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1. GIRIS VE AMAC

Uveit, goziin iiveal dokularmi etkileyen ve tedavi edilmediginde kalict
gbérme kaybina neden olabilen inflamatuar bir géz hastaligidir. Enfeksiy6z ajanlar,
otoimmin mekanizmalar veya nedeni belirlenemeyen (idiyopatik) durumlar bu
hastaligin gelisiminde rol oynayabilir. Bu durum, tim diinyada geri doniissiiz
gérme kaybmin 6nde gelen nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir. Uveit
patogenezinde, kan-gbéz bariyerinin bozulmasi, inflamatuar hiicrelerin goz
dokularina infiltrasyonu, sitokin ve kemokin salinimi gibi immiinolojik stirecler,
doku hasarina yol agarak hastaligin ilerlemesinde 6nemli rol oynar. Mevcut tedavi
yaklasimlarinda kortikosteroidler ve imminsupresif ilaglar yaygin olarak
kullanilmakla birlikte, bu ilaglarin uzun siireli kullanimina bagh olarak bazi yan
etkiler gelisebilmektedir. Bu nedenle, inflamasyonu hedef alan ancak sistemik
toksisite riski daha diisiik olan yeni ve spesifik tedavi yaklagimlarina duyulan

ihtiyac devam etmektedir.

Deneysel endotoksin ile indiiklenen iiveit (EiU), lipopolisakkarit (LPS)
enjeksiyonu ile olusturulan ve insan {liveitine benzer patolojik stiregleri taklit eden,
iyi tammlanmis bir inflamatuar hastalik modelidir. Bu modelde LPS, Toll-like
reseptor 4 (TLR4) iizerinden bagisiklik sistemini aktive ederek proinflamatuar
mediatorlerin salinimina ve kan-g0z bariyerin bozulmasma neden olur. Ayni
zamanda inflamasyon sirasinda endoplazmik retikulum (ER) stresinin ve bununla
iligkili apoptotik mekanizmalarin aktive oldugu bilinmektedir. Son yillarda yapilan
calismalarda, ER stresinin inflamatuar hastaliklarin patogenezinde 6nemli rol

oynadigina dair kanitlar artmistir.

Tauroursodeoksikolik asit (TUDCA), endojen bir safra asidi ttrevi olup
anti-inflamatuar, anti-oksidatif ve anti-apoptotik etkileri ile dikkat ¢ekmektedir.
TUDCA'nin ER stresini azaltarak hiicresel hasar1 6nledigi, ¢esitli ndrodejeneratif
ve inflamatuar hastalik modellerinde koruyucu etkiler gosterdigi bildirilmistir.
Ancak TUDCA'in iiveit gibi inflamatuar goz hastaliklarindaki etkileri sinirl

olarak arastirilmistir. Bu baglamda, TUDCA nin EIU modelinde inflamasyon, ER



stresi ve apoptoz lizerindeki olasi koruyucu etkilerinin arastirilmasi klinik

uygulamalar agisindan 6nem tasimaktadir.

Bu c¢alismanin amaci, siganlarda in vivo olarak ve ARPE-19 hiicre
kiltarinde in vitro olarak olusturulan inflamasyon modellerinde, TUDCA’nin
inflamasyon, ER stresi ve apoptoz iizerindeki etkilerini arastirmaktir. TUDCA
uygulamasinin, bu patolojik siiregleri nasil modiile ettiginin degerlendirilmesiyle
inflamatuar g6z hastaliklarindaki potansiyel tedavi edici roliiniin ortaya konmasi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Uvea Anatomisi

Uvea, goz kiiresinin orta tabakasini olusturan ve zengin damar ag1 nedeniyle
'damar tabaka' olarak da bilinen anatomik bir yapidir. Uvea; iris, iris arkasindaki
siliyer cisim ve retina ile sklera arasinda yer alan koroid olmak iizere {li¢ ana

boliimden olusur (1).

2.1.1. iris

Iris, {ivea tabakasmin &n kisminda yer alan ve disaridan bakildiginda goziin
renkli bolgesi olarak gorulebilen kismidir. Embriyolojik olarak iki farkli kokenden
gelisen tabakalardan olusur. On kisminda, mezodermal kaynakli ve gevsek kollajen
liflerinden olusan iris stromas1 bulunur. Bu stroma igerisinde; sfinkter pupilla kasi,
damar yapilari, sinir aglari ile birlikte fibroblastlar, melanositler ve mast hiicreleri
gibi ¢esitli hiicresel yapilar yer alir. Arka boliim ise néroektoderm kokenlidir ve
posterior pigment epiteli adin1 alan bir yapi ile ortiilidiir. Bu yap1, birbirine siki
hiicre baglantilariyla bagli ¢ift sira halinde dizilmis kiiboidal pigment hiicrelerinden

meydana gelir (2).

Iris, 6n ve arka kamara arasinda yer alarak bu iki yapiy1 birbirinden ayirir.
Gorme islevi acisindan, cevresel uyarilara karsi yapisal degisiklik gdstererek
ortama uyum saglar. Ornegin; parlak 1sikta refleks olarak ya da yakin mesafeye
odaklanirken, akomodasyonla birlikte parasempatik yolaklar uyarilir ve pupilla ¢ap1
kiigtiliir. Buna karsilik, karanlik veya los 151k kosullarinda pupilla genisleyerek
retinaya ulasan 151k miktar1 artirilir. Bu mekanizma sayesinde retinaya diisen 151k

miktar1 dinamik olarak diizenlenmis olur (3).

Uveitte iris dokusu etkilenebilir ve bu durum genellikle iritis olarak
adlandirilir. Inflamasyonun etiyolojisine bagli olarak iris yapisinda gesitli
morfolojik degisiklikler gdzlenebilir. Ornegin, graniilomatdz iiveit veya intraokiiler
lenfoma gibi durumlarda iris kalinliginda artis gozlenirken; herpetik tiveit ve Fuchs

heterokromik iiveit gibi bazi hastaliklarda ise iris dokusunda atrofi gelisebilir. Bu



nedenle iris, intraokiiler inflamasyonlarin ve bazi patolojik durumlarin tanisal

degerlendirilmesinde 6nemli bir muayene bulgusu olarak kabul edilmektedir (4).

2.1.2. Siliyer Cisim

Siliyer cisim, koroidin éne dogru uzanmasiyla olusan, tiggen bi¢iminde ve
onemli islevleri bulunan bir {iveal yapidir. Gozde iki temel gorevi vardir: akodz
hiimor iiretimini saglamak ve akomodasyon mekanizmasina katkida bulunmak.
Yapisal olarak iki boliime ayrilir: 6nde yer alan “’pars plana’ ve arkada bulunan
“’pars plikata’’. Yaklasik 2 mm genisliginde olan pars plikata, siliyer ¢ikintilarin
yer aldig1 bolgedir. Bu ¢ikintilarin merkezinde bulunan stroma, iki katmanli siliyer
epitel hicreleriyle gevrilidir. Epitelin dig tabakasi pigmentsiz, i¢ tabakasi ise
pigmentli hiicrelerden olusur. Akdz hiimorun iiretimi biiyiik 6l¢iide dis tabakadaki
pigmentsiz epitel hiicreleri tarafindan gercgeklestirilirken, i¢ tabakada yer alan

pigmentli epitel hiicreleri kan-okiiler bariyerin olusumunda gorev alir.

Pars plana ise, pars plikata'nin hemen arkasinda yer alan ve yaklasik 4 mm
uzunlugunda, diiz yapili bir béliimdiir. Bu bdliimde i¢ yiizey, kiibik sekilli epitel
hiicreleriyle; dis ylizey ise pigmentsiz epitel hiicreleriyle kaplidir. Bu pigmentsiz
hiicreler, mukopolisakkarit sentezleyerek vitreus yapisinin olusumuna katkida
bulunur. Ayrica pars plana, cerrahi uygulamalarda biyik éneme sahiptir; limbustan
yaklastk 4 mm mesafede konumlanmasi sayesinde, vitreus bosluguna yapilan

giriglerde en giivenli posterior yol olarak tercih edilmektedir (5-7).

Siliyer kas, li¢ farkli kas lifi tipinden olusur: longitudinal, radyal ve sirkiiler
lifler. Bu lifler arasinda longitudinal lifler skleral mahmuza yapisiktir ve
kasildiklarinda trabekiiler ag ve Schlemm kanali {izerine ¢ekme etkisi olusturarak
akoz hiimorun disa akimini kolaylastirir bu sayede g6z i¢i basincinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Sirkiiler lifler ise lens zoniillerini gevseterek
lensin daha kiiresel bir sekil almasin1 saglar; bu da yakin mesafeye odaklanmay1
miimkiin kilan akomodasyon silirecinde temel islev goriir. Radyal lifler ise

longitudinal ve sirkiiler lifleri birbirine baglar. Siliyer kasin sinirsel uyarimi ise



okulomotor sinirin parasempatik dallarindan kaynaklanan kisa siliyer sinirler

araciligiyla gergeklesir (5).

2.1.3. Koroid

Koroid, tiveanin arka kisminda yer alan ve yogun vaskiiler yapiya sahip
dokudur. Ozellikle retinanin dig tabakalarmin perfiizyonunu saglar, dolayisiyla
gorme islevinin siirdiiriilmesinde kritik rol oynar. Koroidin ortalama kalinligi
yaklagik 0,25 mm’dir, U¢ temel vaskiiler katmandan olusur. En icte yer alan
koryokapillaris tabakasi, retinaya en yakin bolgedir ve yogun kapiller pleksus igerir.
Bunun hemen disinda konumlanan Sattler tabakas1 daha kii¢iik ¢apli damarlar

barindirirken, en dista yer alan Haller tabakasi ise genis ¢apli damarlar igerir.

Koroid, beslenmesini kisa ve uzun posterior siliyer arterler ile anterior
siliyer arterden alir. Bu yap1, gram doku basina diisen kan akimi agisindan viicutta
en yiksek perflizyona sahip dokudur. Yogun vaskiiler pleksus, retina dis
tabakalarmin yiiksek metabolik gereksinimlerini karsilamak iizere yeterli oksijen

ve besin destegini saglar. (8).

2.2. Uveit

2.2.1. Uveitin Tanim

Uveit, tiveal dokularda meydana gelen ve tedavi edilmedigi takdirde gorme
kaybina yol acabilen inflamatuar hastaliklar grubudur. Uvea terimi, etimolojik
olarak Yunanca kokenli “uva” (liziim) sozciiglinden tiiremistir. Bu adlandirma,
liveanin koyu mor rengi ve lziim tanesini andiran yapisal goriiniimiini
yansitmaktadir. Anatomik olarak Givea dokusu; iris, siliyer cisim ve koroid olmak
uzere Ug farkli yapidan olusur. Bu yapilardan herhangi birinde gelisen inflamasyon,
etkilenen anatomik bolgeye gore '-it' veya '-itis' ekiyle adlandirilir; 6rnegin iritis,
siklitis ve koroidit gibi (9).



2.2.2. Uveitin Epidemiyolojisi

Uveitin insidans1 ve prevalanst; yas, cinsiyet, 1rk, {iveitin anatomik yerlesimi
(6n, orta, arka ve paniiveit), tiveitin histopatolojik yapisi (graniillomatdz ya da non-
granilomat6z), inflamasyonun seyri (akut, kronik veya nilkseden) ve altta yatan
nedenlere (enfeksiyoz ya da enfeksiydz olmayan) bagl olarak farklilik gosterebilir.
En sik rastlanan form, nedeni bilinmeyen (idiyopatik) on tveittir. Enfeksiyoz
kaynakli tiveit vakalari, 6zellikle gelismemis ve gelismekte olan iilkelerde daha
yaygin olup %30 ile %60 oraninda goriilmektedir. Gelismis iilkelerde ise iliveit
etiyolojisinde enfeksiy6z olmayan nedenler daha yaygin olup, siklikla otoimmiin

ve inflamatuar mekanizmalarla iligkilidir (10).

Yalcindag ve ark. tarafindan yapilan BUST c¢aligmasinda, Tirkiye’deki
Uveit vakalarin anatomik dagilimi incelenmistir. Calisma sonuglarina gore en sik
karsilasilan tveit tipi %44,3 ile 0n Gveit olup, bunu %26,7 ile paniuveit, %19,9 ile
arka uveit ve %9,1 ile en diisiik oranda goriilen orta Uveit takip etmektedir.
Cocukluk gagi tiveit vakalarina iligkin yapilan incelemelerde, 6n Gveit %39,8 ile en
stk goriilen anatomik alt tip olarak tanimlanmis; orta {iveit ise %27,2 oraninda
bildirilmistir. Uveit tiplerinin anatomik dagilimi agisindan cinsiyetler arasinda
anlamli bir farklilik g6zlenmemistir. Etiyolojik smiflamaya gore, vakalarin
%76,1’inin enfeksiyoz olmayan nedenlere, %15,6’sinin ise enfeksiydz etkenlere
bagl gelistigi bildirilmistir. Enfeksiy6z olmayan grupta en sik neden %33 ile
Behget hastaligidir. Bunun yani sira idiopatik tiveit, Fuchs Uveiti ve ankilozan
spondilit de sik rastlanan diger etiyolojik faktorler arasinda yer almaktadir. Behcet
hastaligina sahip bireylerin %67,9’unun erkek olmasi, bu grubun cinsiyet
dagiliminda erkeklerin daha baskin oldugunu gostermektedir. Enfeksiydz etiyoloji
icerisinde en sik bildirilen patojenik nedenler, %45 ile toksoplazma retinokoroiditi

ve %38,5 ile olast herpetik On Gveittir (11).

2.2.3. Uveitlerin Smiflandiriimasi

Uveitler; inflamasyonun anatomik yerlesimi, baslangi¢ zaman, siiresi ve

klinik seyri gibi belirleyici 6zelliklerine gore siniflandirilabilir. Bu siniflama,



hastaligin tanisi, takibi ve uygun tedavi planlamasinda 6nemli avantajlar saglar.
Ancak, iiveitin farkli klinik belirtilerle seyretmesi ve bu belirtilerin siklikla birbirine
benzemesi, evrensel olarak kabul goren, anlasilir ve kapsamli bir smiflama
sisteminin olusturulmasin giiclestirmektedir (12). Uveitlerin degisik smiflandirma

sekilleri Tablo 2.1°de gosterilmistir.

Tablo 2.1. Uveitlerin siniflandirilmasi.

Enflamatuar

Anatomik Yas Grubu Klinik seyir Etiyolojik

yamt
On Cocukluk ¢ag1 Granilomat6z Hiperakut Idiopatik
Orta Geng erigskin ~ Nongranilomatéz Akut Enfeksiy6z
Arka Eriskin Kronik Non-enfeksiytz
Paniveit Ileri yas Tekrarlayan

2.2.3.1. On Uveitler

On iiveit (OU), iiveit olgular1 arasinda en sik karsilasilan formdur. iris ve
siliyer cismin inflamasyonu sonucu gelisir ve 6n kamarada inflamatuar hiicrelerin
varligiyla karakterizedir. Vakalarin biiyiik cogunlugu idiopatik kokenlidir; ancak
etyolojide HLA-B27 ile iliskili spondiloartropatiler ve viral etkenler de 6nemli rol
oynamaktadir. inflamasyon yalnizca én kamarayla smirliysa bu tablo literatiirde
iritis olarak adlandirilirken, inflamatuar hiicreler retrolental (6n vitreus) boslukta da

izleniyorsa bu durum iridosiklit olarak tanimlanir (13).

Akut OU, genellikle ani baslangi¢ gosteren; goz agrisi, kizariklik ve fotofobi
gibi semptomlarla karakterize bir klinik tablodur. Go6zde hissedilen agri,
inflamasyon sonucu ortaya ¢ikan siliyer cisim spazmina baglidir ve bu agrinin
siddeti, siliyer cismin tutulum derecesiyle dogrudan iliskilidir. Akomodasyon
refleksi ve pupilla hareketleri bu agriy1 siddetlendirebildiginden, pupillanin
sikloplejik ilaglarla dilate edilmesi agr1 kontroliinde etkili bir ydntemdir. On
kamarada biriken inflamatuar hiicreler ve protein icerigi veya meydana gelen vitrit
bulanik gérmeye yol acabilirken; bazi olgularda posterior segmentte gelisen
makiiler 6dem gibi komplikasyonlar da gorme keskinliginde azalmaya neden

olabilir. Hiperemi, 0&zellikle limbus c¢evresindeki vaskuler dilatasyon ile



belirginlesir ve bu durum siliyer enjeksiyon olarak tanimlanir. Bu tip hiperemi
konjonktival hiperemiden farkli olarak daha derindir, anterior siliyer arterlerin
dallarindan kaynaklanir ve genellikle vazokonstriktor ajanlara karst direnglidir.
Vaskuler konjesyon baslica inflamatuar mediatorler olan histamin ve serotonin
aracilifiyla gelisirken, prostaglandinlerin etkisiyle pupillada miyozis meydana
gelebilir. Ayrica iris stromasinda inflamasyona bagli o6dem geliserek iris
konturlarinin siliklesmesine neden olabilir. Ozellikle herpetik etiyolojiye sahip
olgularda iris dokusunda sektorel atrofi gelisebilir ve bu alanlarda pigment kaybi1

izlenebilir (13,14).

Ozellikle graniilomatdz iiveit olgularinda, iris veya pupilla kenarinda
graniilomatoz inflamasyona bagli nodiiler yapilar gelisebilir. Pupillaya komsu
bolgede yer alanlar Koeppe nodiilleri, iris stromasinda bulunanlar ise Busacca
nodiilleri olarak adlandirilir. Bu yapilar genellikle tiiberkiiloz, sarkoidoz ve
sempatik oftalmi gibi graniilomatdz hastaliklarla iligkilidir. Ancak Koeppe
nodiilleri, bazi graniilomatdéz olmayan iiveit vakalarinda da izlenebilir.
Granulomatdz keratik presipitatlar (KP), akdéz humor icerisinde bulunan
inflamatuar hticrelerin, iris pigmenti, plazma proteinleri ve fibrin ile birlikte kornea
endotel ylizeyine tutunmast sonucu olusur. Bu tip iridosiklit olgularinda KP’ler
tipik olarak iri, beyazimsi-gri renkte ve kabarik goriiniimliidiir; bu nedenle
literatirde “mutton-fat” (koyun yagi benzeri) keratik presipitatlar olarak
tanimlanirlar. Genellikle inflamasyonun kontrol altina alinmasiyla gerilerler, ancak

bazi durumlarda kornea endotelinde kalici izler kalabilir.

On iiveit olgularinda, siliyer cismin inflamasyonuna bagl olarak akoz
hiimor Gretimi azalabilir; bu da goz ici basincinda (GIB) diisiikliige ya da normal
seviyelerde seyretmesine neden olabilir. Ote yandan, inflamatuar hicrelerin
trabekiiler agda birikmesi veya inflamasyona bagl trabekdilit gelismesi halinde GIB
artis1 da goriilebilir. Bu tiir GIB artis1 6zellikle viral kaynakli én iiveitlerde sik

rastlanabilen bir durumdur (14,15).

OU olgulari, ¢ogu zaman uygun topikal anti-inflamatuar tedaviyle klinik
olarak kontrol altina almabilir. Eger tedavi, asamali olarak kesilebiliyor ve

tedavinin sonlanmasindan itibaren en az ii¢ ay boyunca niiks gézlenmiyorsa, bu



durum sinirh siireli {iveit olarak tanimlanir. Uveit tablosu tek bir atakla sinirli

kalabilecegi gibi, zamanla tekrarlayan ataklarla da seyredebilir (13).

