakika
santrifiij edildi. Santrifiijiin ardindan siipernatant uzaklastirildi ve hiicre pelleti 10 ml
onceden 1sitilan besiyeri ile resiispanse edildi. Pasajlama islemi tamamlandiginda
flasklar 37°C’de %5 CO2 ve %95 nemlendirilmis hava iceren steril CO; inkiibatoriine

kaldirildi. Calismamiz boyunca 7. ile 25. arasi pasaj hiicreleri kullanildi.

3.1.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Daha sonraki ¢alismalarimizda kullanmak amaciyla hiicrelerin bir kismi kademeli
sekilde dondurularak sivi azot tankina konuldu. Dondurma islemi igin %80-90
yogunluga ulasmis ARPE-19 hiicreleri protokole uygun adimlar ile donduruldu. ilk
olarak PBS ile flask yiizeyi yikanarak atiklarin uzaklastirilmas: saglandi. Ardindan
tripsin-EDTA ile hiicreler yiizeyden kaldirildi. Besiyeri ile tripsinin inaktivasyonu
sagland1 ve hiicreler 15 mI’lik santrifiij tiipiine aktarilarak 125 x g’de 5 dakika santrifii
edildi. Santrifiij asamasindan sonra silipernatant uzaklastirildi ve hiicre pelleti %5 (v/v)
dimetil siilfoksit (DMSO; Fisher Scientific, Fair Lawn, New Jersey, USA) igeren
besiyeri ile resiispanse edildi. Resiispanse edilen hiicreler, her kriyo vialde 1 ml olacak

sekilde viallere aktarildi ve kademeli dondurma isleminin gerceklestirilebilmesi i¢in
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kriyo vialler izopropanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) igeren dondurma
kabna (freezing-container) konuldu. Ardindan -80°C’de bir gece boyunca bekletildi.

Son olarak da kriyo vialdeki hiicreler s1v1 azot tankina transfer edildi.

3.2. Hiicre Tedavi Protokolleri ve Canlilik Analizi

3.2.1. RPE Hiicrelerinde Prilokain Toksisitesinin Olusturulmasi

Calismamizda PRL  toksisitesi, PRL’nin  N-(2-Metilfenil)-2-(propilamino)
(CITANEST® %2, Sanofi ila¢ sanayi, Kuirklareli, Tiirkiye) farkli dozlarda
uygulanmasi ile olusturuldu. Prilokainin optimum toksik dozunu belirlemek i¢in 1,21-

4,87 mM dozlar 12-24 saat araliginda uygulandi (Malet ve ark., 2015).

3.2.2. NOS2 inhibitér Doz Calismasi

Literatiirde RPE hiicrelerinde PRL toksisitesi ve bu toksisitede NOS2 inhibitoriiniin
koruyucu etkinligini inceleyen bir calisma yoktur. Sunulan tezde NOS2 inhibitorii
olarak ASP (ASPERGLAUCIDE; Toronto Research Chemicals, Toronto, Canada)
0,78-3,125 uM doz araliginda 12-24 saat uygulandi (Yoon ve ark., 2014). MTT testi
ile ASP uygulamasmin hiicre canliligina etkisi degerlendirildi. Asperglaucide
molekiiler agirligi 444.5 g/mol’diir. 10 mg ASP, 225 ul DMSO igerisinde ¢oziilerek
100 mM stok ¢ozelti hazirlandi ve farklt ASP dozlar1 bu stok ¢ozeltiden seri diliisyon
ile elde edildi.

3.2.3. Hiicre Canlilig1 Deneyi

Hiicre canliliginin analizi i¢in yaygin olarak kullanilan 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromid (MTT; Gold Biotechnology Inc., St. Louis, MO, USA) testi
uygulandi. MTT, ¢oziinmeyen bir formazana indirgendigi zaman mor renk olusturan
sar1 bir kromojendir. Bu indirgenme hiicrelerde bulunan mitokondriyal NADH veya
NADPH'a bagh oksidorediiktaz enzimleri ile gerceklestirilir. Aktif oksidorediiktaz
enzimlerinin seviyesi, hiicresel metabolik aktiviteyi ortaya koyar. Hiicrelerde tiretilmis
olan formazanin ¢oziinmesi ile absorbans dl¢iimii gerceklestirilir. Absorbans degerleri
dikkate alinarak hiicresel metabolik aktivitenin belirlenmesi kontrol grubu ile
karsilastirilarak saglanir. Calismamizda 5 mg MTT tozu 1 ml PBS i¢inde ¢oziildii.
Ardindan hiicre kiiltiiriinde kullanilmak amaciyla 0.22 um ¢apindaki filtreden
gecirilerek steril hale getirildi. Hazirlanmis olan bu ¢ozelti 6 ay siiresince -20°C’de
stabil halde saklanabilir. MTT analizine baglamadan 6nce ¢alismamizda kullanilan

RPE hiicreleri bulundugu flask icerisinde %80-90 yogunluga ulastigi zaman hiicre
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medyumu uzaklastirildi ve PBS ile yikama yapildi. Daha sonra %0,05 tripsin-%0,02
EDTA ile hiicreler flask yiizeyinden kaldirildi. Tripsinizasyon isleminin ardindan flask
igerigi 15 mL’lik santrifiij tiipe aktarildi. 125 x g’de 5 dakika santrifiigasyon
sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve hiicrelerin sayimi yapildi. Sayim sonrasi 96
kuyucuklu plakanin her kuyucugunda 10.000 hiicre olacak sekilde 200 ul hacimde
hiicre ekildi. Ekimi yapilan hiicreler yiizeye tutunmalart amactyla 1-2 giin inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon bitiminde her kuyucuga 200 pl belirlenen konsantrasyonlarda
doz uygulamalar1 yapildi ve 12-18-24 saat inkiibasyon siireleri bittikten sonra karanlik
ortamda MTT protokolii ger¢eklestirildi. Grup basina 12 tekrar olacak sekilde ¢alisildi.
Inkiibasyon medyumu yavasca aspire edildi ve her kuyucuga daha éncesinde medyum
ile hazirlanmis olan %10 (v/v) MTT c¢ozeltisinden 100 pl eklendi. MTT ¢ozeltisi
eklenen 96 kuyucuklu plaka disindan 151k gecirmeyecek sekilde kaplanarak 2 saat
boyunca 37°C, %5 CO; inkiibatdriinde bekletildi. inkiibasyon bitiminde kuyucuklarin
dibinde mor renkli formazan kristallerinin olustugu goriildii. Yavas ve hassas sekilde
kuyucuklardaki siv1 aspire edildi ve ardindan her bir kuyucuga 100 pl DMSO eklendi.
Formazan kristallerinin en 1iyi sekilde ¢oziinmesi i¢in 96 kuyucuklu plaka 5 dakika
boyunca yatay calkalayict ilizerinde bekletildi. Bu asamadan sonra mikroplaka
okuyucuda (MicroQuant Plate Reader, Bio-Tek Instruments Inc. Vermont, USA) 570
ve 690 nm’de absorbans dl¢iimii gergeklestirildi. 690 nm’deki absorbans degerleri 570
nm’deki absorbans degerlerinden ¢ikarildi. Tiim gruplardaki formazan kristalinin

olugma miktarlari, kontrol grubuna kiyasla % canlilik olarak belirlendi.

3.3. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Calismamizda MTT analizleri sonuglarina dayanarak bes farkli deney grubu
olusturuldu. 1) Kontrol [saglikli RPE hiicreleri]; 2) DMSO [NOS2 inhibitorii ¢cozgeni
olan DMSO (1ul/ml) ile 12 saat boyunca inkiibe edilen RPE hiicreleri]; 3) Prilokain
toksisitesi [18 saat boyunca 2,43 mM PRL ile muamele edilen RPE hiicreleri]; 4)
NOS2 inhibitorii [12 saat boyunca 3,125 uM ASP ile inkiibe edilen RPE hiicreleri]; 5)
Prilokain + NOS2 inhibitorii [ 18 saat, 2,43 mM PRL toksisitesinde 12 saatlik koruyucu
doz olan 3,125 uM ASP ile inkiibe edilen RPE hiicreleri]

3.4. Immiinofloresan Boyama
Hiicrede nitrik oksit (NO) olusturan bir enzim olan indiiklenebilir nitrik oksit sentaz

(NOS2/iNOS), apoptoz belirteglerinden kesilmis kaspaz-3, protein nitrasyonunu
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gdsteren nitrotirozin ve inflamatuar yolak belirtecleri arasinda bulunan NF-kB p65,
PNF-kB p65 ve p-AKT immiinofloresan mikroskopi yontemi ile belirlendi. Bunun i¢in
flask iceresinde %80-90 yogunluga ulasan hiicreler tripsinizasyon islemi ile kaldirildi
ve hiicre sayimi yapilarak her kuyucuga yaklasik 100.000 hiicre olacak sekilde 8
kuyucuklu chamber-slide’a (Merck Millipore, Cork, Ireland) ekim yapildi. Ekim
yapildiktan sonra chamber slide gece boyunca 37°C, %5 CO; inkiibatoriinde
bekletilerek hiicrelerin tutunmasi ve morfoloji kazanmasi saglandi. %70-80 yogunluga
ulagsmis olan hiicrelere deney gruplarma gore gerekli doz uygulamalar1 yapildi.
Sonrasinda chamber slide i¢erisinde bulunan besiyeri aspire edildi ve kuyucuklar 0,01
M soguk PBS ile iki kez yikandi. Hiicreler oda sicakliginda bulunan ve taze
hazirlanmis olan %4 paraformaldehit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ile 10
dakika fikse edildikten sonra ii¢ kez soguk PBS ile yikandi. Yikamanin ardindan
hiicreler PBS igerisinde hazirlamis %0,2 Triton-X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) ile 10 dakika permeabilize edildi. Permeabilizasyon asamasin1 takiben 5
kez soguk PBS ile yikama yapildi ve 30 dakika boyunca PBS igerisinde hazirlanmis
%35 normal goat serum (NGS; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) ile inkiibe
edilerek bloklama yapildi. 30 dakikalik inkiibasyonun ardindan bloklama ¢ozeltisi
uzaklastirildi. Daha sonra herhangi bir yikama yapilmadan kuyucuk basina 200 pl
olacak sekilde rabbit poliklonal anti-NOS2 (1:100, #610332, BD Biosciences
Pharmingen), rabbit poliklonal anti-cleaved kaspaz-3 (1:100, #9661, Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA), rabbit poliklonal anti-nitrotirozin (1:200, #bs-
8551R, Bioss, Cambridge, MA, USA), rabbit poliklonal anti-NF-xB p65 (1:100,
#ab16502, Abcam, Cambridge, MA, USA), rabbit poliklonal anti-p-NF-xB p65
(1:100, #3031, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA), rabbit poliklonal
anti-p-AKT (1:200, #649001, BioLegend Enabling Legendary Discovery) primer
antikorlar1 eklenerek 4°C’de ve karanlikta bir gece boyunca inkiibe edildi. Ertesi giin
chamber slidelar oda sicakliginda 5 kez olacak sekilde PBS ile yikandi. Ardindan
karanlik ortamda her kuyucuga 200 ul Alexa Fluor-488 konjuge goat anti-rabbit
(1:300, # A11008 life Technologies, USA) sekonder antikoru eklendi ve 45 dakika
boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon bitiminde kuyucuklar
PBS ile 3 kez yikandi. Yikama islemi bittikten sonra hiicre ¢ekirdegini gézlemlemek
icin DAPI boyamasi (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA) yapild:.

Chamber slidelarin goriintiilemesi floresan mikroskopta (Olympus IX81, inverted

fluorescein microscope Tokyo, Japan) uygun olan filtreler kullanilarak yapildi.
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Yapilan goriintiilemelere gore floresans yogunlugu NIH ImageJ 1.53e yazilimi
yardimiyla analiz edildi. Her grup i¢in hiicrelerin floresans 1s1ma yapan bolgeleri baz
alind1 ve integrated yogunluk program ile belirlendi. Hiicrelerin dogrulanmis total
floresans (CTCF) miktarlarini hesaplayabilmek i¢in <’CTCF= Integrated Yogunluk —
(Segilen hiicrenin alan1 x Background okumalari ortalamasi)’’ formiilii kullanildi. Elde

edilen sonuclarin degerlendirilmesi istatistiksel olarak gerceklestirildi.

3.5. Nitrik Oksit Olusumunun Belirlenmesi

Deney gruplarinda NO3/NO2 miktar1 florometrik assay kit (Katalog #780051 Cayman
Chemical, M1, USA) ile hiicre medyumunda 6l¢iildii. Analiz iki asamada gergeklesti.
[lk asamada nitrat rediiktaz tarafindan nitrat (NO3") nitrite (NO2) indirgendi. Ikinci
asamada, asidik bir ¢ozelti olan 2,3-diaminonaftelen (DAN) ortamdaki NO: ile
reaksiyona girerek floresan veren 1 (H) naftotriazole doniistii. Orneklerde floresan
Olgtimleri 375 nm eksitasyon ve 417 nm emisyon dalga boyunda gerceklestirildi.
Ortamdaki total NO2™ miktar1 (uM) olusturulan standart egriden hesaplandi ve sonuglar

puM/hiicre sayis1 olacak sekilde rapor edildi.