Uzun siireli veya siddetli OU olgularinda; korneada subepitelyal kalsiyum
tuzlarmin birikimi (bant keratopati), korneal stromal 6dem, iris yapisinda
dejeneratif degisiklikler, arka sinesi (iris-lens), katarakt, makila 6demi ve optik
sinir baginda 6dem gibi ¢esitli komplikasyonlar gelisebilir. Ancak bu tiir arka
segment bulgularinin varligi, her zaman inflamasyonun arka kutbu tuttugu
anlamma gelmez; 6n segmentteki inflamatuar siireclerin dolayli etkileriyle de

gelisebilecegi goz ontinde bulundurulmalidir (13).

On kamarada bulunan inflamatuar hiicreler (Tyndall fenomeni) ve vaskiiler
gecirgenligin artmasina bagli olarak sizan proteinlerin olusturdugu flare,
inflamatuar yanitin siddetini degerlendirmede Onemli gostergelerdendir ve bu
parametreler dogrultusunda derecelendirme yapilmaktadir. Standardization of
Uveitis Nomenclature (SUN) ¢alisma grubunun kriterlerine gore, 6n kamara hiicre

sayisi ve flare derecelendirmesi Tablo 2.2 ve Tablo 2.3'te sunulmustur (12).

Tablo 2.2. On kamara hiicrelerinin derecelendirilmesi.

Derece* Hiicre sayisi**
0 <1
0,5+ 1-5
1+ 6-15
2+ 16-25
3+ 26-50
A+ > 50

*Hipopiyonun varlig1 ayrica belirtilmelidir.
**Yarik mikroskopun ince 151k ayar1 kullanilarak, 1sinlar 45° agiyla yonlendirilir ve 1 mm?
alandaki hiicre sayisi belirlenir.



Tablo 2.3. On kamara bulanikliginin derecelendirilmesi.

Derece Tanim

0 Yok

1+ Hafif

2+ Orta (iris ve lens detaylar seciliyor)
3+ Belirgin (iris ve lens detaylar1 bulanik)
4+ Siddetli (fibrin6z eksiida)

2.2.3.2. Orta Uveitler

Orta iiveit (OU), koroid veya retina tutulumu olmaksizin, asil olarak vitreus
boslugunda meydana gelen inflamasyonla karakterizedir. Klinik literatiirde bu
tablo; pars planitis, posterior siklit ya da hyalit terimleriyle de anilmaktadir. OU,
tiveit olgular igerisinde %0,9 ile %22,9 arasinda degisen oranlarda bildirilmistir.
Tiim anatomik alt gruplar (6n, orta, arka ve paniiveit) arasnda OU, on ve arka
tiveitlere kiyasla daha az siklikta goriilmektedir. Her yas grubunda ortaya
cikabilmekle birlikte, Ozellikle ikinci ve dordiincii dekatlar arasinda daha sik

goriildiigii rapor edilmektedir (16).

OU kliniginde en sik karsilasilan semptomlar; bulanik gérme ve goz dniinde
ucusan cisimlerin (floaters) algilanmasidir. Izole OU olgularinda, goz agrisi,
fotofobi ve konjonktival hiperemi gibi belirtiler genellikle goriilmez ya da oldukca
hafif diizeydedir; ancak tabloya eslik eden AU varliginda, bu bulgular daha belirgin
hale gelebilir. Gorme kayb1 baslangicta genellikle hafiftir, ancak ciddi azalma
durumlart ¢ogunlukla makiila 6demi, retina dekolmani gibi arka segment
komplikasyonlarina bagl olarak gelismektedir. Bununla birlikte, OU baz
bireylerde tamamen asemptomatik olabilir ve 6zellikle konugsma 6ncesi donemdeki
cocuklar gibi is birligi siirli hasta gruplarinda, rutin g6z muayenesi sirasinda
tesadiifen saptanabilir. Bu nedenle OU bazi hastalarda taninin atlanmasima yol

acabilecek sessiz bir tablo gosterebilir (16).

OU olgularinda, yarik lamba biyomikroskopisi ile  yapilan

degerlendirmelerde vitritis siklikla ayirt edici bir bulgu olarak karsimiza cikar.
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Vitreus icerisinde yer alan inflamatuar hiicreler ve protein eksiidatlari, Nussenblatt
simiflandirma sistemine gore 0,5+ ile 4+ arasinda degisen diizeylerde vitroz
bulanikliga neden olur. Bu bulanikligin tedavi siirecinde azalmasi veya tamamen
kaybolmasi, inflamasyonun kontrol altina alindigimi gosteren Onemli bir
parametredir. Bazi olgularda, vitreus tabani, pars plana ve periferik retina
bolgelerinde biriken inflamatuar materyaller, kiglk yuvarlak opasiteler seklinde
“snow ball (kar topu)” ya da bu olusumlarin birlesmesiyle “snow bank (kar bank1)”
seklinde izlenebilir. Ayrica, pars plana bolgesinde fibrovaskiiler membranlar ve
periferik retinal veniillerde periflebitik degisiklikler gdzlenebilir. OU ¢ogu zaman
yalnizca okiiler bulgularla sinirlt kalmakla birlikte, bazi1 hastalarda multiple skleroz,
sarkoidoz, Lyme hastali§i, Whipple hastaligi, sifiliz, tiiberkiiloz ve bag dokusu
hastaliklar1 gibi sistemik patolojilerle iliskili olabilir (17).

2.2.3.3. Arka Uveitler

Arka Uveitler (AU), inflamasyonun retina ve koroid gibi arka segment
yapilartyla smirlt iiveit alt grubunu olusturur. Klinik olarak OU’lerden farkli
sekilde, konjonktival hiperemi ve agr1 gibi O6n segment bulgular1 genellikle
gozlenmez. Uveit olgularmmn yaklasik %19,9’unu arka iiveitler olusturmaktadir.
Turkiye'de AU’in en yaygin nedeni Behget hastaligi olarak bildirilirken, Avrupa
ilkelerinde daha sik olarak idiopatik nedenlere ve enfeksiyoz etkenlere bagli arka

uveitler rapor edilmektedir (11).

AU, gérme kaybiyla en sik iliskilendirilen iiveit alt tipidir ve genellikle
agrisiz bir klinik seyir gosterir. Etiyolojik olarak enfeksiydz ve non-enfeksiydz
nedenlerle gelisebilir. Enfeksiyoz etkenler arasinda bakteriler, viriisler, mantarlar
ve parazitler yer alirken; non-enfeksiydz nedenler arasinda immiinolojik
mekanizmalar, alerjik reaksiyonlar, neoplastik sirecler ve idiopatik olgular
bulunmaktadir. Inflamasyonun vitreusun arka sinirina veya daha gerisinde olusmasi
durumunda, vitreus igerisinde hiicre artisi, flare, opasiteler ve zamanla arka vitreus
dekolman geligebilir. AU kliniginde siklikla dort ana patolojik tablo ile karsilasilir:
koroidit, retinit, retinal vaskiilit ve papillit. Koroidit, tipik olarak sarimsi veya

grimsi, yama seklinde lezyonlarla karakterizedir. Retinit, retinada beyazimsi,
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bulanik odaklar halinde izlenir. Vaskiilit genellikle retina veniillerini etkileyen
inflamasyondur, ancak bazi durumlarda arteriyolleri de tutabilir. Papillit, optik sinir

basinda 6dem ve hiperemi ile karakterize bir klinik tablodur (9,18).

AU’de topikal tedavinin arka segmente yeterli diizeyde penetre olamamasi
nedeniyle sistemik tedavi gereklidir. Enfeksiyoz olmayan AU olgularinda, ilk
basamakta siklikla sistemik KS’ler tercih edilmekte olup; hastaligin stiresi, siddeti
ve etiyolojik faktorlere bagl olarak immiinsiipresif ve biyolojik ajanlar tedavi
protokoliine eklenebilmektedir. Enfeksiydz AU olgularinda ise tedavi, altta yatan

etiyolojik nedene yonelik olarak planlanmalidir (18).

2.2.3.4. Panuveitler

Paniveit, iris, siliyer cisim ve koroid dahil olmak iizere {iveanin tiim
anatomik tabakalarini etkileyen yaygin ve ciddi bir inflamasyon tipidir. Etiyolojik
acidan hem ekzojen enfeksiyonlar hem de sistemik dolasimla géze ulasan (endojen)
enfeksiyonlar sorumlu olabilir. Panuveite yol acan enfeksiyonlar arasinda sifiliz,
tiiberkiiloz gibi bakteriyel; kabakulak, ¢igek hastalig1 gibi viral; toksoplazmozis
gibi protozoal etkenler bulunur. Ayrica Behget hastaligi gibi immiin aracili
inflamatuar hastaliklar, retinoblastom ve koroid melanomu gibi primer okdler
maligniteler ile 16semi, lenfoma ve histiyositik sarkom gibi sistemik hematolojik
neoplaziler “maskeli sendrom” adiyla paniiveit benzeri tablolar olusturabilir. G6z
kiiresine yonelik kiint veya penetran travma sonrasi gelisen sempatik oftalmopati
ile katarakt cerrahisi, trabekiilektomi ve vitreoretinal girisimler gibi baz1 goz ici

operasyonlardan sonra da postoperatif paniiveit gelisebilir.

Agrn, fotofobi, kizariklik, ugusan cisimler (floaters) ve gorme keskinliginde
azalma gibi semptomlar olabilir. Muayenede, 6n Uveit, orta Uveit ve arka Uveite ait
bulgular izlenir. Paniiveit, iiveite bagli korliik ve gorsel morbiditenin baslica
nedenidir. Panlveitte prognoz, altta yatan neden ve ciddiyete bagli olarak degisir.
Erken tan1 konulmaz veya tedavi yetersiz kalirsa, kalic1 gérme kaybi gelisebilir. Bu
nedenle, her paniiveit vakasinda erken teshis ve uygun tedavi ile yonetilmesi biylk
onem tagir (19,20).
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2.2.4. Uveit Tedavisi

Herhangi bir tedavi protokoliiniin planlanmasindan 6nce, hastanin mevcut
klinik bulgular1 kapsamli bicimde degerlendirilmelidir. Taninin dogrulanmasina
yonelik uygun laboratuvar analizleri ve gorintileme yontemleri planlanmali;
gerekli goriildiigl takdirde ilgili uzmanlik dallarindan konstiltasyon istenmelidir.
Planlanan tedavi rejiminin uzun siireli uygulanma gerekliligi, olusturabilecegi
ekonomik yiik, potansiyel yan etkiler ve toksisite riski hakkinda hastaya tedavi
oncesinde ayrintili bilgi verilmesi; hasta uyumunun saglanmasi ve tedavi

basarisinin artirilmasi agisindan kritik 6neme sahiptir.

Uveit tedavisinin planlanmasinda, inflamasyonun siddeti, eslik eden
komplikasyonlar ve hastaya 6zgili risk faktorleri multidisipliner bir yaklagimla
biitiinciil olarak degerlendirilmelidir. Taninin konmasini takiben, uygun tedavi
protokolii gecikmeksizin baslatilmali; tedavi siireci ise, Oncelikle ilk basamak
tedavi secenekleriyle baslanip, klinik yanit ve hastalik seyri dogrultusunda daha
giiclii tedavi seceneklerine kademeli gecisi Ongoren basamakli bir strateji
cercevesinde sdrdirilmelidir. Bu strateji, hem inflamasyonun kontrol altina
alinmasini hem de tedaviye bagli yan etkilerin en aza indirilmesini saglayarak hasta

acisindan en uygun klinik sonuglarin elde edilmesine olanak tanir (21).

Uveit tedavisinin temel hedefleri; gorme keskinliginin korunmasi ve
tyilestirilmesi, makiila 6demi gibi gormeyi tehdit eden komplikasyonlarin
tyilestirilmesi, intraokiiler inflamasyonun etkin bigimde kontrol altina alinmasi ve
niiksiin 6nlenmesidir. Uveit tedavisi, genel olarak lokal ve sistemik uygulamalar
olmak tizere iki ana baslik altinda siniflandirilmaktadir. Lokal tedaviler arasinda,
siliyer cisim spazmina bagli agrinin azaltilmasi ve posterior sinesi olusumunun
onlenmesi amaciyla midriatik ve sikloplejik ajanlardan yararlanilir. Ayrica topikal,
subkonjonktival, periokiler, retrobulber veya intravitreal yolla uygulanan KS’ler,
lokal inflamasyonun kontrol altina alinmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Sistemik
tedavi ise, enfeksiyoz etkenlere yonelik antimikrobiyal ajanlarin yani sira sistemik
KS’lerin ve immiinmodiilatdr/immiinstipresif ilaglarin oral veya parenteral yolla

uygulanmasini icermektedir (22).
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2.2.4.1. Kortikosteroidler

Enfeksiydz olmayan iiveit olgularinda birinci basamak tedavi genellikle KS
monoterapisidir. KS'ler, iiveitin anatomik tutulumuna gore farkli farmasotik
formlarda uygulanabilir. On Uveit tedavisinde, topikal uygulama tercih edilmekte
olup; ozellikle prednizolon %1 veya deksametazon %0,1 preparatlari siklikla tercih
edilmektedir (23). Topikal KS’ler, basta kornea ve 6n kamara permeabiliteleri
olmak uizere farmakokinetik ézellikleri nedeniyle OU tedavisinde birinci basamak
tedavi ajani olarak tercih edilmektedir. Afakik hastalarda ise nadiren de olsa arka
segment inflamasyonuna yonelik sinirli etkinliklerinden yararlanmak amaciyla
kullanilabilmektedir. Topikal tedavide doz titrasyonu, inflamasyonun siddetine
gOre belirlenmeli; baslangigta yiiksek dozlarda uygulanarak inflamasyon hizli

bi¢cimde kontrol altina alindiktan sonra, tedavi kademeli olarak azaltilmalidir (24).

Periokiiler KS enjeksiyonlar;; 6n kamara icinde daha yiiksek ilag
konsantrasyonlar1 elde etmek, hizli terapotik yanit saglamak ve arka segment
inflamasyonunu baskilamak amaciyla uygulanmaktadir. Bu uygulamalar
subkonjonktival, subtenon veya retrobulber yollardan gergeklestirilebilir.
Subkonjonktival enjeksiyonlar; topikal tedaviye yardimci olmak, siddetli
inflamatuar ataklarda hizli remisyon saglamak veya topikal tedaviye uyumsuzluk
gosteren hastalarda alternatif bir yontem olarak degerlendirilebilir. Ancak
literatiirde, subkonjonktival enjeksiyonlarin topikal KS tedavisine anlamli diizeyde
istlinliik saglamadigina dair bulgular mevcuttur. Subtenon enjeksiyonlar ise,
subkonjonktival yola kiyasla daha etkin kabul edilmekte olup, 6n segment ve lens
diizeyinde daha yiiksek ila¢ konsantrasyonlarina ulasilmasi nedeniyle glokom ve

katarakt gibi KS’e bagl yan etkilerin gelisme riskini artirmaktadir (24,25).

Sistemik KS’ler, siddetli okiiler inflamasyon varlifinda tedaviye
eklenmelidir. En sik tercih edilen form, oral prednizondur ve genellikle 1-2 mg/kg
doz araliginda baslanir; tedavi siireci boyunca klinik yanita goére kademeli doz
azalttmi yapilir. Inflamasyonun yogun oldugu, tiim iiveal tabakalarin yan1 sira optik
sinir tutulumu bulunan olgularda ise okiiler remisyonu saglamak amaciyla
intravendz KS tedavisine ihtiya¢ duyulabilir. Bu durumda siklikla metilprednizolon

tercih edilir; 30 mg/kg dozda (maksimum 1 gram) intravendz olarak, genellikle (g
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ardigik giin boyunca uygulanan yiiksek doz (pulse) tedaviyle baslanir ve sonrasinda

oral KS’lerle tedavi siirdiiriiliir (26).

Uveit tedavisinde uzun siireli KS kullanimi, hem okiiler hem de sistemik
diizeyde ciddi yan etkilere neden olabileceginden dikkatle yonetilmelidir. Bu
nedenle, tedavi siiresi boyunca en kisa siirede etkin dozun azaltilmas1 ve miimkiinse
tedavinin sonlandirilmasi, komplikasyonlarin 6nlenmesi agisindan biiyilk énem
tasir. Topikal veya sistemik KS uygulamalari; katarakt, glokom ve kalic1 gérme
kayb1 gibi okiiler yan etkilere yol agabilir. Sistemik KS kullanimina bagli olarak
ise; kilo alimi, Cushingoid goriiniim, akne, enfeksiyonlara yatkinlik, hipertansiyon,
stvi retansiyonu, diyabetes mellitus, hiperlipidemi ve osteoporoz gibi ¢esitli
metabolik ve endokrin komplikasyonlar ortaya c¢ikabilir. Ozellikle pediatrik
hastalarda, KS’lerin biiylime ve geligsme iizerinde olumsuz etkileri olabileceginden,
bu yas grubunda daha titiz bir izlem gereklidir. Yiksek doz KS tedavisine yeterli
klinik yanit alinamamasi ya da inflamasyonun ilerlemesi durumunda, alternatif

tedavi seceneklerinin degerlendirilmesi gerekmektedir (26,27).

2.2.4.2. Sistemik immiinmodiiler Tedaviler

Kronik ve siddetli iiveit olgularinda, KS’lere yanit alinamadiginda veya
uzun sireli KS kullaniminin  yan etkilerinden kacinilmasit gerektiginde
immiinmodiilator tedavilere bagvurulur. Bu ilaglar, bagisiklik sisteminin farkli
yollari1 etkileyerek anti-inflamatuar etki gosterir. Imminmodulator tedaviler

biyolojik olmayan ve biyolojik ajanlar olarak iki grupta siniflandirilir.

Biyolojik olmayan ajanlar; antimetabolitler (6rnegin metotreksat,
azatioprin), T lenfosit inhibitorleri (6rnegin siklosporin) ve alkilleyici ajanlar
(6rnegin siklofosfamid) olmak {izere ii¢ alt gruba ayrilmaktadir. Bu ilaglar,
cogunlukla sistemik inflamasyonun uzun vadeli kontrolli amaciyla kullanilmakta
olup, tedavi streci genellikle multidisipliner izlem ve yakin takip gerektirmektedir.
Biyolojik ajanlar ise bagisiklik sisteminin spesifik proinflamatuar hedeflerine
yoneltilmis, biyoteknolojik ajanlardir. Bu grup igerisinde tumor nekroz faktoru-alfa

(TNF-0) inhibitorleri basta olmak {izere interlokin antagonistleri gibi ¢esitli sitokin
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hedefli tedavi secenekleri yer almaktadir. Giincel olarak, enfeksiydz olmayan AU
tedavisinde ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis tek biyolojik
ajan adalimumab’dir. Ote yandan, alkilleyici ajanlarin malignite riski ve fertilite
tizerindeki olas1 yan etkileri nedeniyle, yalnizca refrakter veya agir seyirli

inflamasyon varlhiginda; dikkatli hasta se¢imi ve kar-zarar analizi sonrasinda

kullanilmalidir (28).

Sistemik immunmodiilatér tedavi asagidaki durumlarda enfeksiyoz

olmayan okiiler inflamasyonun tedavisi i¢in kullanilmaktadar:
» Gormeyi tehdit eden intraokiiler inflamasyon veya nekrotizan sklerit.
* KS tedavisine yetersiz yanit alinmasi.

» Sistemik veya lokal KS’lerin kontrendike oldugu veya sistemik/okdler yan

etkiler nedeniyle tedavinin tolere edilemedigi durumlar.
» Sistemik KS dozunun 7,5 mg/giin altina diisiiriillemedigi durumlar.

Immiinmodiilatér tedaviye baslanmadan once, hastada aktif enfeksiyon
varligi, yakin donemde canli as1 uygulanip uygulanmadigi, karaciger ve bobrek
fonksiyon testleri ile hematolojik degerlerde tedaviye engel olusturabilecek
potansiyel kontrendikasyonlar dikkatle degerlendirilmelidir. Ayrica, gebelik,
emzirme durumu, dogum planlar1 ve kontrasepsiyon gibi iireme sagligina yonelik
faktorler de goz Oniinde bulundurulmalidir. Biyolojik ajanlar genellikle hizli bir
baslangi¢ etkisi gosterirken, biyolojik olmayan immiinmodiilatdr ilaglarin terapotik
yanit olusturmasi haftalar, hatta aylar sirebilmektedir. Bu nedenle,
immunmodulator etkinin ortaya ¢ikmasina kadar gegen siirede, KS’lerle koprii

tedavisi uygulanmasi gerekebilir (28,29).