3.6. Kaspaz-3 Aktivitesinin Belirlenmesi

Kaspaz-3 aktivitesi hiicre lizatlarinda florometrik assay kit kullanilarak o6lctildii
(Katalog #K105-200 BioVision Milpitas, CA, USA). Analiz, DEVD (Asp-Glu-Val-
Asp)-7-amino-4-triflorometik kumarin (DEVD-AFC) substratinin par¢alanmasinin
belirlenmesine dayanmaktadir. DEVD-AFC 400 nm’de (Amaks) 1s1ma yapmaktadir.
Substratin kaspaz-3 ile par¢alanmasi sonucu olugan serbest AFC, 500 nm’de (Amaks)
sar1-yesil bir floresan olusturur. Deney gruplarinda hiicreler kit iceriginde bulunan liziz
tamponu ile toplandi ve hiicre pelletleri homojenize edilerek 10 dakika buz lizerinde
inkiibe edildi. Kaspaz-3 aktivitesinin degerlendirilmesi igin her bir grubun protein
konsantrasyon miktarlar1 belirlendi ve c¢alismada 100 pg hiicre lizatt kullanildi.
Ornekler 400 nm eksitasyon ve 505 nm emisyon dalga boyunda florometrik olarak
(BioTek Synergy™ MX florometrik plaka okuyucu, USA) ol¢iildii. Orneklerde
Olgiilen AFC floresansi, kontrol grubu floresans: ile karsilastirilarak kaspaz-3

aktivitesindeki degisim ylizde olarak belirlendi. Sonuclar yilizde kontrol olarak rapor
edildi.
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3.7. Protein Nitrasyonunun Belirlenmesi

Protein nitrasyonu hiicre lizatlarinda ELISA kit (Katalog # E-EL-0040 Elabscience,
USA) kullanilarak olgtildii. Analiz, kompetitif-ELISA prensibine dayanmaktadir.
Deney gruplarindan elde edilen hiicre pelletleri 1x10° hiicreye 250 pL sogutulmus
PBS olacak sekilde siispanse edildi. Ardindan hiicreler tamamen pargalanana kadar
sonikasyon (Bandelin Sonopuls HD 2070, Bandelin Elec., Germany) yapild1. 2-8° C'de
1500 x g'de 10 dakika santrifiij edilerek hiicre lizat1 elde edildi. Hiicre lizatlarinda
nitrotirozin miktar1 kit prosediirii uygulanarak 450 nm’de spektrofotometrik olarak

belirlendi. Sonuglar ng/mg protein olarak verildi.

3.8. Fosforile Edilmis NF-kB p65 Protein Seviyelerinin Belirlenmesi

Fosfo NF-kB p65 protein seviyeleri hiicre lizatlarindan florometrik assay Kit
kullanilarak 6l¢iildii (Katalog #PEL-NF-xB p65-S536 RayBiotech, GA, USA). Analiz,
nonkompetatif sandwich ELISA prensibine dayanmaktadir. Deney gruplarindaki
hiicreler kit igeriginde bulunan liziz tamponu ile toplandi ve 2-8°C'de gece boyunca
yatay calkalayici iizerinde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon bitiminde 2-8°C'de 10
dakika 13.000 rpm'de santrifiij edilerek siipernatant toplandi. Kit prospektusunda
verilen dlgiim protokolii uygulandi ve drnekler 450 nm’de spektrofotometrik olarak
Olctilerek p-NF-xB p65 protein seviyeleri kontrol grubunun optik dansitesine gore

yiizde olarak verildi.

3.9. Interlokin 6 (IL-6) Seviyelerinin Belirlenmesi

Interlokin-6 seviyeleri hiicre medyumunda nonkompetatif sandwich ELISA Kiti
kullanilarak dl¢iildii (Katalog # EOO90Hu BT LAB, Bioassay Technology Laboratory,
Jiaxing, Zhejiang, China). inkiibasyon siirelerinin bitiminde hiicre kiiltiirii medyumlari
toplandi. Kit prospektusunda verilen protokol uygulandi ve 450 nm’de Ol¢lim
yapilarak IL-6 seviyeleri belirlendi. Ortamdaki total IL-6 seviyesi olusturulan standart

egriye gore hesap edilip ng/L olarak rapor edildi.

3.10. Protein Olciimleri

ARPE-19 hiicre lizatlarinda protein konsantrasyonlar1 595 nm’de modifiye Bradford
yontemiyle Ol¢iildii. Yontemde standart olarak bovin serum albiimin (BSA) ile
Coomassie Plus reaktifi iceren ticari kit kullanildi (Pierce Chemical Company,
Rockford, IL). Hiicre lizatlarindaki protein konsantrasyonu BSA standart grafigi
yardimiyla hesaplandi.
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3.11. istatistiksel Analiz
Istatistiksel analizler 8.4.3 GraphPad Prism yazilimi1 kullanilarak yapildi. (GraphPad
Software, San Diego, California, USA). Elde edilen istatistiksel analiz sonuglar1 sekil

aciklamalarinda ayrintili olarak yazilmastir.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Canlihg1 Analizi ve Asperglaucide’in Koruyucu Etkinliginin
Degerlendirilmesi

Prilokain ile indiiklenen RPE hiicrelerinde doz bagimli 24 saatlik hiicre canliligi
analizi Sekil 4.1A’da gosterilmistir. Kontrol grubuna kiyasla 12 saatlik 1,21, 2,43 ve
4,87 mM PRL uygulamasi sitotoksisite gostermedi. Hiicrelerin 18 ve 24 saat 1,21,2,43
ve 4,87 mM PRL ile inkiibasyonu, ayn1 zaman dilimlerinde kontrol grubuna kiyasla
hiicre canliligin1 anlaml 6l¢ilide azaltti. Benzer sekilde 18 ve 24 saatlik 2,43 ve 4,87
mM PRL uygulamasi, ayni doz konsantrasyonlarinda tim saatler ile

karsilagtirildiginda hiicre canliligini anlamli olarak azaltti.

Asperglaucide dozlarinin (0,78-3,125 uM) hiicre canlilig1 analizi Sekil 4.1B’de
gosterilmistir. 12 saat 0,78 uM ASP uygulamasi ayn1 saat diliminde 1,56 ve 3,125 uM
doz gruplan ile karsilastirildiginda hiicre canliligin1 anlamli olarak arttirdi. 24 saat
0,78-3,125 uM ASP uygulamasi kontrol ve DMSO gruplan ile karsilastirildiginda
canlilig1 anlamli olarak azaltti. Toksik etkisi gbzlenen PRL dozlarinda (2,43 ve 4,87
mM) ASP’nin koruyucu etkisi incelendi (Sekil 4.1C). Bu amacla 18 saatlik 2,43 mM
PRL uygulamasinin 6. saatinde ASP (0,78-3,125 uM) inkiibasyonuna baslandi ve 12
saatlik koruyucu etkisi degerlendirildi. Elde edilen sonuclar 3,125 uM ASP’nin
anlamli 6l¢iide hiicre canliligini arttirdigini gosterdi (Sekil 4.1C). 18 saatlik 4,87 mM
PRL uygulamasinin 6. saatinde ASP (0,78-3,125 uM) inkiibasyonuna baglandi ve 12
saatlik koruyucu etkisi degerlendirildi. Elde edilen sonuclar, 4,87 mM PRL’nin
toksisitesinin uygulanan ASP dozlari ile giderilemedigini gosterdi (Sekil 4.1D). Sekil
41E, PRL ve ASP uygulamasmin RPE hiicreleri iizerindeki morfolojik
degisikliklerini gostermektedir. Hiicrelerde 12 saat DMSO (1ul/ml) ve ASP (3.125
uM) uygulamasi sonucu bir degisim gozlenmezken, 18 saat 2,43 mM PRL uygulamasi
sonucunda kiiclilme, kiimelenme, ylizeyden ayrilma ve yuvarlaklagma gibi morfolojik
degisimler goriildii. PRL grubunda hiicre popiilasyonunda da bir azalma kaydedildi.
12 saat 3,125 pM ASP uygulamasinin, PRL uygulamasina bagli morfolojik

bozulmalar1 azalttig1 gézlemlendi.

37



Bl 12 saat

-o- 12 saat
A) BN 18saat B) = 18 saat
0 24 saat i
150- 150 +~ 24 saat
*
= = NE
g § \\.\\\w - N
= 50 ® 50 e
# # #
0- 0 T T T T T
Kontrol 1,21 2,43 4,87 Kontrol DMSO 0,78 1,56 3,125
Prilokain (mM) Asperglaucide (uM)
C) D)
150 150
# *
x 100+ x 100+
— * —
s [
3 8
® 50 B
0- 0-
o N Q 2 Q
o“é \“QQ. ¥ ¥ v “0\ & Y"’Q Y?‘s ?‘:’Q
Ehi=e $ ¥y » & S S S
g A e v
W Qn N N s Al = R
= \«’ \«' x> » ns > ]
S 3 v ™ N i
] ] & & & qu
E)

Kontrol DMSO PRL 7 ASP PRL+ASP

Sekil 4.1. RPE hiicrelerinde MTT analizi ile hiicre canliligim degerlendirilmesi. A) 12- 24 saatlik 1,21,
2,43 ve 4,87 mM Prilokain (PRL) uygulamasinin hiicre canlilik analizi. Veriler 11-12 ayr1 deneyi temsil
etmektedir ve degerler ortalama + SEM olarak verilmistir. [statistiksel analiz ¢ift yonlii ANOVA analizi
ile yapildi. Gruplar arasindaki farklilik Tukey ¢oklu karsilastirma testi ile belirlendi. *, p<0,05 kontrol
grubu ile ayn1 zaman dilimleri karsilasgtirildiginda. #, p<0,05 ayni1 doz araliginda tiim saatler birbirleri
ile karsilagtirlldiginda. B) 12-24 saatlik ASP uygulamasinin hiicre canlilik analizi. DMSO, dimetil
stilfoksit (1pul/ml) ile muamele edilmis hiicreler. Veriler 8-12 ayri deneyi temsil etmektedir ve degerler
ortalama + SEM olarak verilmistir. Istatistiksel analiz ¢ift yonlii ANOVA analizi ile yapildi. Gruplar
arasindaki farklilik Tukey ¢oklu karsilagtirma testi ile belirlendi. *, p<0,05, 12 saat, 1,56 ve 3,125 uM
gruplari ile karsilagtirildiginda. #, 24 saat, p<0,05, kontrol ve DMSO gruplari ile karsilastirildiginda.
C) 18 saat, 2,43 mM PRL toksisitesinde 12 saatlik 3,125 uM ASP uygulamasinin koruyucu etkinligi
gozlemlendi. 2,43 mM PRL uygulamasindan 6 saat sonra 0,78-3,125 pM ASP uygulandi. Toplam
inkiibasyon siiresi 18 saat. Veriler 10-12 ayr1 deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SEM
olarak verilmistir. Istatistiksel analiz tek yonlii ANOVA analizi ile yapildi. Gruplar arasindaki farklilik
Tukey coklu karsilastirma testi ile belirlendi. *, p<0,05, kontrol ile karsilastirildiginda. #, p<0,05, 2,43
mM PRL ile karsilagtirildiginda. D) 18 saat, 4,87 mM PRL toksisitesinde 12 saatlik 3,125 uM ASP
uygulamasinin koruyucu etkinligi gézlemlenmedi. 4,87 mM PRL uygulamasindan 6 saat sonra 0,78-
3,125 uM ASP uygulandi. Toplam inkiibasyon siiresi 18 saat. Veriler 9-10 ayr1 deneyi temsil etmektedir
ve degerler ortalama + SEM olarak verilmistir. Istatistiksel analiz Kruskal-Wallis analizi ile yapildi.
Gruplar arasindaki farklilik Dunn’s testi ile belirlendi. *, p<0,05, tiim gruplar ile karsilagtirildiginda. E)
Prilokain ve ASP uygulanan ARPE-19 hiicrelerinin 1s1tk mikroskop goriintiisii (10X biiyiitme).
Hiicrelerde 12 saat DMSO (1ul/ml) ve ASP (3.125 uM) uygulamasi sonucu bir degisim gézlenmezken,
18 saat 2,43 mM PRL uygulamasi sonucunda kiiglilme, kiimelenme, yiizeyden ayrilma ve
yuvarlaklagma gibi morfolojik degisimler gézlendi. PRL grubunda hiicre popiilasyonunda da bir azalma
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kaydedildi. 12 saat 3,125 uM ASP uygulamasiin, PRL uygulamasina bagli morfolojik bozulmalar1
azalttig1 gézlemlendi.

4.2. Interlokin 6, NF-kB p65 ve pNF-kB p65 Seviyelerinin Belirlenmesi
Yapilan klinik bir arastirmada yiiksek PRL serum diizeylerinin serum IL-6 seviyelerini