Immiinmodiilatér tedaviye baslanmadan &nce, hastaya potansiyel yan
etkiler ayrintili bicimde aciklanmali ve tedavi siirecinde karsilasilabilecek riskler
konusunda bilgilendirme yapilmalidir. Bu ajanlar ¢ogunlukla 1yi tolere edilse de,
ciddi komplikasyonlar riski nedeniyle olgularin diizenli araliklarla laboratuvar

testleri ile yakindan izlenmesi gereklidir. Biyolojik olmayan immiinmodiilator
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ilaclar arasinda yer alan antimetabolitler ve T hiicresi inhibitorleri; hepatotoksisite,
nefrotoksisite ve kemik iligi baskilanmasi gibi yan etkiler gosterebilirken,
alkilleyici ajanlar infertiliteye yol acabilir ve hematolojik malignite (I6semi,
lenfoma) riskini artirabilir. Biyolojik ajanlar ise inflizyon veya enjeksiyon sirasinda
akut reaksiyonlara neden olabilmektedir. Ozellikle TNF-o inhibitérleri, multipl
skleroz, konjestif kalp yetmezligi ve lenfoma gelisme riskini artirabileceginden
dikkatli kullanilmalidir. Tiim immiinmodiilatér ajanlar, bagisiklik sistemini
baskilayarak firsat¢i1 enfeksiyonlara karsi duyarliligi artirma potansiyeline sahiptir
(30,31). Bu risklere ragmen, ABD'de yiiriitiilen ve enfeksiydz olmayan tiveitli 7.957
hastayr kapsayan SITE (Goz Hastaliklarinda Sistemik Immiinsiipresif Tedavi
Calismasi) kohort ¢alismasi, azatioprin, metotreksat, mikofenolat mofetil,
siklosporin veya sistemik KS kullanan hastalarin, bu tedavileri almayanlarla benzer
genel ve kanserle iligkili 6liim oranlarina sahip oldugunu ortaya koymustur. Ayrica
calisma, TNF-a inhibitorleri de dahil olmak Uzere immunmodulator tedavi alan
bireylerde mortalite agisindan anlamli bir artis olmadigini gdstermistir. Ote yandan,
bazi bulgular immiinmodiilator tedavi ile melanom dis1 cilt kanseri riskinin
artabilecegini one siirmektedir. Bu nedenle, hastalara giinesten korunma ve giines
kremi kullanimi konusunda danigmanlik verilmesi 6nerilmektedir. Uzun sireli
yuksek doz KS veya alkilleyici ajan kullanan hastalarda Pneumocystis jirovecii
enfeksiyonuna kars1 trimetoprim-siilfametoksazol ile profilaksi uygulanmasi
onerilir. Immiinmodiilatér tedaviye baslamadan once, ideal olarak tiim rutin
asillamalarin tamamlanmast Onerilir. Rutin asilara ek olarak, yas sinirlamasi
olmaksizin pndmokok asisi, inaktif zona asisi, yillik inaktif influenza asis1 ve

COVID-19 asis1 da Onerilen agilar arasinda yer almaktadir (32).

Hastalarda etkili ve tolere edilebilir bir tedavi rejimi olusturmak amaciyla,
gerekirse birden fazla imminmodulator ajan denenebilir. Okiiler inflamasyonun,
immiinmodiilator tedavi altinda ve miimkiin olan en diisiik dozda KS ile birlikte en
az 12 ay sureyle (pediatrik olgularda bu siire daha uzun olabilir) kontrol altinda
tutulmasi durumunda, ilaglarin kademeli olarak azaltilmasi diisiiniilmelidir.
Bununla birlikte, immiinmodiilator tedavinin tamamen sonlandirilmasina yonelik
karar, tiveitin klinik siddeti, seyri ve hastaya 6zgii risk faktorleri dikkate alinarak,

tedavi karar1 bireysellestirilmis bir yaklagimla verilmelidir (28).
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2.2.4.2.1. Biyolojik Olmayan immiinmodiiler Tedaviler

2.2.4.2.1.1. Antimetabolitler

Antimetabolit ila¢ grubu icerisinde azatioprin, metotreksat ve mikofenolat
mofetil yer almaktadir. Bu ajanlar, 6zellikle KS kullaniminin sinirlandirilmasi ya
da tamamen sonlandirilmasi gereken durumlarda, tercih edilen immiinmodiilator
secenekler arasindadir. Azatioprin kullanimima bagl yan etki sikliginin, diger
antimetabolitlerle  karsilastirildiginda  bir miktar daha yiiksek oldugu
bildirilmektedir. Buna karsin, mikofenolat mofetilin terapétik etkiye ulagsma
stiresinin daha kisa oldugu bilinmektedir. Antimetabolitler tek basina ¢ogu olguda
etkili olmakla birlikte, optimal inflamasyon kontroliinin saglanabilmesi igin
antimetabolit ajanlar siklikla diisiik doz sistemik KS tedavisiyle birlikte
kullanilmaktadir (33).

Azatioprin (AZA)

Azatioprin, bir piirin niikleozid analogu olup, DNA sentezi ve RNA
transkripsiyonunu inhibe ederek immiin yaniti baskilayict etki gosterir. Yetiskin
hastalarda onerilen giinliik oral doz aralig1 2-2,5 mg/kg'dir. En sik karsilasilan yan
etkiler; bulanti, kusma ve gastrointestinal rahatsizliklar olup, bu yan etkiler
nedeniyle hastalarin yaklasik %25’inde tedavi kesilmek zorunda kalinmaktadir.
Nadir goriilmekle birlikte, azatioprin kullanimina bagli ciddi bir komplikasyon olan
kemik iligi supresyonu ve buna bagli gelisen pansitopeni riski, 6zellikle allopurinol
ile eszamanli kullanimlarda belirgin sekilde artmaktadir. Hepatotoksisite ise
azatioprinle iligkili bir diger 6nemli yan etkidir ve ¢ogu zaman doz azaltimiyla geri
dontisiimlii olabilir. Bu nedenle, tedavi siiresince karaciger fonksiyon testleri ve tam

kan sayimmi diizenli araliklarla izlenmelidir.

Azatioprin tedavisine verilen bireysel yanit farkliliklari, biiylik 6l¢iide bu
ilacin aktif metaboliti olan 6-merkaptopirinin biyotransformasyonunu diizenleyen
tiopdrin S-metiltransferaz (TPMT) enzimindeki genetik varyasyonlarla iligkilidir.
Bu enzimin aktivitesini degerlendirmek amaciyla genotipleme testleri yapilabilir ve

bu sayede doz ayarlamalari daha hassas bigimde planlanabilir. TPMT enzim
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aktivitesi ¢ok diisiik ya da tamamen yok olan bireylerde (yaklasik %0,3), ciddi
toksisite riski nedeniyle azatioprin kullanimi Onerilmez. Orta diizeyde TPMT
aktivitesine sahip hastalarda ise (yaklasik %11), tedaviye genellikle azaltilmis
dozlarla baslanmas1 uygundur. Enzim aktivitesi yiiksek olan ¢ogunlukta ise (%89),
daha yiiksek dozlara tolere edilebilirlik s6z konusu oldugundan, standart veya

artirllmig dozlarla tedavi planlanabilir.

Azatioprin; Behget hastaligi, OU, Vogt Koyanagi Harada (VKH) hastaligi,
sempatik oftalmi ve nekrotizan sklerit gibi ¢esitli enfeksiydz olmayan (Uveit
yonetiminde tercih edilen bir ilagtir. Genel olarak, azatioprin ile tedavi edilen
hastalarin yaklasik %50'si inflamasyonu kontrol altina alarak, prednizon dozlarini

giinliik 10 mg veya daha diisiik seviyelere indirebilir (34).

Metotreksat (MTX)

Metotreksat (MTX), folik asit yapisina benzerligi nedeniyle folat
metabolizmasinda yer alan ve dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe eden bir
antimetabolittir. Bu 0Ozelligiyle DNA sentezini baskilamakla birlikte, anti-
inflamatuar etkilerini esas olarak hiicre disina salinan adenozin araciligiyla gosterir.
Diger antimetabolitlerden farkli olarak MTX, eriskin hastalarda genellikle haftalik
15-25 mg doz araliginda uygulanmaktadir. Pediatrik kullanimda ise doz, hastanin
viicut yiizey alanina gore hesaplanir. Ilacin uygulanma yollar1 arasinda oral,
subkutan, intramuskiler ve intravendz formlar bulunur; parenteral yoldan
uygulandiginda biyoyararlanimi belirgin sekilde artig gosterir. MTX genel olarak
1yl tolere edilmekle birlikte, okiiler inflamasyonun tam olarak baskilanmasi ve

terapotik etkinin ortaya ¢ikmasi 6 aya kadar stirebilir.

MTX tedavisi sirasinda ortaya ¢ikabilecek yan etkileri azaltmak amaciyla,
folat destegi genellikle glinlik 1-2 mg dozunda es zamanli olarak verilir. Folat
destegi oOzellikle sa¢ dokiilmesi ve oral ilser gibi folat eksikligiyle iligkili yan
etkileri hafifletmede etkilidir. Tedavi alan hastalarin yaklasik %10’unda
gastrointestinal semptomlar ve istahsizlik gortlebilitken, %15’e kadarinda
karaciger enzimlerinde gecici yiikselme ile seyreden hepatotoksisite

gelisebilmektedir. Bununla birlikte, ilacin uzun siireli kullaniminda siroz oldukg¢a
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nadir olup, bu komplikasyon %0,1’in altinda oldugu bildirilmektedir. MTX’1n
bilinen teratojenik etkileri nedeniyle, iireme ¢agindaki bireylerde tedavi siiresince
etkin dogum kontrol yontemlerinin uygulanmasi biiyiik 6nem tasir. Ayrica, tedavi
giivenligini saglamak amaciyla tam kan sayimi ve karaciger fonksiyon testlerinin

belirli araliklarla ve diizenli olarak izlenmesi onerilmektedir (35).

MTX, 6zellikle juvenil idiyopatik artrite (JIA) bagh {iveit olmak {izere,
sarkoidoz ve sklerit gibi ¢esitli okiiler inflamatuar hastaliklarin tedavisinde yaygin
sekilde kullanilan bir immunmodulatérdir. Cocuk hastalarda, etkili anti-
inflamatuar etkileri ve giivenilirlik profili sayesinde siklikla birinci basamak tedavi
secenegi olarak tercih edilmektedir. intravitreal (i.v.) uygulama formu, oncelikli
olarak vitreoretinal lenfoma tedavisinde kullanilmakla birlikte, son yillarda tiveit ve
buna bagli gelisen makiila 6deminin yonetiminde de potansiyel bir tedavi se¢enegi

olarak arastirtlmaktadir (35,36).
Mikofenolat mofetil (MMF)

Mikofenolat mofetil (MMF), inozin monofosfat dehidrogenaz enzimini
inhibe ederek, DNA sentezini baskilar ve bu yolla T ve B lenfositlerin
proliferasyonunu engeller. Eriskin hastalarda, genellikle giinde iki kez 1-1,5 gr oral
dozda uygulanir. Giinliik 10 mg’in altinda prednizon ile kombine kullanildiginda,
uveit kontroliiniin saglanmasi ortalama dort ay siirebilmektedir. MMF tedavisi alan
hastalarin %20’sinden daha azinda yan etki bildirilmis olup, en sik karsilasilan
sorunlar gastrointestinal sistemle iliskili rahatsizliklardir. Nadiren gorulmekle
birlikte, CD4* T lenfosit sayisinda azalma meydana gelebilecegi i¢in, hastalarin

periyodik tam kan sayimi ile hematolojik agidan izlenmesi 6nerilmektedir (37,38).

MMF, pediatrik tveit yonetiminde MTX 1n yerine kullanilabilecek giivenli
ve etkili bir alternatif ila¢ olarak degerlendirilmektedir. Ancak teratojenik etkileri
nedeniyle gebelik siiresince kullanimi1 kontrendikedir. Bu nedenle, hem kadin hem
de erkek hastalarda gebelik planlamadan 6nce tedavi sonlandirilmali ve etkili

kontraseptif yontemlerin kullanimina 6zen gosterilmelidir (39).

20



2.2.4.2.1.2. T hiicre (Kalsinorin) Inhibitorleri

Siklosporin, Beauveria nivea adli bir mantar tiirlinden; takrolimus ise
Streptomyces tsukubaensis isimli bir bakteriden elde edilen gucli immunsupresif
ajanlardir. Bu ilaglar, kalsinorin enzimine etki ederek T hiicre reseptdrlerinden
gelen sinyallerin iletimini engeller. Bu etki sonucunda, interlokin-2 (IL-2) geninin
transkripsiyonu baskilanir ve CD4* T lenfositlerinin ylizey reseptdr ekspresyonu
azalir. Bu mekanizma sayesinde immiin sistemin asir1 ve zararli yanitlar1 kontrol

altina alinabilir (40).
Siklosporin

Siklosporin, etkisini IL-2 sentezini baskilayarak ve T lenfosit aktivasyonunu
engelleyerek gosterir. Erigkin hastalarda onerilen baslangi¢c dozu, mikronize form
icin 2 mg/kg/gun, klasik formiilasyon i¢in ise 2,5 mg/kg/giin’diir. Tedavi siiresince
doz, ilacin terapotik diizeyleri, olasi toksisite ve klinik yanit gdz Oniinde
bulundurularak genellikle 1-5 mg/kg/giin araliginda bireysellestirilir. En sik
bildirilen yan etkiler arasinda sistemik hipertansiyon ve nefrotoksisite yer alirken;
parestezi, gastrointestinal semptomlar, halsizlik, asir1 killanma (hipertrikoz) ve dis
eti buyumesi (gingival hiperplazi) gibi yan etkiler de gordlebilir. Siklosporin,
Ozellikle KS intolerans1 gelisen hastalarda, Behget hastaligina bagh tiveit ve VKH
hastaligi gibi durumlarin tedavisinde tercih edilmektedir. Ancak norolojik
tutulumun eslik ettigi Behget hastalarinda, potansiyel norotoksisite riski nedeniyle

siklosporin kullanimindan kaginilmasi onerilir (41).
Takrolimus

Takrolimus tedavisine, erigkin hastalarda genellikle oral yolla 0,10-0,15
mg/kg/giin doz aralifinda baslanmaktadir. Siklosporin ile kiyaslandiginda daha
diisiik nefrotoksisite riski tasidigi bildirilmistir. Ancak her iki kalsindrin inhibitorii
de potansiyel nefrotoksiteye neden olabileceginden, tedavi siiresince hastalarin
diizenli olarak bobrek fonksiyon testleri ve tam kan saymm ile izlenmesi
onerilmektedir (42). Siklosporin ve takrolimus, AU ve OU tedavisinde

karsilagtirilabilir diizeyde klinik etkinlik gostermektedir. Bununla birlikte,
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takrolimus’un hipertansiyon ve hiperlipidemi gibi metabolik yan etkiler acisindan

daha avantajli bir giivenlik profiline sahip oldugu bildirilmistir (43).

2.2.4.2.1.3. Alkilleyici Ajanlar

Bu ilag grubu, alkilleyici ajanlar simifinda yer alan siklofosfamid ve
klorambusil bilesiklerini igermektedir. Her iki ajan da DNA sentezini bozar ve
dogrudan DNA hasari olusturarak hiicre dongiisiiniin durmasina neden olur. DNA
hasar1 yoluyla apoptozun indiiklenmesi, o0zellikle T ve B lenfositlerin
proliferasyonu ile immiin fonksiyonlarini baskilamakta; bu yolla alkilleyici ajanlar
belirgin immiinosiipresif etki gostererek cesitli otoimmiin hastaliklarin tedavisinde

klinik kullanim alani bulmaktadir (44).
Siklofosfamid

Siklofosfamid, nitrojen mustard tiirevleri arasinda yer alan giiclii bir
alkilleyici ajandir. Etkisini, DNA ve RNA’daki piirin bazlarina kovalent baglanarak
DNA replikasyonunu bozmak suretiyle gosterir. Bu mekanizma, T ve B
lenfositlerde apoptoza yol acarak hem hiicresel hem de humoral immiin yaniti etkili
bir sekilde baskilar. Uveit tedavisinde eriskin hastalarda onerilen baslangic oral
dozu genellikle 2 mg/kg/giin’diir; ancak gelisebilecek toksisiteye bagli olarak doz

bireysel toleransa gore ayarlanmalidir (44).

Siklofosfamid tedavisi sirasinda en sik karsilagilan yan etkiler arasinda
kemik iligi baskilanmasi ve hemorajik sistit yer almaktadir. Bu nedenle hastalarin
diizenli olarak, tedavi protokoliine gore haftalik veya aylik araliklarla tam kan
sayimi ve idrar analizi ile izlenmesi gereklidir. Mikroskobik hematiri genellikle
artirilmis sivi alimu ile diizelebilirken, makroskobik hematiiri gelismesi durumunda
ilacin kesilmesi Onerilmektedir (44,45). Siklofosfamid tedavisine bagli olarak
teratojenik etki, infertilite ve alopesi gibi yan etkiler ortaya ¢ikabilir. Ayrica, bu ilag
diger immiinmodiilator tedavilere kiyasla firsat¢1 enfeksiyonlara, ozellikle
Pneumocystis jirovecii pnomonisine karst artmis duyarlilik ile iliskilendirilmistir.
Bu nedenle, tedavi suresince profilaktik olarak trimetoprim-silfametoksazol

uygulanmasi yaygin bir yaklagimdir (46).
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Klorambusil

Klorambusil, DNA sentezini bozan etkisiyle hiicre bélinmesini durduran
alkilleyici bir kemoterapétiktir. Genellikle eriskin hastalarda giinliik 0,1-0,2 mg/kg
doz araliginda uygulanmaktadir. Siklofosfamide benzer sekilde, kemik iligi
baskilanmasi ve uzun vadede hematolojik malignite gelisme riski gibi ciddi yan
etkilerle iligkilidir. Ayrica, fertilite iizerinde olumsuz etkileri olabilir ve teratojenik
potansiyel tasir. Literatiirde, direngli sempatik oftalmi, Behget hastalig1 ve diger
agir iveit sendromlarinda %66—75 oraninda etkili oldugu; baz1 hastalarda uzun

donemli ilagsiz remisyon sagladigi bildirilmistir (47).

2.2.4.2.2. Biyolojik Immiinmodiiler Tedaviler

Uveit kaynakli inflamasyon, immiin hiicreler ile cesitli sitokinlerin
etkilesimi sonucu gelisen karmasik bir immiin yanit siirecidir. Bu siiregte yer alan
proinflamatuar sitokinleri ve diger mediatorleri hedef alarak etkisizlestiren ilaglar,
biyolojik ajanlar olarak siniflandirilmaktadir. Biyolojik olmayan immunmodulator
ajanlardan farkli olarak, biyolojik tedaviler 06zgiil hedeflere yonelik etki
mekanizmalartyla 6ne ¢ikar. Kisa vadede daha diisiik oranda sistemik yan etki
profiline sahip olmalarina ragmen, uzun donemde sekonder enfeksiyonlar ve
sekonder maligniteler gibi ciddi komplikasyonlarin gelisme riski bulunmaktadir
(48).