arttirdig1 rapor edilmistir (Schmittner ve ark., 2010). Toll benzeri reseptorlerin 1L-6
diizeylerini arttirdigi bilinmektedir (Frost ve ark., 2006) ve RPE hiicrelerinde hem
TLR2 hem de TLR3 reseptorleri tanimlanmistir (Patel ve Hackam, 2013; Mulfaul ve
ark., 2020). Yapilan bu ¢alismalar1 referans alarak RPE hiicrelerinde PRL’nin TLR
reseptorleri iizerinden etki edebilecegini diisiindiik ve PRL ile muamele edilen RPE
hiicre medyumunda IL-6 diizeylerini 6lctiik. RPE hiicrelerinin IL-6 salgilayabildigi
bilinmektedir (Qin ve Gao, 2018). Prilokain (2,43 mM) ile 18 saat muamele edilen
RPE hiicre medyumunda IL-6 diizeylerinin diger tiim deney gruplarina gére anlamh
olarak arttig1 goriildii. 3,125 pM ASP uygulamast PRL uygulanan hiicrelerde 1L-6
diizeylerini anlamli sekilde azaltt1 (Sekil 4.2A) Toll benzeri reseptorlerin aktivasyonu
NF-«B yolagin1 aktive etmektedir (Liu ve ark., 2017). Bu sebepten dolay1 olusturulan
hiicre deneyi modelimizde NF-xB p65 ve pNF-kB p65 seviyelerini 6l¢tiik. Sekil 4.2B
ve 4.2C sirastyla NF-xB p65 immiin boyamasi ve kantitasyonunu gostermektedir.
Sekil 4.2D ve 4.2E sirasiyla pNF-kB p65 immiin boyamasi ve kantitasyonunu
gostermektedir. Sekil 4.2F ise pNF-xB p65 diizeylerini gostermektedir. Diger gruplara
kiyasla PRL ile muamele edilmis hiicrelerde NF-kB p65 ve pNF-«kB p65 seviyelerinin
anlamli olarak arttig1 gozlendi. 18 saat PRL (2,43 mM) uygulanan hiicrelerde 12 saat
(3,125 uM) ASP uygulamasi hem NF-kB p65 hem de pNF-kB p65 protein artisini
bazal seviyelere indirdi.
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Sekil 4.2. RPE hiicrelerinde IL-6, NF-xB p65 ve pNF-kB p65 seviyeleri. DMSO, 12 saat 1 pul/ml dimetil
siilfoksit ile muamele edilen hiicreler; PRL, 18 saat 2,43 mM PRL ile muamele edilmis hiicreler; ASP,
12 saat 3,125 uM ASP ile muamele edilmis hiicreler; PRL+ASP, 18 saat 2,43 mM PRL toksisitesinde
12 saatlik 3,125 uM ASPe uygulamasi. PRL uygulamasindan 6 saat sonra 3,125 uM ASP uygulandi.
Toplam inkiibasyon siiresi 18 saat. A) IL-6 seviyeleri. Veriler 8 ayr1 deneyi temsil etmektedir ve
degerler ortalama + SEM olarak verilmistir. Istatistiksel analiz Kruskal-Wallis testi ile yapilmistir ve
gruplar arasindaki farklilik Dunn’s ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir. *, p<0,05, tiim gruplar ile
kargilastirildiginda. B) RPE hiicrelerinde NF-xB p65 temsili immiinofloresan boyama goriintiileri. C)
NF-xB p65 floresan boyamasinin Imagel] programi ile kantitasyonu. Veriler 12 ayri deneyi temsil
etmektedir ve degerler ortalama + SEM olarak verilmistir. Istatistiksel analiz Kruskal-Wallis testi ile
yapilmistir ve gruplar arasindaki farklilik Dunn’s ¢oklu karsilagtirma testi ile belirlenmistir. *, p<0,05,
tim gruplar ile karsilagtirildiginda. D) RPE hiicrelerinde pNF-«xB p65 temsili immiinofloresan boyama
gorintiileri. E) pNF-xB p65 floresan boyamasimimn ImageJ programi ile kantitasyonu. Veriler 12 ayri
deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SEM olarak verilmistir. Istatistiksel analiz tek yonlii
ANOVA ile yapilmistir ve gruplar arasindaki farklilik Dunnett’s T3 coklu karsilastirma testi ile
yapilmistir. *, p<0,05, tim gruplar ile karsilastirildiginda. F) pNF-xB p65 seviyeleri. Veriler 8 ayri
deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SEM olarak verilmistir. Istatistiksel analiz tek yonlii
ANOVA ile yapilmistir ve gruplar arasindaki farklilik Tukey ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir.
*, p<0,05, kontrol grubu ile karsilastirildiginda.

4.3. Nitrik Oksit ve Nitrotirozin Diizeylerinin Belirlenmesi
NF-kB sinyal yolagmin aktivasyonu NOS2 protein ekspresyonunu arttirmaktadir

(Aktan, 2004). Bu nedenle hiicre kiiltiirii modelimizde NOS2 protein ekspresyonu,
nitrit/nitrat ve protein nitrotirozin seviyeleri dl¢lilmistiir. Sekil 4.3A, 4.3B ve 4.3C’de
sirastyla NOS2 immiin boyamasi, kantitasyonu ve nitrit/nitrat seviyeleri verilmistir.
Sekil 4.3D, 4.3E ve 4.3F’de sirasiyla nitrotirozin immiin boyamasi, kantitasyonunu ve
nitrotirozin protein diizeyleri rapor edilmistir. Diger gruplara kiyasla PRL ile muamele
edilmis hiicrelerde NOS2, nitrit/nitrat ve nitrotirozin seviyelerinin anlamli olarak
arttig1 gozlendi. 18 saat PRL (2,43 mM) uygulanan hiicrelerde 12 saat (3,125 uM) ASP

uygulamasi nitrit/nitrat, NOS2 ve nitrotirozin protein artigin1 bazal seviyelere indirdi.
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Sekil 4.3. RPE hiicrelerinde NOS2 ve nitrotirozin seviyeleri. DMSO, 18 saat 1 pl/ml dimetil siilfoksit
ile muamele edilen hiicreler; PRL, 18 saat 2,43 mM PRL ile muamele edilmis hiicreler; ASP, 12 saat
3,125 uM ASP ile muamele edilmis hiicreler; PRL+ASP, 18 saat 2,43 mM PRL toksisitesinde 12 saatlik
3,125 uM ASP uygulamasi. PRL uygulamasindan 6 saat sonra 3,125 pM ASP uygulandi. Toplam
inkiibasyon siiresi 18 saat. A) RPE hiicrelerinde NOS2 temsili immiinofloresan boyama gériintiileri. B)
NOS2 floresan boyamasinin ImageJ programu ile kantitasyonu. Veriler 12 ayr1 deneyi temsil etmektedir
ve degerler ortalama + SEM olarak verilmistir. Istatistiksel analiz Kruskal-Wallis testi ile yapilmistir ve
gruplar arasindaki farklilik Dunn’s ¢oklu karsilagtirma testi ile belirlenmistir. *, p<0,05, tiim gruplar ile
kargilastirildiginda. C) Nitrit/nitrat seviyeleri. Veriler 8 ayri deneyi temsil etmektedir ve degerler
ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz Kruskal-Wallis testi ile yapilmistir ve gruplar
arasindaki farklilik Dunn’s ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir. *, p<0,05, Kontrol, DMSO ve
ASP gruplar ile karsilagtirildiginda. #, PRL+ASP grubu ile karsilastirildiginda. D) RPE hiicrelerinde
nitrotirozin temsili immiinofloresan boyama goriintiileri. E) Nitrotirozin floresan boyamasimin ImageJ
programi ile kantitasyonu. Veriler 12 ayr1 deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama = SEM olarak
verilmistir. Istatistiksel analiz tek yonlii ANOVA ile yapilmistir ve gruplar arasindaki farklihk Tukey
coklu kargilagtirma testi ile yapilmistir. *, p<0,05, tiim gruplar ile karsilagtirildiginda. F) Nitrotirozin
seviyeleri. Veriler 8 ayr1 deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SEM olarak verilmistir.
Istatistiksel analiz Kruskal-Wallis testi ile yapilmistir ve gruplar arasindaki farklilik Dunn’s ¢oklu
kargilagtirma testi ile belirlenmistir. *, p<0,05, Kontrol ve ASP gruplart ile karsilagtirildiginda.