2.2.4.2.2.1. Timor Nekroz Faktor (TNF-o) Inhibitorleri

TNF-a; JIA, ankilozan spondilit ve diger spondiloartrit alt tiplerinin
patogenezinde oénemli bir rol oynayan sitokindir. Uveit tedavisinde TNF-a
inhibitorleri arasinda en sik ve etkili sekilde kullanilan ajanlar adalimumab ve
infliksimab olup, bu ilaclar cesitli {iveit ile iliskili hastaliklarda yiliksek etkinlik
gostermekte ve genellikle iyi tolere edilmektedir. Ozellikle Behget hastaliginda,
bazi yazarlar TNF-a inhibitorlerini birinci basamak tedavi olarak onermektedir. Ote
yandan, certolizumab ve golimumab gibi diger TNF-a blokorlerine iliskin klinik

veri sayist sinirli olup, bu ajanlarin etkinligi konusunda daha fazla ¢aligmaya ihtiyag
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vardir (49). Plasental gegis goOstermemesi nedeniyle, certolizumab gebelik
stirecinde iiveit tedavisine ihtiya¢ duyan hastalar i¢in potansiyel bir tedavi segenegi
olarak degerlendirilebilir. Etanercept, okiler inflamatuar hastaliklar igin etkili
degildir. Hatta romatoid artrit (RA) tedavisinde kullanilan etanerceptin, paradoksal
olarak dnemli sayida yeni iiveit vakasiyla iliskilendirildigi bilinmektedir. Sonug

olarak, mevcut kilavuzlar etanercepti tiveit tedavisinde 6nermemektedir (50).

Adalimumab (ADA)

Adalimumab (ADA), tiimiiyle insan kaynakli bir IgG1 monoklonal antikor
olup, TNF-a'ya kars1 gelistirilmistir ve enfeksiy6z olmayan tiveit tedavisinde FDA
onay1 alan ilk sistemik biyolojik ajandir. Subkutan (s.k.) yolla uygulanan bu ilag,
hastalar tarafindan evde kendi kendine uygulanabilir. Tedaviye genellikle 80 mg’lik
bir baslangi¢c dozu ile baslanir; bu dozu izleyen bir hafta sonra ise 40 mg/0.8 mL
seklinde, iki haftada bir idame dozlar1 uygulanir. Tamamen insan antikoru
yapisinda olmasi nedeniyle, ADA’nin immunojenitesi infliksimaba gore daha
diistiktiir. Uygulama bdlgesinde lokal enjeksiyon reaksiyonlart gelisebilse de, bu
yan etkiler ¢ogunlukla hafif diizeyde kalir. MTX ile kombine kullanimu,
adalimumabin serum konsantrasyonunu artirirken, antikor gelisim riskini

azaltmaktadir (51,52).

VISUAL III caligmas1 da dahil olmak {izere c¢esitli klinik arastirmalar,
enfeksiydz olmayan iiveite sahip eriskin bireylerde ADA tedavisinin, hem aktif
hastalik doneminde hem de remisyonun siirdiiriilmesinde plaseboya kiyasla anlaml
tedavi basarisi sagladigini ortaya koymustur. Hastaligin baslangi¢ evresinden
bagimsiz olarak, ADA ile tedavi edilen olgularda ataksiz donemlere ulasma orani
daha yiksek saptanmis ve bu etkinin 52 haftaya kadar siirdiigli gézlemlenmistir.
Bununla birlikte, ADA grubunda plasebo ile karsilagtirildiginda advers olaylar ve
ciddi yan etkilerin daha yiiksek oranda bildirildigi dikkat ¢gekmektedir (53).

ADA, infliksimaba yanit vermeyen ya da tolerans gelistiren hastalar i¢in
etkili bir alternatif tedavi secenegi sunmaktadir. Ayrica, infliksimab ile hastalik
kontrolii saglanmig ancak tedaviye s.k. enjeksiyon yoluyla devam etmek isteyen

olgularda uygun bir gegis tedavisi olarak degerlendirilebilir (54).
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infliksimab

Infliksimab, TNF-o’ya kars1 gelistirilmis, fare ve insan kaynakli bolgeleri
iceren kimerik bir 1gG1 kappa monoklonal antikordur. Tedaviye genellikle 5-10
mg/kg doz araliginda intravendz infiizyon ile baslanir. Baslangic protokoli
kapsaminda infiizyonlar 0., 2. ve 6. haftalarda uygulanir; ardindan idame tedavisi

olarak, uygulama her 4 ila 8 haftada bir tekrarlanir (55).

Infliksimab, Behget iiveiti, sarkoidoz, VKH hastalig1 ve HLA-B27 ile iliskili
AU gibi cesitli non-enfeksiydz iiveit formlarinda aktif inflamasyonun baskilanmasi
ve niikslerin Onlenmesinde etkinligi kanitlanmis bir biyolojik ajandir. Bununla
birlikte, tedaviye bagli olarak gelisebilecek yan etkiler arasinda ilag kaynakli lupus
benzeri semptomlar, sistemik vaskiiler tromboz, konjestif kalp yetmezligi, yeni
ortaya ¢ikan maligniteler, demiyelinizan hastaliklar ve vitreus kanamasi sayilabilir.
Ayrica, ligten fazla infiizyon uygulanan hastalarin yaklasik %75’inde antiniikleer

antikor (ANA) pozitifligi gelistigi bildirilmistir (56).

2.2.4.2.2.2. Diger Biyolojik Ajanlar
Tosilizumab

Tosilizumab, interlokin-6 (IL-6) reseptoriine baglanarak IL-6 aracili sinyal
iletimini inhibe eden, insan kaynakli bir monoklonal antikordur ve 6ncelikli olarak
RA tedavisinde kullanilmaktadir. Bununla birlikte, baz1 vakalarda enfeksiyoz
olmayan iiveitin yonetiminde de etkili olabilecegi gosterilmistir (57). Bu konuda
yapilan STOP-Uveitis adli randomize kontrollii ¢alismada (n = 37), enfeksiyoz
olmayan Uveite sahip hastalara 6 ay slreyle intravendz tosilizumab (4 veya 8
mg/kg) uygulanmis ve sonug¢ olarak gorme keskinliginde artis, santral makula
kalinliginda azalma ile vitreus opasitelerinde belirgin olarak azalma saptanmistir.
Bu ¢alisma, klasik immiinmodiilator tedavilere yanitsiz kalan veya bu tedavilere
intolerans gelisen hastalarda, tosilizumabin biyolojik ajan olarak etkili bir alternatif
olabilecegini ortaya koymustur. Biyolojik ajanlarin Uveit tedavisindeki rolinu

destekleyen 6nemli 6ncii ¢aligsmalardan biridir (57,58).
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Rituksimab

Rituksimab, CD 20 yuzey antijenine sahip hucrelere, 6zellikle olgun B
lenfositlerine kars1 gelistirilmis kimerik bir monoklonal antikordur. Genellikle her
6 ayda bir intraventz infiizyon seklinde uygulanmaktadir. Klinik uygulamalarda
Behget hastaligina bagli retinal vaskiilit, graniilomatoz polianjitis ve RA iligkili
sklerit gibi immun sistemi etkileyen hastaliklarda etkinligi gosterilmistir. Ayrica,
cesitli vaka serileri rituksimabin direngli JIA ile iliskili {iveit olgularinda da tedavi
basarisi saglayabildigini ortaya koymustur. Ozellikle KS ve ¢oklu immiinmodiilator
tedavilere yanit alinamayan vakalarda, rituksimab potansiyel bir tedavi segenegi

olarak degerlendirilmektedir (59,60).
Interferon (IFN) alfa-2a/2b

Interferon (IFN) alfa-2a ve alfa-2b, s.k. yolla uygulandiginda bazi non-
enfeksiyoz (veit tiplerinde terapotik etki gostermektedir. Ozellikle Behget
hastaligina bagli iiveit olgularinda, antiviral, immiinmodiilator ve anti-anjiyojenik
ozellikleri sayesinde inflamasyonun baskilanmasinda yiliksek basari oranlarina
ulasilmis; ¢esitli caligmalarda bu oranin %90’a yaklastig1 bildirilmistir. Buna
karsin, Behget hastaligi disindaki tiveit olgularinda IFN tedavisinin etkinligi daha
sinirli  kalmakta; bu grupta inflamasyon kontrolii yaklasik %60 oraninda
saglanabilmektedir. Baz1 ¢alismalarda, IFN alfa-2b'nin Uveite sekonder makila
6demi tedavisinde etkili olabilecegi gosterilmistir. Bu tedaviye baslanmadan once,
hastanin mevcut immiinmodiilatdr ajanlarmm kesilmesi Onerilir. Tedavinin
baslangicinda grip benzeri semptomlar goriilebilir; ayrica IFN tedavisine bagl

baslica yan etkiler arasinda depresyon, 16kopeni ve trombositopeni bulunur (61,62).

2.2.4.3. Uveitte Diger Tedaviler

Topikal olarak uygulanan midriyatik ve sikloplejik ajanlar, OU tedavisinde
iris ile lens arasindaki arka sinesi olusumunun 6nlenmesi ve mevcut sinesilerin
acilmasi acisindan terapotik onem tasimaktadir. Ayrica, siliyer cisim spazmina
bagl olarak gelisen fotofobi ve okiiler agrinin hafifletilmesinde de etkili rol

oynamaktadirlar. Kisa etkili sikloplejik ajanlar olan %1 tropikamid, %1
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siklopentolat hidrokloriir ve %2,5 fenilefrin, pupilla hareketliligini koruyarak sinesi
riskini azaltmakta ve tedavi sonrasinda pupilla fonksiyonunun daha hizli normale

dénmesini saglamaktadir (63).

Oral karbonik anhidraz inhibitdrleri, tiveite bagli gelisen makiiler 6demin
tedavisinde destekleyici ajanlar olarak kullanilmaktadir. Bu ilaglar, esas olarak RPE
duzeyindeki iyon pompa aktivitesini modiile ederek etki gosterir. Boylece retinal
vaskiiler sizintiy1 dogrudan hedeflemekten ziyade, RPE kaynakli difiiz s1v1 gegisini

azaltarak 6demin gerilemesine katkida bulunabilirler (64).

Intrakameral uygulanan fibrinolitik ajanlar, 6zellikle rekombinant doku
plazminojen aktivatorii (r-tPA), katarakt cerrahisi sonrasi gelisen yogun fibrin
reaksiyonlarinin ydnetiminde ve akut fibrinoz HLA-B27 iliskili AU vakalarinda
terapotik amagla kullanilmstir (65).

2.2.4.4. Uveitte Cerrahi Tedavi

Uveit tedavisinde cerrahi yaklagimlar, cogunlukla hastaligi neden oldugu
komplikasyonlarin yonetimi amaciyla uygulanmaktadir. Bununla birlikte, bazi
cerrahi islemler hem terapdtik hem de tanisal amaglar dogrultusunda
gerceklestirilir. Uveite bagli olarak dogrudan gelisen ya da uzun siireli steroid
tedavisine sekonder ortaya ¢ikan katarakt ve glokom gibi komplikasyonlarin cerrahi
miidahale gerektirebildigi bilinmektedir. Bant keratopati ve korneal skarlarin
tedavisinde ¢esitli cerrahi teknikler kullanilabilmektedir. Ote yandan, viral retinit,
pars planit ve Behget hastalig1 gibi inflamatuar hastaliklarda goriilen regmatojen
veya traksiyonel retina dekolmanlarin tedavisinde pars plana vitrektomi (PPV)
gerekmektedir. Tan1 amaciyla 6n kamaradan sivi 6rneklemesi yapilabildigi gibi,
bazi AU veya paniiveit vakalarinda da tamisal PPV uygulanmaktadir. Literatiirde,
cerrahi miidahalelerin {iveite bagh inflamasyonu ve makila ddemini azaltmada

etkili olabilecegini gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir (66).

Sonug olarak cerrahi girisimler, iiveit tedavisinde genellikle yardimer ve
tamamlayici bir yaklagim olarak degerlendirilmekte olup, asil tedavi yontemi olarak

tek basina yeterli degildir. Cerrahi miidahaleler, esas olarak tibbi tedaviye direngli
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vakalarda, komplikasyon gelistiginde veya tani koyma siirecinde destekleyici
olarak uygulanir. Bununla birlikte, bu islemler tibbi immiinosiipresif tedavi ile es
zamanl olarak planlandiginda daha basarili sonuglar verebilmekte; cerrahi sonrasi
inflamasyonun kontrol altina alinmasi da medikal tedavinin devamlili§inm
gerektirmektedir. Bu baglamda cerrahi yontemler, iiveitin dogrudan tedavisinden
ziyade, sekellerin yonetimi ve hastaligin gidisatina yonelik miidahalelerde

destekleyici rol Ustlenmektedir (67,68).

2.3. Intraokiiler inflamasyon Mekanizmalari ve Immiinoloji

Goz, immiin sistemden kismen ayricalikli kabul edilen ve dogal immiin
toleransin fizyolojik olarak gelistigi organlardan biridir. Bu immiin ayricalik, gorme
fonksiyonunun devamliligini saglamak amaciyla inflamasyona bagli doku hasarini
sinirlayan ¢ok katmanli bir immiin regiilasyon mekanizmasi1 araciligiyla
korunmaktadir. S6z konusu immiin regulasyon; anatomik bariyerlerin varligi, goz
dokularindaki lenfatik drenajin siirli olmasi, antijen sunumunun ve immiin hiicre
aktivasyonunun lokal diizeyde tutulmasi ve immiin yanit1 baskilayan hiicresel ve

humoral faktorlerin birlikte ve uyum i¢inde galigmasiyla saglanmaktadir (69).

Gozde bulunan kan-akoz ve kan-retina bariyerleri, bagisiklik hiicreleri ile
makromolekullerin intraokuler alanlara gecisini siki sekilde denetleyerek, goziin
immiin ayricahigim siirdiirmesinde temel bir rol oynamaktadir. On kamarada
dolasan akoz humor, diigiik protein igerigine sahip olmasina karsin, immiin
yanitlarin diizenlenmesinde rol oynayan sitokinler, noropeptidler ve kompleman
inhibitorleri gibi gesitli biyolojik molekiilleri igeren kompleks bir sividir. Bu ortam,
iris, siliyer cisim ve kornea endotel hiicreleri ile bagisiklik sisteminin hiicresel
bilesenleri arasinda diizenleyici bir iletisim ag1 kurulmasina olanak tanir. Siliyer
cisimde yer alan fenestrali kilcal damarlar, plazma proteinlerinin stromaya gegisine
izin verirken, pigmentli ve pigmentsiz siliyer epitel tabakalar1 arasinda yer alan siki
hiicre baglantilari, biiyiik molekiillerin ak6z humora dogrudan gegisini engelleyerek

secici gegirgenlige sahip bir bariyer gorevi tstlenir (70).
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RPE, koryokapillaris ve koroid, goziin arka segmentinde immiin yanitin
sekillenmesinde rol oynayan baslica mikrogevresel yapilardir. Retina damar
sistemini olusturan endotel hiicreleri arasindaki siki baglantilar, i¢ kan-retina
bariyerini meydana getirirken; RPE hiicreleri arasindaki sik1 baglantilar ise dis kan-
retina bariyerini, yani retina ile koroid arasindaki molekiiler gegisi sinirlayan yapiy1
olusturur. Koryokapiller damarlar yliksek gecirgenlige sahip olup, plazma
proteinlerinin koroid stromasina gegisine olanak tanir. Ancak gozde klasik anlamda
islev goren bir lenfatik drenaj sistemi bulunmamaktadir. Retina ve koroid dokusu,
antijen sunumu yapabilme kapasitesine sahip mikroglia, makrofajlar ve dendritik
hicreler gibi immiin hiicreleri barindirarak, lokal bagisiklik yanitlariin

diizenlenmesinde gérev alir (71).

Retinada yerlesik olarak bulunan mikroglia htcreleri, 6zellikle ganglion
hiicreleri ile dis pleksiform tabaka arasinda lokalize olur ve c¢evresel uyaranlara
yamt olarak morfolojik ve fonksiyonel degisiklikler gdsterebilir. Ote yandan,
koroid ve koryokapiller bélgede bulunan makrofajlar ile dendritik hiicreler, baslica
antijen sunucu hicreler (ASH) olarak gorev yapar ve lokal immiin yanitlarin
sekillenmesinde 6nemli rol oynar. RPE hiicreleri ise hem fiziksel bariyer 6zelligi
hem de immiinmodiilatér kapasitesiyle goziin immiin ayricaliinda merkezi rol
Ustlenir. Uygun uyari kosullarinda, bu hiicreler HLA smif II molekiillerini
ekspresse edebilir ve T lenfositlerle dogrudan etkilesime girerek adaptif bagisiklik
yanitlarinin diizenlenmesine katkida bulunabilir (72). Ayrica RPE hiicreleri, TLR
araciligiyla patojenleri tanima 6zelligine sahiptir ve bu sayede dogustan gelen
immuin yanitlarin baglatilmasinda 6nemli bir rol istlenir. RPE hiicrelerinin
salgiladig1 ¢esitli ¢ozilinlir immiinoregiilator molekiiller, ASH’ler ile efektor T
lenfositlerin aktivasyonunu baskilayabilir; bunun yani sira, diizenleyici T hiicreler
ile miyeloid kokenli baskilayici hiicrelerin indiiklenmesini tesvik ederek goz igi

immiin yanitlarin dengelenmesine katkida bulunur (73).

Fizyolojik kosullar altinda, retina ve koroid dokularinda T ve B lenfositlerin
varligt oldukg¢a sinirlidir. Ayrica, eozinofil ve notrofil gibi graniilosit hucre tipleri
bu bolgelerde neredeyse hig¢ bulunmadigi bildirilmistir (74). Bununla birlikte, ¢esitli

klinik veya deneysel inflamatuar kosullar altinda T ve B lenfositler, makrofajlar ve
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notrofiller gibi immun htcreler retina, koroid ve koryokapillaris bolgelerine
infiltrasyon  gosterebilir. Bu siirecte koroid dokusu, immiin yanitin
diizenlenmesinde rol oynayan hiicreler i¢in birikim alan1 olusturarak potansiyel bir

immiin hiicre rezervuari islevi gérebilir (75).

On kamarada tamimlanmis olan ACAID (anterior chamber-associated
immune deviation; 6n kamaraya 0zgu bagisiklik tolerans1) mekanizmasina benzer
bir immiin ayricalik, retina ve subretinal alanda da gézlemlenmektedir. Subretinal
bosluga uygulanan antijenlerin, giiglii bir sistemik T hiicre yaniti olusturmadan
diizenleyici T hiicrelerin aktivasyonunu tesvik edebildigi gosterilmistir. Bu durum,
g06zin arka segmentinin de immdan tolerojenik bir mikrogevreye sahip oldugunu ve
lokal immiin yanitlarin sistemik immiiniteden farkli sekilde diizenlendigini ortaya
koymaktadir (76). ACAID, gecikmis tip asir1 duyarlilik ve sitotoksik T lenfosit
yanitlarinin baskilandigi, bunun yerine diizenleyici T hiicrelerin 6n plana ¢iktig1
tolerojenik bir immiin profil olusturur. Bu immiin sapma/tolerans mekanizmasi,
ayn1 zamanda antikor yanitlarin1 kompleman sistemini aktive etmeyen izotiplere
yonlendirerek, antikor aracili doku hasarinin engellenmesine katki saglar (77). Bu
immiin diizenleyici mekanizmalar, yalnizca inflamatuar yanitlarin kontrol altina
alinmasinda degil, aym1 zamanda gilinlimiizde ©Onemi giderek artan retinal
transplantasyon, gen tedavileri ve kok hiicre temelli tedavi yaklasimlarinin basarisi
acisindan da kritik bir rol oynamaktadir. RPE, perisitler ve retina-koroid bilesenleri
tarafindan salgilanan sitokinler 6zellikle TGF-B2, immin mikrogevrenin yeniden
sekillenmesinde temel diizenleyici faktorler arasinda yer alir. Gozde gelisen
bagisiklik toleransi, yalnizca dis kaynakli patojenlere karsi degil; aym1 zamanda
otoantijenlere ve cesitli terapotik girisimlere kars1 da segici bir denge kurarak,
immiin sistemin potansiyel zararl etkilerini en aza indirirken gorsel fonksiyonlarin

stirdiirtilebilirligini saglamay1 hedefler (78).

2.4. Endoplazmik Retikulum (ER) Stresi
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2.4.1. Endoplazmik Retikulum (ER) Yap1 ve Fonksiyonlari

ER, sitoplazmada yer alan, membran yapisina sahip ve birbirine bagl alt
yapilardan olusan pleomorfik bir organeldir. Ilk kez tanimlandiginda, sitoplazma
boyunca uzanan ince ve karmasik bir dantel yapisina benzetilmistir. Genis
membran ylizeyi ihtiyacini karsilamak i¢in ER, hiicre tipine ve islevine bagli olarak
farkli dagilim ve katlanma desenleri sergiler ve bu sayede sitoplazma iginde ag
benzeri bir yap1 meydana getirir. Sitoplazma i¢indeki bu genis ag yapisi, ¢ok sayida
organelle baglant1 halindedir ve hiicre i¢i ile dis1 arasindaki sinyal iletisiminin
diizenlenmesinde rol oynar. Fonksiyonel agidan bakildiginda, ER yalnizca protein
sentezi ve lipid metabolizmasinda degil, ayn1 zamanda hiicresel enerji dengesi ile
metabolik yanitlarin koordinasyonunda da 6nemli bir rol oynar. Bu yoniiyle, hiicre
icinde dinamik bir "besin sensorii" gibi islev goriir. Hiicrenin metabolik durumunu
izleyerek cesitli fizyolojik siirecleri yoneten ER, ayni zamanda hiicre yagaminin
stirdiiriilmesi veya apoptoz gibi 6liim programlarinin tetiklenmesinde de belirleyici

bir organel olarak gorev yapar (79).

2.4.2. Endoplazmik Retikulum (ER) Stres Yolaklar:

Hiicresel homeostazin bozulmasina neden olan hipoksi, aglik ve
enfeksiyonlar gibi cesitli stres faktorleri, ER’deki dengenin yeniden kurulmasin
amaclayan adaptif yanitlarin devreye girmesine yol acar. Bu fizyopatolojik duruma
ER stresi ad1 verilir. ER stresi gelistiginde, hiicre i¢i diizeni korumak amaciyla bazi
koruyucu sinyal yollar1 aktive olur. Ancak bu diizenleyici mekanizmalar yetersiz
kalirsa, hiicre 6limiine yol acan siiregler tetiklenir. Uzamis ya da siddetli ER
stresine maruz kalan hcrelerde, 6lim; mitokondriyal yolla ilerleyen intrensek
apoptoz, ekstrensek apoptoz sinyallemesi, nekroz/nekroptoz veya otofaji gibi farkli
mekanizmalarla gergeklesebilir. ER stresine verilen hiicresel yanit; stresin tiiriine,
sliresine ve siddetine gore degiskenlik gosterir. Dolayisiyla, ER stresi yalnizca
hiicresel dengeyi korumaya yonelik bir yanit mekanizmasi degil, ayn1 zamanda pek
cok hastaligin patogenezinde ortak rol oynayan onemli bir siirectir. Ozellikle
norodejeneratif hastaliklar, kanser, metabolik bozukluklar ve inflamatuvar

stireglerde ER stresinin 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir. Bu nedenle ER stresi,
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bir¢ok farkli patolojik durumda hedeflenebilecek potansiyel bir terapdtik odak
olarak degerlendirilmektedir (80,81).

Hiicre ER stresine maruz kaldiginda, bu durumu algilayan bazi sensor
proteinlerin aktivasyonu ile hiicresel dengeyi yeniden kurmaya yonelik ardisik
yanitlar devreye girer. ER stresinin baslica nedenlerinden biri, protein katlanma
stirecindeki bozulmalardir. Bu durumda, katlanmamis protein yanitt (KPY') olarak
bilinen sinyal yolaklar1 aktive olur. KPY, yanls katlanmis proteinlerin birikimini
onlemek i¢in koruyucu proteinlerin sentezini artirir; ayni1 zamanda genel protein
sentezini baskilayarak ER stresini azaltir. Bu yanit, ii¢ temel sensor protein olan
PERK, IRE1l ve ATF6 araciligiyla diizenlenir. KPY kapsaminda ayrica hatali
proteinlerin uzaklastirilmasi, protein katlama kapasitesinin artirilmast  ve
gerektiginde otofajinin uyarilmasi gibi mekanizmalar da devreye girer. Sirecin
sonunda aktive olan XBP1, ATF4 ve CHOP gibi transkripsiyon faktorleri, hiicre igi

dengenin yeniden saglanmasina katki sunar (80,82).

ER stresine yanit olusturan ii¢ temel sensor proteininin liiminal bolgelerinde
bulunan Glukoz Diizenleyici Protein 78 (GRP78), bir saperon olarak gérev yapar
ve bu sensorleri inaktif durumda tutarak hiicresel homeostazi surddrir. ER
liimeninde yanhs katlanmis veya anormal proteinlerin birikmesi durumunda
GRP78 bu sensorlerden ayrilir ve bunun sonucunda KPY olarak bilinen sinyal
yolaklar1 aktive olur. Giinlimiizdeki ¢alismalar, KPY nin sadece protein katlanma
bozukluklarina yanit vermekle kalmayip, ayn1 zamanda bagisiklik diizenlemesi,
metabolik homeostazin korunmasi ve hiicresel farklilasma gibi ¢esitli fizyolojik

islevlerde de 6nemli rol oynadigini ortaya koymaktadir (82,83).

2.5. Apoptozis

Apoptoz, hiicre cogalmasini dengelemek, doku homeostazini siirdiirmek ve
hasarl1 ya da islevini yitirmis hiicreleri elimine etmek {izere gelismis programli bir
hiicre 6lim mekanizmasidir. Bu siireg; hiicre hacminde azalma, kromatin
yogunlagmast ve kaspaz enzimlerinin aktivasyonu gibi karakteristik yapisal

degisikliklerle ilerler. Apoptoz iki ana yolak {izerinden baslatilir: ekstrinsik yol,

32



TNF ailesi ligand-reseptor etkilesimleriyle (6rnegin FasL/FasR, TNF-o/TNFR1)
aktive olurken; intrinsik yol ise DNA hasari, biiyiime faktorii eksikligi veya ER
stresi gibi i¢sel sinyallere yanit olarak mitokondri kaynakli gelisir. Her iki yolak da
kaspazlarin aktiflesmesiyle hiicre oliimiine yol acar. Mitokondriyal yolakta
sitokrom ¢, Smac/Diablo ve HtrA2/Omi gibi proteinler sitoplazmaya salinir; bunlar
apoptotik sinyalleri artirirken, Bcl-2 ailesi proteinleri bu streci dengeleyici rol
oynar. Bcl-2, Bcl-xI gibi antiapoptotik proteinler hiicreyi korurken; Bax, Bak gibi
proapoptotik proteinler mitokondri zarmin gegirgenligini artirarak apoptozisi

baslatir. Bu sayede hiicre yasami ve 6liimii arasinda hassas bir denge saglanir (84).

2.6. Tauroursodeoksikolikasit (TUDCA)

TUDCA, ursodeoksikolik asidin (UDCA) taurin ile konjugasyonu sonucu
olusan ve endojen olarak sentezlenen hidrofilik bir safra asidi tiirevidir. Insan
metabolizmasinda yalnizca diisiik konsantrasyonlarda bulunmasina ragmen,
ozellikle Ursidae (ayigiller) familyasina ait tiirlerin safrasinda yuksek oranlarda yer
almaktadir. TUDCA, ER stresini hafifletme ve hicre ici proteinlerin dizgun
katlanmasin1 destekleme kapasitesi sayesinde ‘kimyasal saperon’ olarak
siiflandirilmakta ve bu 6zelligiyle hiicresel homeostazin korunmasina katkida

bulunan farmakolojik agidan degerli bir molekiil olarak degerlendirilmektedir (85).

Klinik uygulamalarda, TUDCA'nin hepatoprotektif etkileri nedeniyle
primer biliyer kolanjit gibi karaciger hastaliklarinin tedavisinde kullanimi
onaylanmistir. Ayrica, ndrodejeneratif hastaliklar, metabolik bozukluklar ve
inflamatuar durumlarda potansiyel terapotik etkileri arastirilmaktadir. Sonug
olarak, TUDCA, hem klinik hem de deneysel ¢alismalarda, ER stresinin azaltilmasi
ve inflamasyonun modiilasyonu yoluyla hiicresel koruma saglamada onemli bir
bilesik olarak 6ne ¢ikmaktadir. TUDCA, UDCAya kiyasla ER stresini azaltmada,
protein katlanma yanitin1 diizenlemede ve apoptozun engellenmesinde daha etkili
bir ajandir. Bu yonleriyle TUDCA, farkli hastaliklarin  tedavisinde

degerlendirilebilecek umut verici bir tedavi secenegi olarak one ¢ikmaktadir (86).

2.7. Deneysel Uveit Modeli
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EIU, iiveit patogenezinin incelenmesinde yaygin olarak kullanilan ve akut
inflamatuar yaniti modelleyen bir deneysel sistemdir. Bu modelde, gram negatif
bakterilerin hiicre duvarinda bulunan lipopolisakkarit (LPS), deney hayvanlarina
intravendz, i.v., i.p. veya s.k. yolla uygulanabilir. ilk olarak 1943 yilinda Ayo
tarafindan tanimlanan bu model, LPS'nin konak organizmadaki makrofajlarin
CD14 reseptorlerine baglanmasi yoluyla giiclii bir bagisiklik yanitini tetiklemesi
esasina dayanir. Bu etkilesim, inflamatuar siirecin baslatilmasinda ve immdin sistem
aktivasyonunun anlasilmasinda 6nemli bir arag¢ olarak kullanilmaktadir. Bu
uyarilma sonucunda kompleman sisteminin aktive olmasinin yaninda basta TNF-a.,
IL-1, IL-6, IL-8 olmak {iizere cesitli proinflamatuar sitokinler, oksidatif stres
molekdlleri ve arasidonik asit metabolitleri salinir. LPS’nin subletal dozda
uygulanmasiyla genellikle 24 saat i¢inde zirve yapan, miyozis, konjonktival
hiperemi, siliyer hiperemi, protein sizintis1 ve 6n kamarada hiicre infiltrasyonu ve
bulaniklik ile karakterize okiiler inflamasyon gelisir. Notrofillerin baskin oldugu bu
ilk fazi, monosit infiltrasyonunun 6ne ¢iktig1 ikinci faz izler. Kan-akoz bariyerin
bozulmasi ve akéz humordeki protein diizeylerinin artisi, modelin {iveitte gézlenen
inflamatuar siiregleri basariyla taklit etmesini saglar. EIU modeli, sitokinler,
adezyon molekiilleri ve immiin diizenleyici ajanlarin roliinli arastirmak ig¢in

vazgecilmez bir deneysel ara¢ olarak kabul edilmektedir (87).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢alisma, Akdeniz Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
2023 tarih ve 15 sayili karariyla etik agidan uygun bulunmustur ve Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Goz Hastaliklar, Biyokimya, Patoloji ve
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dallari’nin katkilariyla gergeklestirilmistir.
Calismada, ortalama agirliklar1 400-450 gram olan, 6 aylik 48 adet Wistar-albino
cinsi erkek sigan kullanilmistir. Denekler, Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde, 23 + 1°C oda sicakliginda, 12 saat 151k
(07:00-19:00) ve 12 saat karanlik (19:00-07:00) kosullarinda 6zel olarak
yaptirilmis  kafeslerde barindirilmistir.  Yemler c¢elik kaplarda, su ise cam
biberonlarda (normal ¢esme suyu) verilmistir. Tiim gruba standart sigan yemi
saglanmis, su ve yiyecek alimlari ad libitum sekilde yapilmis ve hayvanlarin giinliik
bakimlari altlarinin temizlenmesiyle gergeklestirilmistir. Calisma, hayvanlarin sag

gozleri kullanilarak yiiriitilmiistiir.

3.1. Deneysel Hayvan Modelinin Olusturulmasi ve Deney Gruplar:

Calismaya 48 sigan dahil edildi. Si¢anlar, her biri 12 denekten olusan 4
gruba rastgele ayrildi: Grup 1, kontrol; Grup 2, LPS; Grup 3, TUDCA; Grup 4, LPS
+ TUDCA. Uveit daha 6nce tarif edildigi gibi tek bir intravitreal (i.v.) LPS
enjeksiyonu ile indtklendi (87). Siganlar i.p. olarak 80 mg/kg ketamin ve 12 mg/kg
ksilazin hidrokloriir ile anestezi altina alindi. Escherichia coli’den elde edilen LPS
(kat. no: L4391, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, ABD) 1 mg/ml konsantrasyonda
olacak sekilde steril PBS igerisinde ¢oziilerek 30 gauge igne yardimiyla Ust
temporal bélgeden konjonktiva ve sklera gecilerek 5 pl hacminde vitreus bosluguna
enjekte edildi. TUDCA grubu igin; TUDCA literatiirde daha dnce tanimlandig:
Uzere (kat. no: 580549, EMD Millipore Corp. Billerica, MA, ABD), %0,9’luk NaCl
iginde ¢oziilerek 250 mg/kg olacak sekilde i.p. uygulandi (88). LPS+TUDCA grubu
i¢in; her sicana ilk olarak i.p. TUDCA (250 mg/kg) ve 2 saat sonra 5 pL. LPS i.v.
olarak uygulandi. Kontrol grubundaki sigcanlara ayni voliimde %0,9’luk NaCl i.p.

olarak uygulandi. Ardindan 2 saat sonra i.v. steril PBS uygulamasi gergeklestirildi.
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Sicanlarda agr1 olugsmamasi igin i.v. enjeksiyonlar1 takiben 12 saatlik araliklarla iki
kez intramuskailer (i.m.) tramadol hidrokloriir (2 mg/ kg; Contramal, Abdi Ibrahim,
Istanbul, Tiirkiye) uygulandi. Uygulamalardan 24 saat sonra tiim gruplarda sag
gozler biyomikroskop altinda detayli olarak degerlendirilerek klinik olarak {iveit
skorlamast yapildi ve 6n segment fotograflari ¢ekildi daha sonra enukleasyon
gerceklestirildi. Sakrifiye edilen si¢anlardan alinan goézler patolojik inceleme ve
immiin histokimyasal boyamalar i¢in formalin ile muamele edilerek toplandi.
Biyokimyasal parametrelerin Ol¢imii icin aliman gozlerden retina tabaka

diseksiyonu yapilarak ¢ikarilan dokular 300 pl PBS igerisinde -80° C’de saklandi.

Resim 3.1. Intravitreal LPS enjeksiyonun uygulanmas1 (LPS grubu).

Grup | — Kontrol: Bu gruptaki siganlara i.p. yoldan %0,9 NaCl ¢ozeltisi,
TUDCA ¢bzeltisi ile esdeger hacimde enjekte edilmistir. Iki saat sonra, her bir gdze
5uL steril fosfat tamponlu salin PBS i.v. olarak uygulanarak kontrol grubu

olusturulmustur.

Grup Il — LPS: Deneysel tiveit modeli olusturmak amaciyla, Escherichia
coli kaynakli LPS (kat. no: L4391, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) PBS

36



icerisinde 1 mg/mL konsantrasyonunda ¢oziilmistir. Bu c¢ozeltiden 5 pL

hacmindeki doz, i.v. yolla uygulanarak tiveit indiikklenmistir.

Grup Il — TUDCA: Bu gruptaki sicanlara, %0,9 NaCl i¢inde ¢oziilen
TUDCA (kat. no: 580549, EMD Millipore Corp., Billerica, MA, ABD), 250 mg/kg

dozunda i.p. olarak uygulanmstir.

Grup IV - LPS + TUDCA: Bu grupta, LPS ile deneysel (veit
indiiksiyonundan iki saat 6nce, her bir hayvana 250 mg/kg dozunda TUDCA 1.p.
olarak enjekte edilmistir. Ardindan, LPS i.v. olarak uygulanmistir.

3.2. Uveitin Klinik Olarak Degerlendirilemesi

Klinik skorlama Behar-Cohen ve arkadaslarinin daha 6nce belirttigi gibi

degerlendirilmistir (89).
Grade 0 : Inflamasyon bulgusu yok,
Grade 1 : Iris ve konjonktiva damarlarina bagl hiperemi,

Grade 2 : On kamarada flare ile iris ve konjonktiva damarlarma baglh

hiperemi,
Grade 3 : On kamarada yogun flare ve yogun iris hiperemisi,

Grade 4 : Grade 3 bulgularina ek olarak pupiller alanda fibrin6z ekstida ve

posterior segmentin gortilmesini engelleyen bulaniklik.

LPS enjeksiyonunu takiben 24. saatte biyomikroskopik olarak muayene
edilmistir. G6z i¢i inflamasyonun yogunlugu, klinik skorlama sistemi ile
degerlendirilmistir.

3.3. Retinal Kalinhgin Ol¢iimii

Uygulamadan sonra elde edilen goz dokularindan parafin kesitler alinarak

hematoksilen & eozin (H&E) ile boyamasi yapildi. H&E boyali 4 mikron
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kalinligindaki parafin kesitlerde total retina kalinlig1 degerlendirildi. Slaytlar 1sik
mikroskobu altinda (Olympus IX81, Tokyo, Japonya) analiz edildi. Niceliksel
analiz ImageJ-Fiji programi kullanilarak yapildi. Elde edilen sonuclar 8.4.3

GraphPad Prism yazilimi ile analiz edildi.

3.4. Hicre Kiltiri

ARPE-19 insan retina pigment epitel hiicre hatti American Type Culture
Collection tarafindan saglanmistir (ATCC; Manassas, Virginia, ABD). Hiicrelerin
cogaltilmasi, Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) ve Ham's Nutrient
Mixture (F-12)’nin 1:1 oraninda karisimi (Biowest, L0093, Nuaillé¢, Fransa)
kullanilarak gerceklestirildi. 500 ml’lik besiyeri igerisine son konsantrasyonu % 10
(v/v) olacak sekilde fetal bovin serum (FBS; Capricorn Scientific, FBS-11A,
Ebsdorfergrund, Almanya), son konsantrasyonu %1 (v/v) olacak sekilde L-
Glutamin (Biowest, L4687, Nuaillé, Fransa) son konsantrasyonu % 1 (v/v) olacak
sekilde 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin (Gibco, 15140-122, Life
Technologies Corporation, Grand Island, ABD) ve her 500 ml besiyeri i¢in 100 pl
olacak sekilde Amfoterisin-B (Gibco, 15290-026, Life Technologies Limited,
Paisley, Ingiltere) eklendi. Hazirlanan karisim 0,22 um bottle-top filtreden
gecirilerek steril hale getirildi ve kullanilmak {izere +4 °C’de saklandi. ARPE-19
hlcreleri %80-90 yogunluga ulastiklar1 zaman %0,05 tripsin-EDTA (Gibco, Life
Technologies Limited, Paisley, Ingiltere) ile tutunduklar flaskin yiizeyinden
kaldirild1 ve yeni flasklara pasajlandi. Calismamiz boyunca 7. ile 14. aras1 pasaj
hiicreleri kullanildi. Hiicresel {iveit modeli olusturmak i¢in 1 mg/ml stok LPS steril
PBS icerisinde hazirlandi. Hazirlanan stok ¢ozeltisinden 5, 10, 25 ve 50 pg/ml
konsantrasyonlarindaki dozlar 8-12-24 saat inklibasyon sirelerinde uygulanarak

hiicre canlilig1 doz ve saate bagli olarak analiz edildi (90).