4.4. Fosfo Akt Diizeylerinin Belirlenmesi

NOS2 seviyelerinin artist PI3K/AKT sinyal yolagmin aktive olmast ile
iligskilendirilmistir (Bae ve ark., 2006). Bu neden tez calismasinda p-Akt seviyeleri de
Ol¢iilmiistiir. Sekil 4.4A ve Sekil 4.4B sirasiyla p-AKT immiin boyamas: ve
kantitasyonunu gostermektedir. Fosforillenmis Akt protein miktar1 18 saat PRL
uygulanan hiicrelerde anlamli 6l¢iide artmis ve bu artis 12 saat ASP uygulamasi ile

baskilanmistir.
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Sekil 4.4. RPE hiicrelerinde p-AKT immiinofloresans diizeyleri. DMSO, 18 saat 1 pl/ml dimetil
stilfoksit ile muamele edilen hiicreler; PRL, 18 saat 2,43 mM PRL ile muamele edilmis hiicreler; ASP,
12 saat 3,125 uM ASP ile muamele edilmis hiicreler; PRL+ASP, 18 saat 2,43 mM PRL toksisitesinde
12 saatlik 3,125 uM ASP uygulamasi. PRL uygulamasindan 6 saat sonra 3,125 uM ASP uygulandi.
Toplam inkiibasyon siiresi 18 saat. A) RPE hiicrelerinde p-AKT temsili immiinofloresan boyama
goriintiileri. B) p-AKT floresan boyamasinin ImageJ programi ile kantitasyonu. Veriler 12 ayr1 deneyi
temsil etmektedir ve degerler ortalama + SEM olarak verilmistir. Istatistiksel analiz tek yonlii ANOVA
ile yapilmistir ve gruplar arasindaki farklilik Tukey coklu karsilastirma testi ile yapilmistir. *, p<0,05,
tiim gruplar ile karsilastirildiginda.

4.5. Kaspaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Sekil 4.5A, 4.5B ve 4.5C’de swrasiyla kesilmis kaspaz-3 immiin boyamasi,
kantitasyonunu ve kaspaz aktivitesinin florometrik olarak 6l¢iimii verilmistir. Gruplar
arasinda bir farkliligin olmamasi1 kaspaz-3’e bagli apoptotik yolakta aktivasyon

olmadigini géstermektedir.
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Sekil 4.5. RPE hiicrelerinde kesilmis kaspaz-3 protein immiinofloresans diizeyleri. DMSO, 12 saat 1
pl/ml dimetil siilfoksit ile muamele edilen hiicreler; PRL, 18 saat 2,43 mM PRL ile muamele edilmis
hiicreler; ASP, 12 saat 3,125 uM ASP ile muamele edilmis hiicreler; PRL+ASP, 18 saat 2,43 mM PRL
toksisitesinde 12 saatlik 3,125 uM ASP uygulamasi. PRL uygulamasindan 6 saat sonra 3,125 uM ASP
uygulandi. Toplam inkiibasyon siiresi 18 saat. A) RPE hiicrelerinde kesilmis kaspaz-3 proteini temsili
immiinofloresan boyama gorintiileri. B) Kesilmis kaspaz-3 proteini floresan boyamasinin ImagelJ
programi ile kantitasyonu. Veriler 11-12 ayr1 deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SEM
olarak verilmistir. Istatistiksel analiz Kruskal-Wallis testi ile yapilmistir ve gruplar arasindaki farklilik
Dunn’s ¢oklu karsilagtirma testi ile belirlenmistir. C) Kaspaz- 3 aktivitesi. Veriler 4 ayr1 deneyi temsil
etmektedir ve degerler ortalama + SEM olarak verilmistir. Istatistiksel analiz tek yonli ANOVA ile
yapilmistir ve gruplar arasindaki farklilik Tukey ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir.
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Sekil 4.6. NF-xB ve PI3K/Akt yolaklarinin aktivasyonu. Toll-like reseptor 2 (TLR2)’nin uyarimi
sonucu NF-kB yolu aktive olur (Liu ve ark., 2017). NF-kB yolag: aktivasyonunun birincil
mekanizmasi, ¢ok alt birimli bir IxB kinaz kompleksinin (IKK) aktive olmasidir. IKK, IKKa
ve IKKP olmak iizere iki katalitik alt birimden ve IKKy adli diizenleyici bir alt birimden
olusur. TLR2 reseptorii lizerinden aktive olan IKK, iki N-terminal serinde IkBa'y1 fosforile
eder (Sakurai ve ark., 2003). Fosforilasyon sonucunda NF-xB alt birimlerinden p50/p65
dimerlerinin niikleusa translokasyonu gerceklesir (Liu ve ark., 2017). Niikleusta aktif halde
bulunan NF-kB NOS2 ve IL-6 ekspresyonunu indiikler (Aktan, 2004; Frost ve ark., 2006).
NOS2 seviyelerindeki artis nitrik oksit (NO) salimimina bagli olarak protein nitrasyonuna
sebep olur (Upmacis, 2008). NOS2 ekspresyonu PI3K/Akt yolaginin ekspresyonuna yol agar
(Bae ve ark., 2006).
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5. TARTISMA

Tez ¢aligmamizda PRL toksisitesinin insan retina hiicrelerinde NF-«B p65, fosforile
NF-xB p65 ve fosforile AKT seviyelerini arttirdig bildirilmektedir. Benzer sekilde,
IL-6, NOS2, nitrit/nitrat ve nitrotirozin seviyeleri, kontrollere kiyasla PRL ile
muamele edilen hiicrelerde 6nemli olgiide yiikselir. Prilokain ile muamele edilen
hiicrelere ASP uygulamasi, fosforile edilmis NF-xB p65 (Ser 536) ve fosforile edilmis
AKT protein seviyelerini azaltirken NF-kB p65 ve NOS2 protein ekspresyonlarini
diizenler. Bildigimiz kadariyla arastirmamiz, PRL toksisitesinde inflamatuar sinyal

yolunu tanimlayan ilk ¢alismadir.

Bu ¢alismada, insan retinal pigment epitel hiicre hattinin in vitro bir modelini kullandik
ve PRL'nin 6nemli bir sitotoksik profile sahip oldugunu gosterdik. 18-24 saat boyunca
1,21-4,87 mM PRL ile hiicrelerin inkiibasyonunun, kontrol grubuna kiyasla hiicre
canliligmi  Onemli Olglide azaltigini gozlemledik (sekil 4.1.A.). Prilokainin
sitotoksisitesi, farkli kokenlere sahip farkli in vitro hiicre modellerinde
degerlendirilmistir. Bulgularimiz, insan osteoblastik Saos-2 hiicrelerinde PRL'min
neden oldugu hiicre 6liimiiniin arastirildigi bir ¢alisma ile uyumludur (Nakamura ve
ark., 1999). Prilokainin, Saos-2 hiicrelerinde 12 ila 48 saat arasinda 10 mM
konsantrasyona kadar doza ve zamana bagli bir sekilde hiicre 6liimiine neden oldugu
gosterilmigtir. Prilokain toksisitesini degerlendirmek igin noroblastom hiicre dizisi
SH-SYS5Y de kullanilmigtir (Malet ve ark., 2015). Prilokain 2-22 mM konsantrasyon
araliginda uygulanmistir ve 20 dakikalik kisa bir maruziyetten sonra hiicre canlilig
Olciilmiistiir. Yaklasik %50 hiicre 6liimiinii indiikleyen PRL konsantrasyonu (LD50),
doz yanit egrisinden tiiretilen bir denklemden hesaplanmis ve 4.32 + 0.39 mM oldugu
bulunmustur. Prilokainin insan ndroblastom hiicre dizisi SHEP'te sitotoksik oldugu
gosterilmistir (Werdehausen ve ark., 2009). 24 saatlik inkiibasyondan sonra yari
maksimum ndrotoksik etkiye (LD50) yol acan PRL konsantrasyonu 3.85 + 0.53 mM
olarak hesaplanmistir. Bu farkli g¢aligmalarda rapor edilen PRL'nin sitotoksik
konsantrasyonlarinda gozlenen farklilik, hiicre modelindeki degiskenlik ve temas
stiresi ve kiiltiir kosullar1 gibi deneysel kosullar ile aciklanabilir. Farkli hiicre tipleri
tizerindeki PRL sitotoksisitesi, fizyolojik mikro-ortamlarda etkili olan lokal

faktorlerden etkilenir. Prilokainin okiiler dokuda difiizyonu ve zaman i¢inde dagilan
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miktar1, konsantrasyon gradiyentinden, lipidlere olan afinitesinden, pKa'dan ve protein

baglama yeteneginden etkilenmesi muhtemeldir.

Asperglaucide'in 12 saat tedavisi, PRL toksisitesinde hiicre canliligin1 énemli 6l¢iide
arttirdi. Asperglaucide (3,125 uM), PRL (2,43 ve 4,87 mM) isleminden 6 saat sonra,
toplam PRL inkiibasyon siiresi 18 saat olacak sekilde uygulandi. ASP'nin sitotoksik
aktivitesi, ARPE-10 hiicrelerinde MTT analizi ile de belirlendi (sekil 4.1.B.).
Sonuglarimiz 10 uM aurantiamid asetatin 24 saatlik inki{ibasyonunun insan malign
glioma U87 hiicrelerinde canliligi 6nemli dl¢iide azalttigini gdsteren bir ¢alisma ile

kismi olarak uyumludur (Yoon ve ark., 2014).

Bir klinik ¢alismada yiiksek PRL serum diizeylerinin serum IL-6 diizeylerinde artisa
yol agtigi bildirilmistir (Schmittner ve ark., 2010). Toll-benzeri reseptorlerin
aktivasyonunun IL-6 seviyelerini arttirdigi bilinmektedir (Frost ve ark., 2006) ve hem
TLR2 hem de TLR3 reseptorleri retina pigment epitel hiicrelerinde tanimlanmigtir
(Patel ve Hackam, 2013; Mulfaul ve ark., 2020). Retinal pigment epitel hiicrelerinin
IL-6 salgilayabildigi bilinmektedir (Qin ve Gao, 2018). Interldkin-6, karacigerde akut
faz proteinlerinin iretiminin temel uyaricisidir (Pfifflin ve Schleicher, 2009).
Ozellikle, sistemik inflamatuar yanit i¢in bir belirteg olan C-reaktif proteinin (CRP)
ekspresyonu, IL-6'nin dogrudan etkisi altindadir (Gabay ve Kushner, 1999).

Toll benzeri reseptorlerin aktivasyonu ayrica NF-kB yolunu da aktive eder (Liu ve
ark., 2017) ve yakin zamanda bir sigan PRL toksisite modelinde merkezi sinir sistemi
NF-kB -p65 ve NF-kB -p50 ekspresyonlarinin arttigin1 gosterilmistir (Akgiil ve ark.,
2021). Bu nedenle deneysel hiicre modelimizde NF-kB p65 seviyelerini 6l¢tiik (sekil
4.2.B, 4.2.C.). Memelilerde NF-«B transkripsiyon faktorlerinin bes iiyesi vardir,
bunlarin arasinda hiicrede en ¢ok bulunan p65 ve p50'dir. Hiicresel uyar1 olmadan, NF-
kB sitoplazmada IxkB B inhibitdr proteinleri tarafindan inaktive edilir. Uyarici bir
yanitin ardindan, IkB'ler IkB kinazlar (IKK) tarafindan fosforile edilir ve ubikitinasyon
ve proteozomal degradasyon ile yok edilir. Serbest kalan p65, NOS2 ve IL-6 dahil
olmak iizere hiicrenin hayatta kalmasina ve inflamasyona neden olan ¢ok sayida gen
dizisinin transkripsiyonunu koordine ettigi, hiicre g¢ekirdegine gecer (sekil 4.6.)
(Vermeulen ve ark., 2002). p65 transkripsiyon faktorii bir niikleer lokalizasyon
sinyaline, bir DNA baglanma ve dimerizasyon bolgesine ve transaktivasyon alanlarina

(TA1 ve TA2) sahiptir. TA1 alani, 6nemli bir islem alanidir ve C-terminal 30 amino
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asidi icerir. NF-kB transaktivasyonu, bu alandaki birka¢ fosforilasyonla senkronize
edilir. p536 fosforilasyon bolgesi TA1 alaninda yer alir ve gesitli tiirler arasinda
korunur. p65'in fosforilasyonunun, p65 transkripsiyonel aktivitesini arttirdigi
gosterilmistir (Viatour ve ark., 2005). NF-kB p65 ve fosforile edilmis NF-xB p65 (Ser
536) protein seviyelerinin PRL ile tedavi edilen hiicrelerde diger gruplara gére 6nemli
oOl¢iide arttigr gozlendi. Asperglaucide uygulamasi, PRL verilen hiicrelerde NF-xB p65
protein seviyelerini azaltmistir. Asperglaucide’in bu etkisinin NF-xB ve MAPK

yolaklarinin inhibisyonu yoluyla gerg¢eklesmesi muhtemeldir (Yoon ve ark., 2014).