TUDCA’nin suda ¢oziiniirliigii (100 mg/ml) géz 6niinde bulundurularak 5,2
mg TUDCA (Molekiiler Agirlik: 521 g) 1 ml steril %0,9’luk izotonik NaCl ¢ozeltisi
icinde ¢oziildii. TUDCA stok soliisyonu (10 mM) kullanilarak 0,1, 0,25, 0,5 ve 0,75
mM ara dozlar hazirland1 ve 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda TUDCA ’nin hiicre

canliligina olan etkisi degerlendirildi (91).
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3.5. Hiicre Canlilig1 Analizi

Hiicre canliligi, mitokondriyal metabolik aktiviteye dayali MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromdir) kolorimetrik testi ile belirlendi.
5 mg MTT tozu 1 ml PBS i¢inde ¢6ziildii. Ardindan hiicre kiiltiirtinde kullanilmak
amaciyla 0,22 um c¢apindaki filtreden gegirilerek steril hale getirildi. 96 kuyucuklu
plakanin her kuyucugunda 10.000 hiicre olacak sekilde 200 ul hacimde hiicre ekildi.
Ekimi yapilan hiicreler yilizeye tutunmalari amaciyla 24 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon bitiminde her kuyucuga 200 ul belirlenen konsantrasyonlarda doz
uygulamalari yapildi ve 12-18-24 saat inkiibasyon siireleri bittikten sonra karanlik
ortamda MTT protokolii gerceklestirildi. Inkiibasyon medyumu aspire edildi ve her
kuyucuga medyum ile hazirlanmis olan %10 (v/v) MTT ¢ozeltisinden 100 pl
eklendi. Plaka disindan 151k gecirmeyecek sekilde kaplanarak 2 saat boyunca 37 °C,
%5 CO; inkiibatoriinde bekletildi. inkiibasyon bitiminde kuyucuklarm dibinde mor
renkli formazan kristallerinin olustugu goriildii. Kuyucuklardaki sivi aspire edildi
ve ardindan her bir kuyucuga 100 pl DMSO eklendi. Formazan kristallerinin
¢ozlinmesi i¢in 96 kuyucuklu plaka 5 dakika boyunca yatay calkalayici {lizerinde
bekletildi. Bu asamadan sonra mikroplaka okuyucuda (MicroQuant Plate Reader,
Bio-Tek Instruments Inc. Vermont, ABD) 570 ve 690 nm’de absorbans dl¢iimii
gerceklestirildi. 690 nm’deki absorbans degerleri 570 nm’deki absorbans
degerlerinden ¢ikarildi. Hiicre canliliginin yiizdesi, kontrol grubundaki absorbansin
%100 hiicre canliligimi temsil edecegi sekilde hesaplandi [Hiicre canliligt (%) =
(Abs 6rnek/Abs kontrol) x 100]. MTT testi sonuglarina gore her bir hiicre hatt1 i¢in
dort farkli deney grubu olusturuldu. 1) Kontrol [saglikli ARPE-19 hicreleri]; 2)
LPS [24 saat 5 pg/ml LPS ile muamele edilmis hiicreler]; 3) TUDCA [24 saat 0,5
mM TUDCA uygulanan hiicreler]; 4) LPS+TUDCA [24 saat inkiibasyonda LPS ve
TUDCA ile muamele edilmis hiicreler].

3.6. Retina Dokusunda immiinohistokimyasal Boyama

Alman gozler %10 formalin tampon soliisyonunda fikse edildikten sonra
transvers dlizlemde kesildi. Dokular fosfat tamponunda yikandiktan sonra parafinde

bloklanarak 4 um kesitler alindi. Peroksidaz boyamasi igin kesitler deparafinize
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edilecek, rehidrasyondan sonra Tris tamponunda yikandi. immiinohistokimyasal
boyama igin Dako Omnis Kapali Sistem immiinohistokimya Boyama Cihazi
(Agilent Technologies, Santa Clara, ABD) kullanildi. Endojen peroksidaz
aktivitesini bloke etmek icin kesitler %3 hidrojen peroksit ile 5 dk muamele edildi.
Primer antikor uygulamas1 60 dk 25 °C’de gergeklestirildi. Tavsan poliklonal anti-
GRP78 (1:200, bs-1219R, Bioss, Massachusetts, ABD), tavsan poliklonal anti-
kaspaz 3 (1:300, BT-AP01199, BTLAB, Zhejiang, Cin) ve tavsan poliklonal anti-
kaspaz 12 (1:200, ab62463, Abcam, Ingiltere) primer antikorlar1 kullanildi. Negatif
kontrol gruplart igin primer antikor yerine %5'lik normal kegi serumu (NKS)
eklenerek boyama protokolii uygulandi. Doku kesitlerinde sekonder antikor olarak
biyotinle isaretli antikor uygulandi ve renklenme reaksiyonu ig¢in streptavidin-
peroksidaz konjugati kullanildi. Dokuda goriilen boyanma ImageJ-Fiji programi
kullanilarak kuantifiye edildi. Elde edilen sonuglar 8.4.3 GraphPad Prism yazilimi
ile analiz edildi.

3.7. Iimmiinofloresan Boyama

Flask iceresinde %80-90 yogunluga ulagan hiicreler tripsinizasyon iglemi ile
kaldirild1 ve hiicre sayimi yapilarak her kuyucuga yaklasik 100.000 hiicre olacak
sekilde 8 kuyucuklu lama (Merck Millipore, Cork, irlanda) ekim yapildi. Ekim
yapildiktan sonra lam gece boyunca 37 °C, %5 CO: inkibatoriinde bekletilerek
hucrelerin tutunmasi ve morfoloji kazanmasi saglandi. %70-80 yogunluga ulagmig
olan hiicrelere deney gruplarina gore doz uygulamalar1 yapildi ve sonrasinda
besiyeri aspire edilerek kuyucuklar soguk PBS ile iki kez yikandi. Hiicreler oda
sicakliginda ve taze hazirlanmis %4 paraformaldehit (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, ABD) ile 10 dakika fikse edildikten sonra ii¢ kez soguk PBS ile yikandi.
Yikamanin ardindan PBS igerisinde hazirlamis %0,2 Triton-X-100 (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, ABD) ile 10 dakika permeabilizasyon yapild:.
Permeabilizasyonu takiben 5 kez soguk PBS ile yikama yapildi ve 30 dakika PBS
icerisinde hazirlanmis %5 NKS ile inkiibe edilerek bloklama yapildi. 30 dakikalik
inkiibasyonun ardindan bloklama ¢6zeltisi uzaklastirildi ve kuyucuk basina 200 pl
olacak sekilde tavsan poliklonal anti-GRP78 (1:200, bs-1219R, Bioss,
Massachusetts, ABD), tavsan poliklonal anti-kaspaz 3 (1:300, BT-AP01199,
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BTLAB, Zhejiang, Cin), tavsan poliklonal anti-kaspaz 12 (1:200, ab62463, Abcam,
Ingiltere) primer antikorlar1 eklenerek 4 °C’de ve karanlikta bir gece boyunca
inkiibe edildi. Ertesi giin chamber slidelar oda sicakliginda 5 kez PBS ile yikandi.
Ardindan karanlik ortamda her kuyucuga 200 puL Alexa Fluor-488 konjuge kegi
anti-tavsan (1:1000, #ab150077, Abcam, Cambridge, MA, ABD) 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 i¢in DAPI boyamasi (Vector Laboratories Inc.,
Burlingame, CA, ABD) yapildi. Lamlarin goriintilemesi floresan mikroskopta
(Olympus 1X81, inverted fluorescein microscope Tokyo, Japonya) uygun filtreler
kullanilarak yapildi. Yapilan goriintiillemelere gore floresans yogunlugu NIH
ImageJ 1.53e yazilimiyla analiz edildi. Her grup i¢in hiicrelerin floresans 1g1ma
yapan bolgeleri baz alindi ve floresan yogunluk 6l¢iildii. Hiicrelerde dogrulanmis
total floresans (CTCF) miktarlarini hesaplayabilmek icin “’CTCF= Integrated
Yogunluk — (Segilen hiicrenin alan1 x Background okumalar1 ortalamasi)’” formiilii
kullanildi.

3.8. TUNEL Boyama

Retinal doku orneklerinde apoptozun tespiti, iiretici talimatlarina uygun
olarak TUNEL In Situ Apoptoz Kiti (E-CK-A331, Elabscience, Houston, Teksas,
ABD) kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu kit, horseradish peroksidaz (HRP) ve
diaminobenzidin (DAB) araciligiyla, TdT (Terminal deoksiniikleotidil transferaz)
katalizli dUTP uc¢ isaretleme TUNEL yontemiyle apoptozun saptanmasini
amaclamaktadir. Parafin bloklardan elde edilen doku kesitleri, deparafinizasyon
amactyla 37 °C'de bir gece boyunca inkiibe edilmistir. Bunu takiben doku kesitleri,
kit protokolii dogrultusunda azalan konsantrasyonlarda etanol serisinden
gecirilmistir. Yikama isleminin ardindan her kesite 100 pL 1X proteinaz K ¢ozeltisi
uygulanarak 37 °C'de 20 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Sonrasinda doku
kesitleri, endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek amaciyla hazirlanan H2O:
soliisyonunda 20 dakika inkiibe edilmistir. izleyen asamada her kesite 100 uL TdT
dengeleme soliisyonu ilave edilmis ve 37 °C'de 30 dakika streyle inkibasyon

gergeklestirilmistir. Ardindan her kesite 100 uL enzim soliisyonu eklenerek 37
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°C'de 1 saat 20 dakika inkiibe edilmistir. Yikama islemi sonrasi her kesite 100 uL
Streptavidin-HRP konjugati uygulanmis ve 37 °C'de 30 dakika inkiibasyona tabi
tutulmustur. Apoptozun gorsellestirilmesi amaciyla her kesite 100 uL DAB substrat
coOzeltisi eklenmis ve 5 dakika inkiibe edilmistir. Niikleer kars1 boyama igin
Mayer’s hematoksilen kullanilmigtir. Boyama iglemi sonrasi, doku kesitleri ters

alkol serisinden gegirilerek iglemler tamamlanmistir.

Hiicre kiiltiirinde TUNEL boyamasi i¢in %80-90 konfluansa ulasan
hiicreler tripsin ile flasktan uzaklastirilarak sayilmis ve her kuyucuga yaklasik
10.000 hiicre olacak sekilde 8 kuyucuklu chamber-slide’a ekilmistir. Hiicrelerin
tutunmast i¢in plaklar 37 °C, %5 CO: inkiibatorde bir gece inkiibe edilmistir. %70—
80 yogunluga ulasan hiicrelere deney gruplarina goére ajan uygulanmistir.
Sonrasinda ortam uzaklastirilmig, hiicreler soguk PBS ile ii¢c kez yikanmistir.
Hiicreler %4 paraformaldehit ile 10 dk fikse edilip PBS ile yikanmistir. Ardindan
%0,2 Triton X-100 ile 10 dk permeabilize edilip tekrar PBS ile yikanmistir. H2O:
ile 10 dk bloklama yapildiktan sonra yine PBS ile yikanmistir. Her kuyucuga 100
pL 1X Proteinaz K eklenerek 37 °C’de 10 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra 100 pL
TdT Equilibration soliisyonu ve ardindan TdT enzim soliisyonu uygulanarak
sirasiyla 10 dk ve 1 saat inkiibasyon yapilmistir. Streptavidin-HRP ile 30 dk,
ardindan DAB ile 5 dk inkiibasyon yapilmistir. Karst boyama Mayer’s
hematoksilen ile gergeklestirilmistir. Preparatlar alkol serisinden gecirilerek
kapatilmis, 151k mikroskobu ile goriintiilenmis ve ImageJ-Fiji yazilimi ile analiz

edilmistir.

3.9. Kaspaz 3 Aktivite Tayini

Kaspaz 3 aktivitesi doku ve hiicre lizatlarindan kaspaz 3 aktivite Kiti
kullanilarak 6lgiildii. (E-CK-A383, Elabscience, Houston, Teksas, ABD). Test sar1
PNA (p-Nitroanilin) olusturmak i¢in AC-DEVD-pNA substratini katalize edebilen
kaspaz 3 aktivitesine dayanmaktadir. pNA, 405 nm'de absorpsiyona sahiptir. Deney
gruplarindaki dokular 300 pL soguk PBS ile homojenize edildi. Homojenatlar
11000xg’de 10-15 dakika boyunca santrifiijlenip siipernatant toplandi. Deney

gruplarindan elde edilen hiicre pelletleri 100 pL sogutulmus hiicre lizis tamponu ile
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stispanse edildi. Ardindan hiicreler tamamen parcalanana kadar sonikasyon
(Bandelin Sonopuls HD 2070, Bandelin Elec., Almanya) yapildi. 4° C'de 11000 x
g'de 10-15 dakika santrifiij edilerek hiicre lizat1 elde edildi. Kit prospektusunda
verilen Gl¢iim protokolii uygulandi ve Ornekler 405 nm’de kolorometrik olarak
olciildii. Orneklerde olusan pNA miktar1 standart egriden hesaplandi ve bir iinite
enzim aktivitesi, bir saatte 37°C'de 1 nmol Ac-DEVD-pNA'y1 pargalayan enzim

miktari olarak kabul edilerek sonuglar U/ mg protein olarak rapor edildi.

3.10. Protein Olgumleri

Retina dokusu ve ARPE-19 hiicre lizatlarinda protein konsantrasyonlari 595
nm’de modifiye Bradford yontemiyle 6l¢giildii. Yontemde standart olarak bovin
serum albiimin (BSA) ile Coomassie Plus reaktifi i¢eren ticari kit kullanildi (Pierce
Chemical Company, Rockford, ABD). Protein konsantrasyonu BSA standart
grafigi yardimiyla hesaplandi.

3.11. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler 8.4.3 GraphPad Prism yazilimi kullanilarak yapildi.
(GraphPad Yazilimi, San Diego, Kaliforniya, ABD). Normallik testleri ile veri
dagilimi belirlendi. Normal olmayan veriler i¢cin parametrik olmayan testler
kullanildi. Deney gruplari Kruskal-Wallis veya tek yonli ANOVA kullanilarak
karsilastirildi, ardindan 6nemli farkliliklar bulundugunda belirli grup farkliliklarini
belirlemek igin post-hoc testler yapildi. Sonuglar sekil agiklamalarinda

detaylandirilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. TUDCA'nin Endotoksin Kaynakh Uveit Uzerine Etkisi

flk olarak, TUDCA’ nin sicanlarda EIU uzerindeki etkilerini inceledik.
Sicanlara, LPS enjeksiyonundan 2 saat énce TUDCA verildi ve 24 saat sonra,
gozlerin 6n segmentinde inflamatuar bulgular gozlendi ve gorintilendi. Sekil
1A'da gosterildigi gibi, kontrol grubunda veya tek basina TUDCA verilen grupta
inflamatuar yanit gézlenmemistir. LPS grubunda, LPS enjeksiyonundan 24 saat
sonra siganlarda konjonktival hiperemi, siliyer hiperemi ve 6n kamarada bulaniklik
ve fibroz eksudalar gorildi. Bununla birlikte, bu klinik bulgular LPS+TUDCA
grubunda daha hafif derecede izlendi. H&E ile boyanmis retina kesitlerinin
histopatolojik incelemesinde, LPS verilen siganlarda 24 saat sonra olgiilen retina
kalinliklarmin diger deney gruplarina goére anlamli olarak arttigini tespit ettik (Sekil
1B). Total retina kalinlik 6l¢iimlerinin ortalama + standart sapma degerleri, kontrol
grubunda, %100 + 6,39; TUDCA grubunda %85,30 = 13,14; LPS grubunda
%141,95 £+ 5,54 ve LPS+TUDCA grubunda %114,19 + 23,86 olarak hesaplandi
(Sekil 1C). LPS+TUDCA grubunda retina kalinligi, LPS grubuna kiyasla anlaml
derecede daha diisiik bulundu (p<0,001).

44



Retinal Kalinlik
(%)
8
L

Sekil 4.1. (A) TUDCA'nin si¢an gézlerinde okiiler inflamasyon tizerindeki etkisi. LPS
enjeksiyonundan 24 saat sonra okiiler inflamasyon degerlendirildi. Dort farkli tedavi
grubunun 6n segmentinin temsili okdler gorintileri. Kontrol ve TUDCA ile tedavi
edilen siganlarda inflamasyon gozlenmedi. Intravitreal LPS uygulanan sicanlarda
myozis, fibrin6z eksiida (siyah ok) ve hiperemi (yesil ok) meydana geldi. TUDCA ile
tedavi edilen sicanlarda, inflamatuar yanitin hafifledigi gézlemlenmistir. (B) Retina
kalimliginin degerlendirilmesi i¢in H&E ile boyanmis doku kesitlerinin temsili

goruntileri. GHT, ganglion hiicre tabakas; IPT, i¢ pleksiform tabaka; INT, i¢ nikleer
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tabaka; DPT, dis pleksiform tabaka, DNT, dis niikleer tabaka; FT, fotoreseptor
tabakas1. Olcek ¢ubugu: 50 um. (C) LPS enjeksiyonundan 24 saat sonra tiim retina
kalinlig1 Imagel] Fiji programiyla degerlendirildi. Veriler ortalama =+ standart sapmay1
(SD) ve n=6'y1 temsil etmektedir. Kontrol grubunda dlgiilen total retinal kalinlik
dlciimlerinin ortalama degeri %100 olarak degerlendirildi. Istatistiksel analiz icin tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey'in ¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir.
* p=0,003 diger tim gruplar ile kiyaslandiginda. #, p<0,001, LPS grubu ile
kiyaslandiginda.

4.2. insan Retinal Pigment Epitel Hiicrelerinde TUDCA ve LPS EtKisi

ARPE-19 hiicrelerinin 25 ve 50 pg/ml LPS ile inkiibasyonu 8-24 saat
araliginda sitotoksisite gdstermezken, 5 ve 10 pg/ml LPS istatistiksel olarak anlamli
Olcude sitotoksikti (Sekil 4.2A). ARPE-19 hiicrelerinin 24 saat boyunca 0,25, 0,50
ve 0,75 mM TUDCA ile inkubasyonu, kontrol ve 0,1 mM TUDCA gruplarina
kiyasla hiicre canliligin1 6nemli dlgilide arttirmuistir (Sekil 4.2B). Hiicrelerin 24 saat
5 pg/ml LPS ile 0,5 mM TUDCA ile muamelesi, hiicre canliligini kontrol
seviyelerine yaklastirmis, LPS+TUDCA ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir
fark olusmamuistir (Sekil 4.2C). 24 saat boyunca 5 pg/ml LPS ile inkiibe edilen
hiicrelerde sayisal bir azalma kaydedilmis; ayrica hiicre biiziismesi, kiiltiir kab1
ylizeyinden ayrilma ve yuvarlaklasma gibi morfolojik  degisiklikler
gozlemlenmistir. Hiicrelere 24 saatlik LPS uygulamasi ile 0,5 mM TUDCA

verilmesi sonucunda morfolojik degisimlerde azalma gozlendi (Sekil 4.2D).
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Sekil 4.2. A) ARPE-19’a LPS uygulamasinin 8, 12 ve 24 saatlik canlilik analizi.

Veriler 6 ayr1 deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
Istatistiksel analiz ¢ift yonlii ANOVA ile yapildi. Gruplar arasindaki farklilik Tukey
testi ile belirlendi. *, p<0,001, kontrol, 25 ve 50 pg/mL gruplan ile ayn1 zaman
araliginda karsilastirildiginda. #, p<<0,001, kontrol ve 50 pg/mL gruplari ile ayn1 zaman
araliginda karsilagtirildiginda. B) ARPE-19 hiicrelerinde TUDCA uygulamasinin doza
bagimli 24 saatlik hiicre canlilik analizi. Veriler 8-12 ayr1 deneyi temsil etmektedir ve
degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz tek yonlii ANOVA ile
yapildi. Gruplar arasindaki farklilik Tukey testi ile belirlendi. *, p<0,001, kontrol ve
0,1 mM gruplan ile karsilastirildiginda. C) ARPE-19 hiicrelerinde LPS ve TUDCA

uygulamasimin 24 saatlik hiicre canlilik analizi. Veriler 9-10 ayr1 deneyi temsil
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etmektedir ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz tek yonlii
ANOVA ile yapildi. Gruplar arasindaki farklilik Tukey testi ile belirlendi. *, p<0,001,
diger gruplar ile karsilastirlldiginda. D) LPS ve TUDCA uygulanan ARPE-19
hiicrelerinin 151k mikroskop goriintiisii (20X biiyiitme). Hiicrelerde 24 saat TUDCA
(0,5 mM) uygulamasi sonucu bir degisim gézlenmezken, 24 saat 5 pg/mL LPS
uygulamasi sonucunda kii¢iilme, kiimelenme, yiizeyden ayrilma ve yuvarlaklagsma gibi
morfolojik degisimler gézlendi. LPS grubunda hiicre popiilasyonunda da bir azalma
kaydedildi. 24 saat 0,5 mM TUDCA uygulamasinin, LPS uygulamasma bagl

morfolojik bozulmalar azalttigi gézlemlendi.

4.3. Retina Dokusunda GRP78, Kaspaz-3 ve -12 immiin Boyamasi ve

Kantitasyonu

LPS verilen grupta retina tabakalar1 incelendiginde GHT, iPT, DPT ve FT
boyunca artmig GRP78, kaspaz-3 ve -12 pozitif boyanma gozlenmistir (Sekil 4.3A).
LPS uygulanmasim takiben GHT ve FT tabakalarinda yaygin immiin boyama
dikkat cekti. Immiin boyama, kontrol ve TUDCA ile tedavi edilen gruplarin
gozlerinde belirgin degildi. Image J Fiji programu ile elde edilen immiin boyama
yuzdesi, LPS grubu siganlarda kontrol, TUDCA ve LPS+TUDCA grubu si¢anlara
gore istatistiksel olarak artig gosterdi (Sekil 4.3B, 4.3C ve 4.3D).
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GRP78

Kaspaz-3

Kaspaz-12

GRP78 Boyanma Miktan

Sekil 4.3. (A) Retina dokusunda GRP78, kaspaz-3 ve -12 immun histokimyasal

boyamamin gbriintiileri. Olgek cubugu: 50 pm. (B) GRP78'in immiin boyama
yogunlugu LPS enjeksiyonundan 24 saat sonra Imagel Fiji programi ile ol¢iildii.
Degerler ortalama + SD'dir. n = 6'dir. Istatistiksel analiz tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) olup, ¢oklu karsilastirmalar Tukey'in ¢coklu karsilagtirmalari ile yapilmustir.
*, p <0,05, diger tiim gruplara gére (FT icin p=0,006, IPT icin p=0,004, GHT icin
p=0,044, DPT icin p=0,008). (C) Kaspaz-3'in immiin boyanma yogunlugu LPS
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enjeksiyonundan 24 saat sonra ImagelJ Fiji programu ile 6l¢iildii. Degerler ortalama +
SD'dir. n = 6'dur. Istatistiksel analiz tek yonlii varyans analizi (ANOVA) olup, ¢oklu
karsilagtirmalar Tukey'in ¢oklu karsilagtirmalar ile yapilmugtir. *, p <0,001, diger tiim
gruplara gore (IPT igin p<0,001, GHT i¢in p<0,001, DPT i¢in p=0,003, FT igin
p=0.610). (D) Kaspaz-12'nin immiin boyanma yogunlugu LPS enjeksiyonundan 24
saat sonra Image] Fiji programu ile dlgiildii. Degerler ortalama + SD'dir. n = 6'dir.
Istatistiksel analiz tek yonlii varyans analizi (ANOVA) olup, coklu karsilastirmalar
Tukey'in ¢oklu karsilagtirmalari ile yapilmustir. *, p <0,05 diger tiim gruplara kiyasla
(IPT igin p=0,002, GHT igin p<0,001, DPT igin p=0,002, FT icin p=0.588).

4.4. Insan Retinal Pigment Epitel Hiicrelerinde GRP78, Kaspaz-3 ve -

12 immiinofloresan Boyamasi ve Kantitatif Analizi

LPS ile muamele edilen ARPE-19 hicrelerinde GRP78, kaspaz-3 ve
kaspaz-12’ye karst pozitif immiinofloresan boyanmanin belirgin sekilde arttigi
gozlemlenmistir (Sekil 4.4A). Imagel yazilimi kullanilarak yapilan kantitatif
analizde, floresan boyanma ylzdesi LPS grubunda kontrol, TUDCA ve
LPS+TUDCA gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis
gostermistir (Sekil 4.4B, 4.4C ve 4.4D).

GRP78, kaspaz-3 ve kaspaz-12 igin floresan boyanma oranlari (ortalama +
SD) kontrol grubunda sirasiyla %100 + 33,04, %100 + 19,86 ve %100 * 13,42
olarak Ol¢iilmiistiir. LPS grubunda bu degerler sirasiyla %175,51 + 24,44, %167,57
+ 33,46 ve %133,79 + 13,87 olarak hesaplanmigtir. TUDCA ile tedavi edilen grupta
ise GRP78, kaspaz-3 ve kaspaz-12 igin floresan boyanma oranlari sirasiyla
%109,28 + 36,18, %109,46 £ 24,07 ve %105,21 + 18,73 olarak belirlenmistir.
LPS+TUDCA grubunda bu oranlar sirasiyla %124,43 + 17,61, %120,50 + 13,91 ve
%115,05 + 20,35 olarak kaydedilmistir. Bu bulgular, LPS’nin ER stresi ve apoptoz
belirteclerini belirgin sekilde artirdigini, TUDCA uygulamasinin ise bu artis

engelledigini géstermektedir.
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Sekil 4.4. Insan RPE hiicrelerinde GRP78, kaspaz-3 ve -12 seviyeleri. LPS, 24 saat
boyunca 5 pg / mL LPS ile muamele edilen hiicreler; TUDCA, 24 saat boyunca 0,5
mM TUDCA verilen hiicreler; LPS + TUDCA, LPS (5 pg / mL) ve TUDCA (0,5
mM) ile 24 saat muamele edilen hicreler. (A) ARPE-19 hicrelerinde GRP78,
kaspaz-3 ve -12'nin immiinofloresan boyanmasi. 20X biiylitme. (B) ImageJ
programi ile GRP78 floresan boyamanin kantitasyonu. Veriler 11-12 ayr1 deneyi
temsil eder ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel degerlendirme
tek yonlii ANOVA analizi ile yapildi. Gruplar arasindaki farklilik Tukey testi ile
belirlendi. *, p<0,001, tiim gruplarla karsilastirildiginda. (C) ImageJ programu ile

kaspaz-3 floresan boyamanin kantitasyonu. Veriler 12 ayr1 deneyi temsil eder ve
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degerler ortalama = SD olarak verilmistir. Istatistiksel degerlendirme tek yonlii
ANOVA analizi ile yapildi. Gruplar arasindaki farklilik Tukey testi ile belirlendi.
*, p<0,001, tiim gruplarla karsilastirildiginda. (D) ImageJ programi ile kaspaz-12
floresan boyamanin kantitasyonu. Veriler 12 ayr1 deneyi temsil eder ve degerler
ortalama = SD olarak verilmistir. Istatistiksel degerlendirme tek yonlii ANOVA
analizi ile yapildi. Gruplar arasindaki farkliliklar Tukey testi ile belirlendi. *,
p<0,05, tiim gruplarla karsilastirildiginda (kontrol vs. LPS p<0,001; TUDCA vs
LPS p<0,001; LPS+TUDCA vs. LPS p=0,016).

4.5. Apoptoz

Sekil 4.5A, deney gruplarinin her birinden retina TUNEL boyamasinin
temsili fotograflarini gostermektedir. Tiim deney gruplarmin 6zellikle GHT, DNT
ve INT’inde apoptotik hiicreler izlendi; retinada TUNEL-pozitif hiicreler de
belirlendi (Sekil 4.5C). Retinal TUNEL boyamasi LPS grubunda kontrol, TUDCA
ve LPS+TUDCA gruplarma gore anlamli artis gosterdi. TUDCA ile tedavi, LPS

grubu si¢anlarda apoptotik hiicrelerin yiizdesini 6nemli 6l¢iide azaltti.

5 pg/ml LPS ile 24 saat muamele edilen ARPE-19 hicrelerinde apoptoz,
diger deney gruplarina gore énemli Olciide artmistir. TUDCA ile tedavi, LPS ile
inkiibe edilmis ARPE-19 hiicrelerini apoptoza karsi korumustur (Sekil 4.5B).
TUNEL-pozitif ARPE-19 hcreleri de olguldu (Sekil 4.5D). TUNEL pozitif
boyanmig hiicrelerin yiizdesi (ortalama + SD), LPS grubunda (222,98 + 53,79)
kontrol (100 + 35,08), TUDCA (104,81 + 39,59) ve LPS+TUDCA (126,55 + 27,57)
gruplarina kiyasla anlamli bir artis gosterdi. TUDCA ile tedavi, LPS grubu

siganlarda apoptotik hiicrelerin yiizdesini 6nemli 6l¢iide azaltmistir.

4.6. Kaspaz-3 Aktivitesi

Retina kaspaz-3 aktivitesi (ortalama + SD) LPS ile tedavi edilen grupta
(16,30 £ 4,60 U/mg), kontrol (7,07 £ 2,25 U/mg), TUDCA (7,37 + 1,14 U/mg) ve
LPS+TUDCA (10,85 + 1,05 U/mg) gruplarina kiyasla 6nemli bir artig géstermistir
(Sekil 4.5E). TUDCA ile tedavi, LPS ile tedavi edilen siganlarda kaspaz aktivitesini
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Sekil 4.5. Retina dokusunda ve ARPE-19 hicrelerinde apoptoz. (A) Deney
gruplarinda retina TUNEL boyamas1 temsili fotograflari. Retina tabakalarinda
morfolojik bozulma (siyah ok). Olgek ¢ubugu: 50 pm. (B) ARPE-19 hiicrelerinde
TUNEL boyamasinin temsili 1s1k mikroskop gortintiileri (40X blyitme). LPS, 24 saat
boyunca 5 pug / mL LPS verilen hiicreler; TUDCA, 24 saat boyunca 0,5 mM TUDCA
ile muamele edilen hiicreler; LPS + TUDCA, 24 saat LPS (5 pg/ mL) ve TUDCA (0,5
mM) ile muamele edilen hiicreler. Hiicrelerde morfolojik bozulma (siyah ok). (C)

ImageJ Fiji programu ile retina TUNEL boyamasimin kantitasyonu. Veriler 6 ayri
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deneyi temsil eder ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz tek
yonliit ANOVA ile yapildi. Gruplar arasindaki fark Tukey testi ile belirlendi. *, p<0,05,
tim gruplarla karsilastirildiginda (GHT icin LPS vs Kontrol p=0,001, LPS vs TUDCA
p=0,003, LPS vs LPS + TUDCA p=0,002; INT icin LPS vs Kontrol p=0,002, LPS vs
TUDCA p=0,001, LPS vs LPS + TUDCA p=0,009; DNT i¢in LPS vs Kontrol p<0,001,
LPS vs TUDCA p<0,001, LPS vs LPS + TUDCA p=0,007). (D) ImageJ Fiji programi1
ile ARPE-19 hiicrelerinde TUNEL boyamasimin kantitasyonu. Veriler 6 ayri deneyi
temsil eder ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz tek yonlii
ANOVA ile yapildi. Gruplar arasindaki fark Tukey testi ile belirlendi. *, p<0,05, tim
gruplarla karsilastirldiginda (LPS vs Kontrol p=0,003; LPS vs. TUDCA p=0,003; LPS
vs. LPS + TUDCA p=0,003). (E) Retina kaspaz-3 aktivitesi. Veriler 6-8 ayr1 deneyi
temsil eder ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz tek yonl
ANOVA ile yapilmustir. Gruplar arasindaki farklilik Tukey testi ile belirlendi. *,
p<0,05, diger tiim gruplarla karsilastirldiginda (LPS vs Kontrol p<0,001; LPS vs.
TUDCA p<0,001; LPS vs. LPS + TUDCA p=0,005). (F) ARPE-19 hiicrelerinde
kaspaz-3 aktivitesi. Veriler 8 ayri deneyi temsil eder ve degerler ortalama + SD olarak
verilmistir. Istatistiksel analiz tek yonlii ANOVA ile yapilmistir. Gruplar arasindaki
farklilik Tukey testi ile belirlendi. *, p<0,001, diger tiim gruplarla karsilastirildiginda
(LPS vs Kontrol p<0,001; LPS vs. TUDCA p<0,001; LPS vs. LPS + TUDCA
p<0,001).
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5. TARTISMA

Bu ¢alisma, TUDCA’nin hem in vivo hem de in vitro deneysel modellerde
okiiler dokular tlizerinde anlamli diizeyde koruyucu etkiler gosterdigini ortaya
koymustur. Bulgular, TUDCA’nin ER stresi, apoptoz ve inflamasyon gibi patolojik
stirecleri baskilayarak gdzdeki doku hasarini azalttigin1 géstermektedir. Elde edilen
sonuclar mevcut literatiirle uyumlu olup, TUDCA’nin terapdtik potansiyelini
desteklemekte ve bu etkilerin molekiiler temellerine iliskin anlayisimiza katkida

bulunmaktadir.

Denek grubundaki albino Wistar siganlarinda i.p. anestezi altinda uygulanan
tek doz i.v. LPS enjeksiyonu ile deneysel tiveit modeli basartyla olusturulmustur.
Elde edilen model, 6nceki literatiirle uyumlu bigimde akut Gveiti taklit etmekte
olup, kemirgenlerde inflamatuvar gz hastaliklarinin incelenmesinde yaygin olarak
kullanilan giivenilir bir yontemdir (92-94). intraokiiler inflamasyonun diizeyi, tiveit
bulgularinin objektif ve tekrarlanabilir sekilde degerlendirilmesini miimkiin kilan,
yaygin kabul gormiis bir klinik skorlama sistemi ile belirlenmistir (95). Bu
degerlendirme sistemine gore, inflamasyon su sekilde derecelendirildi: Derece 0,
inflamasyon yok; Derece 1, hafif derecede inflamasyon bulgulari; Derece 2, iris ve
konjonktival damarlarin orta derecede genislemesi ve hiperemisi; Derece 3 belirgin
siliyer hiperemi, konjonktival hiperemi ve 6n kamara reaksiyonu/bulanikligi; ve
Derece 4, derece 3 bulgularina ek olarak 6n kamarada fibrinoid eksudalarin varlig.
Onceki galismalarla uyumlu olarak gozlemlerimiz LPS uygulamasmi takiben
inflamasyon siddetinde zamana bagli bir artis oldugunu gosterdi (96,97). Klinik
degerlendirmeler, i.v. enjeksiyondan 3 saat sonra yaklasik 1,6 derece, 6 saat sonra
2,4 derece, 12 saat sonra 3,8 derece ve 24 saat sonra 4,0 derece inflamasyon
skorlarmin olustugunu gostermistir. Bu bulgular, inflamatuar yanitin 24. saatte
maksimum diizeye ulastifim gostermektedir. Bu zamana bagh degisim
dogrultusunda ve yerlesik protokollere uygun sekilde, eniikleasyon 24. saatte
gerceklestirilmis; boylece inflamasyonun en yogun oldugu dénemde alinan doku
ornekleri, histopatolojik, immunohistokimyasal ve molekuler analizler igin en
uygun sekilde degerlendirilmistir. Elde edilen veriler, deneysel modelimizin

gecerliligini desteklemekte ve LPS ile indiiklenen iiveit modelinin, TUDCA gibi
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yeni tedavi stratejilerinin degerlendirilmesinde giivenilir ve tekrarlanabilir bir arag
oldugunu ortaya koymaktadir. Bulgularimizin literatiirdeki verilerle uyumlu
olmasi, modelimizin akut okiiler inflamasyonu ve farmakolojik miidahale

yontemlerini incelemedeki bilimsel 6nemini daha da pekistirmektedir.

Calismamizda TUDCA, 250 mg/kg dozunda i.p. olarak uygulandi. Bu
dozajin, daha 6nceki deneysel sigan modellerinde ER stresini etkin sekilde azalttigi
bildirilmistir (98-100). TUDCA, kolestatik hastaliklar, primer biliyer kolanjit ve
non-alkolik steatohepatit gibi cesitli karaciger bozukluklarinin tedavisinde klinik
olarak kullanilan endojen, hidrofilik bir safra asidi tiirevidir. Ozellikle
hepatoprotektif etkileriyle 6n plana ¢ikan bu bilesik, farkli sistemik inflamatuar ve
hiicresel stres durumlarinda da koruyucu potansiyele sahiptir. ER stresini azaltici,
mitokondriyal fonksiyonu diizenleyici ve hiicre i¢i sinyal iletim yollar1 iizerindeki
modiilator etkileri sayesinde hepatosit apoptozunu dnleyerek karaciger hasarinin
ilerlemesini engelleyebilir. Ayrica, anti-inflamatuar ve antioksidan etkileri
araciligiyla oksidatif stresin azaltilmasina katki saglar ve bu yolla hepatositlerin
hayatta kalma kapasitesini artirir. Klinik ve deneysel ¢calismalarda, TUDCA'nin ER
stres yanit1 lizerindeki baskilayict etkisi, onun sistemik diizeyde de potansiyel
tedavi edici bir ajan olabilecegini gostermektedir (101). TUDCA, UDCA’nin
taurinle konjuge edilmis bir formudur ve farmakokinetik 6zellikleri ve metabolik
oOzellikleri kemirgenlerde kapsamli bir sekilde tanimlanmistir ayrica TUDCA’nin
hiicre koruyucu etkisi UDCA’ya kiyasla daha giiglidiir (102). Hem TUDCA hem
de UDCA plazmada serbest ve konjuge formlarda dolagmakta olup, viicudun ¢esitli
stvi bolmelerine yayilabilmektedir. TUDCA, oral veya parenteral yoldan
alindiginda safra asidi havuzuna katilarak enterohepatik dolasima girer ve
karacigerden safraya aktif sekresyon yoluyla atilir. Ozellikle karaciger hiicreleri
tarafindan alinmasi ve safra yoluyla atilimi, onun hedef doku olan karacigerde
yiiksek lokal konsantrasyonlara ulagsmasini saglar. TUDCA’nin yar1 6mrii tiirler
arasinda degiskenlik gostermekle birlikte, kemirgen modellerinde kisa siireli
sistemik dolagim sonras1 karaciger ve safra kesesi dokularinda birikim gosterdigi
bildirilmistir. Ayrica, suda yiiksek ¢oziiniirliige sahip olmasi ve hidrofilik yapisi
sayesinde lipofilik safra asitlerinin toksik etkilerini notralize edici 0zellik

sergileyerek, hiicre koruyucu etkisini artirir (103). Onceki calismalar i.p. uygulanan
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TUDCA'nin kan-retina bariyerini gegebilecegini gostermistir. Retina dekolmani
gibi RPE’nin ve kan-retina bariyerinin bozulmus oldugu bir sigan modelinde,
TUDCA'in sistemik uygulamadan sonra goz i¢i dokulara ulastig1 gosterilmistir.
Bu nedenle, TUDCA'nin sistemik yoldan uygulanmasinin retina gibi ulagsmasi zorlu
hedef dokularda terapdtik konsantrasyonlara ulagabilmesi agisindan uygulanabilir
ve etkili bir yaklagim sundugu diistiniilmektedir (104). Greenwood ve ark.’nin
deneysel otoimmdiin (Oveit modeli ftizerine yaptiklar1 ¢alismada, kan-retina
bariyerinin belirgin sekilde bozuldugu ve bu bariyer hasarmin inflamatuar
hiicrelerin retina dokusuna infiltrasyonuna olanak sagladigi gosterilmistir kan-
retina bariyerinin bu sekilde gegirgenligini yitirmesi, sadece immin hucrelerin
degil, sistemik dolasimda bulunan diger molekiillerin de retina
mikrosirkiilasyonunu gegerek dokulara ulasabilmesine zemin hazirlamaktadir. Bu
baglamda, hidrofilik bir safra asidi olan TUDCA’nin da sistemik yoldan
uygulandiginda, bozulmus kan-retina bariyeri araciligiyla retina dokusuna
gecebilecegi ve burada potansiyel terapotik etkiler gosterebilecegi diisiiniilmektedir
ayrica TUDCA’nin i.v. enjeksiyon veya topikal damla formunda uygulanmasina
yonelik gelecekte yapilacak calismalar i¢in de yol gosterici olabilecegi
diistinilmektedir (105). Calismamizda i.p. TUDCA uygulamamiz farmakolojik
acidan gerekcelendirilmis olup, retinal patolojilerde ER stresini azaltmay:

hedefleyen yerlesik protokollerle uyum gostermektedir.