Daha once belirtildigi gibi, NF-xB sinyal yolunun aktivasyonu, NOS2 protein
ekspresyonunu arttirir (Pautz ve ark., 2010). Bu nedenle hiicre kiiltiirii modelimizde
NOS2 protein ekspresyonu, nitrit/nitrat ve protein nitrotirozin seviyeleri 6l¢iildii (sekil
4.3.). Nitrik oksit sentaz 2, NO2/NOs" ve nitrotirozin seviyeleri, diger gruplara kiyasla
PRL ile tedavi edilen hiicrelerde 6nemli 6l¢iide artti. Bulgularimiz, PRL tedavisinin
fare noroblastom NB2a hiicre hattinda NOS2 protein seviyelerini arttirdigini gosteren
onceki bir ¢alisma ile uyumludur (Mete vd, 2015). NOS2 proteininde gbzlenen artis
ve artan NOz~ ve NOjs  seviyeleri, asirt nitrik oksit (NO°) iiretiminin PRL
sitotoksisitesine dahil oldugunu diigiindiiriir. Nitrik oksitin siiperoksit anyonu (02 ") ile
difiizyonla sinirli reaksiyonu, oldukga oksitleyici bir tiir olan peroksinitritin (ONOO")
olusumuna yol agar. Peroksinitrit, nitrotirozin (NO2Tyr) olusumunda ve dolayisiyla
sitotoksisitede rol oynar (Aslan ve ark., 2014). Asperglaucide uygulamasi ile PRL ile
muamele edilmis hiicrelerde NOS2 proteininin 6nemli dl¢tide azaldigint gézlemledik.
NF-«B sinyal yolunun inhibisyonu, NOS2 gen transkripsiyonunu azaltir (Yoon ve ark.,
2014). Hem akut hem de kronik inflamasyon sirasinda birden fazla tiirde, organ
sisteminde ve hiicre tipinde tirozin kalintilarinin nitrasyonu tespit edilmistir (Aslan,
2012). Tirozin nitrasyonu i¢in birka¢ farkli yolun varligi, bu post-translasyonel
modifikasyonun hiicre sinyalizasyonu ve inflamasyondaki olasi 6neminin altini
cizmektedir. Bu nedenle tirozin nitrasyonu, inflamatuar kosullar sirasinda siklikla
degisen protein fonksiyonuyla iligkili olan oksidatif hasarin bir gostergesidir (Aslan,
2012). Onceki calismalar, PRL toksisitesinde oksidatif stresin ortaya ¢iktigini rapor
etmistir (Akgiil ve ark., 2021).

Artan NOS2 seviyeleri, fosfoinositid 3-kinaz (PI13K)/AKT sinyal yolunun aktivasyonu
ile iligkilendirilmistir (Bae ve ark., 2006). AKT ayn1 zamanda protein kinaz B (PKB)
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olarak da bilinir ve aktivasyonuna PI3K aktivasyonu aracilik edebilir. PI3K/AKT yolu,
bir hayatta kalma yolu olarak kabul edilir (Kauffmann-Zeh ve ark., 1997). Bu sinyal
yolag1 AKT, IKK'nin fosforilasyonu ve NF-kB p65'in aktivasyonu tarafindan uyarilir,
Bu da pozitif feedback olarak NF-kB p65'in transkripsiyonel aktivitesini arttirir (Ozes,
1999) (sekil 4.6.).

Inflamasyon, apoptoz ve nekroz ile iliskili hiicre dliimiine yol agabilir. Retinal pigment
epitel hiicreleri, 18 saat boyunca 2,43 mM PRL ile inkiibe edildiginde kaspaz-3'e bagh
apoptotik yolda aktivasyon olmadigin1 gozlemledik (sekil 4.5.). Onceki calismalar,
PRL’in insan osteoblastik Saos-2/MG63 hiicrelerinde ve fare osteoblastik MC3T3-E1
hiicrelerinde apoptozu indiikledigini gostermistir. Saos-2 hiicreleri, 48 saat boyunca 5
mM PRL ile muamele edilmis ve apoptozu belirlemek i¢in niikleer par¢alanma,
floresan mikroskobu altinda incelenmistir (Nakamura ve ark., 1999). Prilokain
kaynakli apoptoz, insan ndronal hiicrelerinde de arastirilmistir. Prilokain, 24 saat
boyunca 3,85 mM'lik bir LD50 konsantrasyonunda ilave edilmistir. Floresein
izotiyosiyanat (FITC)-konjuge anneksin V boyamasi ve 7-amino-aktinomisin D (7-
AAD) ile boyama, erken apoptozdaki hiicre yiizdesini belirlemek i¢in yapilmistir
(Werdehausen ve ark.,, 2009). Fosfatidilserin, apoptotik hiicrelerde plazma
membranlariin dis katmanina gecer ve Annexin V'i baglar. Saglam membranlara
sahip hiicreler ise 7-AAD boyasini almazlar. Bu nedenle, 7-AAD boyamasi, membran
bozulmasin gosterir ve birincil veya ikincil nekrotik hiicre 6liimiiniin bir gostergesidir.
Yalnizca anneksin V-FITC boyamasi i¢in pozitif olan hiicreler erken apoptotik olarak
tanimlanir (Vermes ve ark., 1995). Uygulanan PRL konsantrasyonunda analiz edilen
hiicrelerin %50'sinden daha az1 anneksin V i¢in pozitif sonu¢ verdi. Bu durum, analiz
edilen hiicrelerin en azindan bir kisminda erken apoptozu gosterdi. Verilen PRL
konsantrasyonunda, anneksin V/7-AAD igin pozitif boyanan hiicrelerin de mevcut
oldugu goriildii ve ge¢ apoptoz veya nekrozu isaret etti (Werdehausen ve ark., 2009).
Calismamizda apoptotik aktivasyonun olmamasi, daha diisiik sitotoksik PRL
konsantrasyonunun uygulanmasi ve daha kisa inkiibasyon siiresinin yan1 sira hiicre
modelindeki farklilik ile agiklanabilir. Deneysel modelimizde azalan hiicre canliligi,
muhtemelen PRL'nin neden oldugu nekrozdan kaynaklanmaktadir. Fibroblastlarda,
tenositlerde (Zhang ve ark., 2017) ve kondrositlerde (Gomoll ve ark., 2006)

bupivakain i¢in amid grubu lokal anesteziklerin neden oldugu nekroz bildirilmistir.
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Hiicre kiiltlirii ¢alismalari, kontrollii bir ortam araciligiyla gergeklestirildigi i¢in
tekrarlanabilir ve kesinlik ag¢isindan test edilebilir. Hiicre kiiltiirii farkli molekiilleri
standart olarak karsilastirma ve sitotoksisite mekanizmalarin1 degerlendirme segenegi
sunar. Hiicre kiiltiirii calismalarinin bazi sinirlamalar1 da vardir. Bu sinirlamalar, olasi
genetik kararsizlik, cesitli hiicre tipi etkilesimlerinin olmamasi, hiicre dis1 matriks ve
parakrin etkiler gibi spesifik cevresel faktorlerin olmamasidir. Hiicre kiltiirii
caligmalari, test edilen ilacin dokuya bagli farmakokinetigini etkileyen doku emilimi

ve dagilimi gibi kritik degiskenleri de taklit edemez.
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6. SONUC ve ONERILER

Sonuglarimiz yaygin olarak kullanilan bir lokal anestezik olan PRL'nin yiiksek
konsantrasyonlarda ve uzun siireli maruziyette insan retinal epitel hiicreleri lizerinde
toksik etkileri olabilecegini diisiindiirmektedir. Toksisite mekanizmasi, artan NOS2
protein ekspresyonu ile sonuglanan NF-kB sinyal yolu araciligiyla bir inflamatuar
yanitin indiiklenmesini igerir. Reaktif nitrojen tiirlerinin olusumu, hiicresel yikimi

daha da kotiilestirebilir ve hiicre canliliginin azalmasina yol agabilir (sekil 4.6.).
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