Calismamiz, TUDCA'nin sicanlarda EIU’in klinik ve histopatolojik
bulgularint anlaml 6lgiide hafiflettigini ortaya koymustur (Sekil 1). Konjonktival
hiperemi, siliyer hiperemi, miyozis, 6n kamara bulanikligi ve fibroz eksiida gibi
inflamatuar bulgularda gozlenen azalma ile retina kalinhigindaki azalma,
TUDCA'nin belirgin anti-inflamatuar etkilerini desteklemektedir. Elde edilen bu
sonuclar, TUDCA'nin okiiler inflamasyon modellerinde etkinligini gosteren onceki
caligmalarla uyumluluk sergilemektedir (106,107). Molekiler diizeyde,
TUDCA'n anti-inflamatuar etkileri, ER stres yollaklarini diizenleme yetenegine
baglanabilir (108). ER stresinin, iiveit patogenezinde &nemli bir rol oynadig
hipotezi glinimuzde giderek daha fazla kabul gérmektedir. Hiicre i¢ci homeostazin
bozuldugu durumlarda ER'de yanlis katlanmis veya birikmis proteinlerin artisiyla

birlikte aktive olan KPY mekanizmasi, inflamatuar yanitlarin tetiklenmesinde ve
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surdirilmesine neden olur. Ozellikle makrofajlar, mikroglialar ve RPE
hlcrelerinde ER stresinin, proinflamatuar sitokin salinimini artirarak retinal
inflamasyonu siddetlendirdigi gosterilmistir. Kronik veya kontrolsiiz ER stresinin
devamui ise, doku hasari, apoptoz ve immiin cevaba bagli hasarin strdirtilmesiyle
sonuclanabilir. Bu nedenle ER stres yaniti, iiveit gibi inflamatuar g6z hastaliklarin
hem patofizyolojisinde hem de potansiyel tedavi hedeflerinin belirlenmesinde
onemli bir molekiiler mekanizma olarak degerlendirilmektedir (109,110). Bu
bilgiler dogrultusunda, TUDCA'min ER stresini azaltma kapasitesi, terapotik

etkilerinin temel mekanizmalarindan biri olabilecegi diisiiniilmektedir.

Oksidatif stres ve inflamasyona kars1 RPE hiicre yanitlarint modellemek
amactyla yaygin olarak kullanilan ARPE-19 hucre kiltirid, TUDCA'nin etkilerine
yonelik mekanizmalarin anlasilmasina 6nemli katkilar saglamistir. Daha onceki
calismalarla uyumlu sekilde, diisiik doz LPS’nin (5-10 pg/ml) belirgin diizeyde
sitotoksisite olusturdugunu gozlemledik (111,112). Buna karsin, daha yiiksek LPS
konsantrasyonlarinda benzer sitotoksik etkinin gézlenmemesi, muhtemelen TLR4
gibi Orilintii tanima reseptOrlerinin yliksek dozlara karst duyarsizlasmasi
(desensitizasyon) veya farkli sinyal yollarinin aktive olmasiyla iligskilendirilebilir
(113). TUDCA, LPS'ye maruz birakilan hiicrelerde hiicre canliligini anlamli
diizeyde artirarak koruyucu etkisini ortaya koymustur (Sekil 4.2). Bu bulgu,
morfolojik degerlendirmelerle de desteklenmis; TUDCA uygulamasi, LPS kaynakli

hiicre hasar1 ve stresine bagli morfolojik degisimleri belirgin sekilde azaltmistir

(114).

Calismamizin immiin boyama analizleri, LPS uygulamasinin ¢esitli retinal
tabakalarda ER stres belirteci GRP78 ile birlikte, kaspaz-3 ve kaspaz-12 gibi
apoptozla iligkili proteinlerin ekspresyon diizeylerini anlamli 6l¢iide artirdigini
ortaya koymustur. Ozellikle kaspaz-12, ER stresine bagl olarak gelisen apoptoz
stirecinde kritik bir rol oynamaktadir. ER membranina lokalize olmus bir sistein
proteazdir, klasik mitokondriyal apoptoz yolaklarindan bagimsiz olarak aktive
edilmektedir ve ER kaynakli hiicresel hasarlara yanit olarak apoptozu
bagslatabilmektedir. Kaspaz-12°nin aktivasyonu, Ozellikle yanlis katlanmig

proteinlerin birikimi, kalsiyum dengesizligi ve oksidatif stres gibi ER i¢i
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homeostazin bozuldugu durumlarda tetiklenmektedir. Bu proteaz, ER stresine 6zgu
bir sensor gorevi gorerek CHOP, GRP78 ve diger ER stres belirtecleriyle birlikte
KPY siirecinin basarisiz olmasi durumunda hiicre 6liimiinii programlayan bir
mekanizmanin pargasi olarak devreye girmektedir. Dolayisiyla, kaspaz-12, ER
stresine bagli patolojik durumlarin tanimlanmasinda ve bu siirecin modiilasyonuna
yonelik terapotik yaklagimlarin gelistirilmesinde 6nemli bir biyobelirte¢ ve hedef
molekiil olarak degerlendirilmektedir. Diger kaspazlarin g¢ogunlukla intrinsik
(mitokondriyal yol) ya da ekstrinsik (6liim reseptorii aracili yol) apoptoz yollar1
tizerinden aktive edilmesine karsin, kaspaz-12 6zgilin olarak ER stresine bagl
faktorlerle uyarilmaktadir (115). Kaspaz-12 ¢esitli mekanizmalar ile aktif hale
geldikten sonra, mitokondriyal apoptoz yoluna ihtiya¢ duymaksizin dogrudan
kaspaz-9’u, ardindan ise kaspaz-3’i etkinlestirerek, ER kaynakli hiicresel stres
durumlarinda 6zgiin bir apoptoz mekanizmasini baglatabilir (116). TUDCA
tedavisi, bu molekiiler belirteclerin ifade diizeylerinde anlamli bir azalma saglamas;
bu bulgu, TUDCA’nin retinal dokuda ER stresini ve buna bagli apoptozu azaltici
potansiyeline igaret etmektedir (117,118). Bu bulgular, TUDCA’nin retinal
hicrelerde ER stresine karsi gelisen yanitlari diizenleyebildigini gosteren 6nceki
aragtirmalarla uyumlu niteliktedir (Sekil 4.3). TUDCA, ER fonksiyonunu
dengeleyerek ve ER stresi kaynakli apoptotik yolaklarin aktivasyonunu
baskilayarak, LPS ile indiiklenen hiicresel hasara kars1 retinal hiicreleri koruyabilir.
Bu koruyucu etki, 6zellikle ER stresinin retinal dejenerasyon ve gérme kaybinda
onemli bir rol oynadig1 iiveit patofizyolojisi baglaminda biiylik klinik 6nem

tasimaktadir.

Calismamizin in vivo bulgulartyla uyumlu olarak, ARPE-19 hucrelerinde
gerceklestirilen immiinofloresan analizler, TUDCA’nin LPS ile uyarilan GRP7S,
kaspaz-3 ve kaspaz-12 ekspresyon artisini anlaml sekilde azalttigin1 géstermistir
(Sekil 4). Bu veriler, TUDCA’nin RPE hiicrelerinde ER stresini ve buna bagh
apoptoz sinyallesmesini hafifletici etkisini desteklemektedir (114). TUDCA’nin ER
stres belirteclerini baskilayici etkisinin, KPY mekanizmasiin diizenlenmesiyle
iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu etki 6zellikle, ER stresi kaynakli apoptoz
stirecinde merkezi rol oynadigi bilinen PERK-elF20-ATF4 sinyal yolunun
inhibisyonu aracilifiyla gergeklestigi diisiiniilmektedir (119). Bu sinyal yolunun
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baskilanmastyla birlikte, TUDCA'nin apoptoz siirecinde yer alan asagi akim
efektorlerin aktivasyonunu engelleyebilecegi; boylece hiicresel fonksiyonlarin

korunmasini ve hiicre canliliginin siirdiiriilmesini saglayabilecegi dngoriilmektedir.

TUNEL analizi ve kaspaz-3 aktivite diizeylerinin 6l¢iimii, TUDCA ’nin hem
retinal dokuda hem de ARPE-19 hiicrelerinde LPS ile indiiklenen apoptozu anlaml
diizeyde baskiladigimi ortaya koymustur (Sekil 4.5). TUNEL-pozitif hiicre
sayisindaki azalma ve kaspaz-3 aktivitesindeki diisiis, TUDCA nin EIU modeli
baglaminda gosterdigi anti-apoptotik etkileri gicli bicimde desteklemektedir. Bu
bulgular, TUDCA’ nin kaspaz aktivasyonunu baskilayarak apoptozu engelledigini
vurgulayan onceki calismalarla da ortiismektedir (85,100,120). TUDCA’nin bu
apoptotik sinyal yollarini diizenleyici etkisi, inflamatuar g6z hastaliklarinda retinal

hiicre 6liimiinii engelleyerek gorsel fonksiyonun korunmasina katki saglayabilir.

Bununla birlikte, bu ¢alismanin bazi sinirliliklart da dikkate alinmalidir. En
onemlilerinden biri, yalnizca tek bir TUDCA dozu kullanilarak degerlendirme
yapilmis olmasidir. Farkli doz diizeylerinin test edilmemesi, TUDCA’nin etki
mekanizmasinin doz-bagimli olup olmadigin1 ortaya koyma agisindan bir eksiklik
teskil etmektedir. Ayrica, analizlerin yalnizca tek bir zaman noktasinda, yani 24.
saatte yapilmis olmasi, tedaviye verilen yanitin zaman igerisindeki degisimini
izlemeyi miimkiin kilmamistir. Bu durum, TUDCA ’nin hiicresel stres ve apoptoz
tizerindeki etkilerinin baslangig, pik ve c¢oziilme evrelerini degerlendirmeyi
kisitlamig; dolayisiyla sonuglarin genellenebilirligini ve zaman dinamikleriyle
iliskisini siirlamistir. Gelecek c¢alismalarda farklt doz ve zaman noktalarinin
sistematik olarak karsilagtirilmasi, TUDCA’nin etkilerini daha kapsamli ve
giivenilir sekilde ortaya koymak agisindan 6nem arz etmektedir. Ayrica, pratik
kullanim kolaylig1 ve yayginligina ragmen c¢alismada tercih edilen ARPE-19 hiicre
kiltiirii, baz1 6nemli sinirlamalar1 da beraberinde getirmektedir. Bu hiicre kiiltiirt,
uzun siireli kiltiir kosullarinda fenotipik stabilite gostermesi ve deneysel
manipiilasyonlara uygunlugu nedeniyle sik¢a kullanilmakla birlikte, primer insan
RPE hcrelerinin in vivo fizyolojik, morfolojik ve fonksiyonel Ozelliklerini tam
olarak yansitmayabilir. Dolayisiyla, elde edilen veriler RPE hiicrelerinin dogal

biyolojik yanitlarini sinirli 6l¢lide temsil edebilir ve bu durum sonuglarin klinik
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olarak genellenebilirligini kisitlayabilir. Gelecek ¢aligmalarda, primer insan RPE
hicrelerinin veya in vivo modellerin kullanilmasi, TUDCA ’nin retinada gosterdigi
etkilerin daha dogru bicimde degerlendirilmesine katki saglayacaktir.
Calismamizin hem in vivo hem de in vitro kosullarda degerlendirme icermesi, bu
iki modelin sinirliliklarint dengeleme ve elde edilen bulgularin gegerliligini artirma
acisindan dnemli bir avantaj saglamaktadir. Bu yoniiyle, calismamizin metodolojik
acidan gii¢lii yanlarindan birini olusturmaktadir. TUDCA 'nin hiicresel diizeyde ER
stres ve apoptoz belirtecleri analiz edilmis olsa da nedensellik dogrudan ortaya
konulamamis ve olasi alternatif sinyal yolaklariin katkisini degerelendirmek tam
olarak miimkiin olmamistir. Sistemik olarak uygulanan TUDCA’nin retinal
koruyucu etkisinin, dogrudan retina dokusunda lokal bir yanit m1 olusturdugu yoksa
sistemik diizeydeki diizenleyici mekanizmalar araciligiyla m1 gerceklestigi tam
olarak agikliga kavusmamistir. Bununla birlikte, 6zellikle ER stresine verilen
yanitlarin tiirler arasinda farklilik gostermesi, elde edilen bulgularin klinik
uygulamalara aktarilabilirligini sinirlayabilecek bir diger 6nemli faktor olarak
degerlendirilmelidir. LPS ile indiklenen modelin akut inflamatuar yaniti
yansitmasi nedeniyle, kronik ya da otoimmin (veit formlarin1 tam olarak temsil
etmedigi dikkate alinmalidir. Son olarak, bu ¢alismada gorsel islevin dogrudan
degerlendirilmemis olmasi, TUDCA’nin fonksiyonel diizeydeki etkilerini
belirleme acisindan  &nemli  bir  sinirhlik  olusturmaktadir.  Ornegin,
elektroretinografi, gorsel uyarilmig potansiyeller gibi elektrofizyolojik testlerle
desteklenecek veriler, elde edilen molekiiler ve histolojik bulgularin gorsel
fonksiyonla iliskilendirilmesini saglayarak c¢alismanin klinik anlamda degerini
artiracaktir. Bu sinirliliklarin gelecekteki aragtirma tasarimlarinda dikkate alinmasi,
TUDCA’nin inflamatuar goz hastaliklarindaki terapétik roliinli daha kapsamli ve

derinlemesine anlamamiza katki sunacaktir.
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6. SONUC

Bu ¢alisma, TUDCA’nin hem in vivo (EIU modeli) hem de in vitro (ARPE-
19 hiicre Kkiiltiiri) sistemlerde inflamatuar g6z hastaliklarina karsi etkilerini
eszamanli olarak degerlendiren ilk arastirmadan biri olma O6zelligi tasimaktadir.
TUDCA’nin, inflamasyona iliskin mekanizmalar1 sistemik ve hiicresel diizeyde
bituncul bir yaklagimla ele almasi, c¢alismayi literatiirde G6zgiin bir konuma

yerlestirmekte ve mevcut bilimsel bilgiye anlamli katkilar sunmaktadir.

Elde edilen veriler, TUDCA nin deneysel iiveit modelinde ve retinal hiicre
kalturunde belirgin anti-inflamatuar ve sitoprotektif etkilere sahip oldugunu ortaya
koymustur. Ayrica, TUDCA uygulamasinin sadece okdiler inflamatuar yanit1 degil,
ayn1 zamanda ER stresi ve apoptoza bagli hiicre limiinii de anlamli diizeyde
baskiladigi gosterilmistir. Bu bulgular, TUDCA’nin farkli hastalik modellerinde
tanimlanan koruyucu etkileriyle uyumlu olup, okiiler inflamatuar hastaliklarda

potansiyel bir terapotik ajan olarak degerlendirilebilecegini diistindiirmektedir.

TUDCA’nin goz i¢i inflamasyon, hiicresel stres yanitlar1 ve hicre 6lim
mekanizmalar1 tizerindeki duzenleyici etkileri, Uveit gibi inflamatuar g6z
hastaliklarinda yeni tedavi stratejileri gelistirilmesi agisindan umut verici
gorinmektedir. Bununla birlikte, bu 6nciil bulgularin giiglendirilmesi igin farkli
dozlamalari, uzun siireli uygulamalar1 ve gorsel islev testlerini iceren ileri diizey
preklinik ve translasyonel ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica, primer insan
retinal htcreleri tizerinde yapilacak destekleyici ¢alismalar, TUDCA’nin klinik

uygulanabilirligine iligskin daha net kanitlar saglayabilir.

Sonu¢ olarak bu calisma, TUDCA’nin inflamatuar g6z hastaliklarinda
yalnizca patofizyolojik mekanizmalar diizeyinde degil, ayn1 zamanda potansiyel bir
tedavi hedefi olarak da degerlendirilebilecek ¢ok yonlii etkilerini ortaya koymustur.
Bununla birlikte, elde edilen veriler gelecekte yiiriitiilecek arastirmalara 151k tutacak

saglam bir bilimsel zemin olusturmaktadir.
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Sekil 6. TUDCA nin ER stresi ve apoptoz lizerindeki etkilerini gésteren in vivo ve

in vitro modellerin temsili semasi.
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7.OZET

Giris: Endotoksinle indiiklenen iiveit (EIU), akut okiiler inflamasyonu
modellemek i¢in yaygin olarak kullanilan ve insan iiveitinin bazi 6zelliklerini yansitan
guvenilir bir deneysel modeldir. Anti-inflamatuar ve hticre koruyucu 6zelliklere sahip bir
safra asidi olan Tauroursodeoksikolik Asit (TUDCA), endoplazmik retikulum (ER) stresi
ve apoptoz mekanizmalarimi hedefleyerek inflamatuar hasar1 azaltabilir. Bu c¢alisma,
TUDCA’nm in vivo ve in vitro EIU modellerindeki koruyucu etkilerini arastirmayi
amaclamaktadir.

Gereg ve Yontem: Erkek Wistar siganlarinda, lipopolisakkarit (LPS) enjeksiyonu
ile EIU modeli olusturulmus; bazi gruplara intraperitoneal TUDCA uygulamasi
yapilmustir. Retinal pigment epitel (RPE) hiicre modeli olarak ARPE-19 hicre kilttrd
kullanilmigtir. Okiiler inflamasyon klinik ve histolojik yontemlerle degerlendirilmistir.
Immunohistokimya ve immiinofloresan boyamalar ile Glukoz Diizenleyici Protein 78
(GRP78), kaspaz-3, kaspaz-12 ve apoptoz belirtegleri analiz edilmistir. Ayrica, kaspaz-3
aktivite Olglimleri ve TUNEL analizleri apoptoz diizeylerini degerlendirmek igin
uygulanmustir.

Bulgular: TUDCA uygulamast, siganlarda LPS ile indiiklenen inflamasyonu ve
retinal kalinlagmay1 anlamli derecede azaltmistir. ARPE-19 hicrelerinde, TUDCA
uygulamast LPS’ye bagli hiicre canlilign kaybini onlemis ve morfolojik hasari
hafifletmistir. Her iki modelde de TUDCA tedavisi sonrast GRP78, kaspaz-3 ve kaspaz-12
ekspresyon diizeylerinde azalma goézlenmistir. TUNEL ve kaspaz-3 aktivite testleri,
TUDCA'nin retina dokusunda ve hiicre kiiltiiriinde apoptozu azalttigin1 dogrulamustir.

Tartisma: Bu bulgular, TUDCA'nin inflamasyonda aktive olan ER stresi ve
apoptoz yollarini etkin bir sekilde baskiladigim gostermektedir. Hem anti-inflamatuar hem
de sitoprotektif etkileri, TUDCA'nin okiiler inflamatuar hastaliklarda potansiyel bir tedavi
aday1 olarak degerlendirilebilecegini desteklemektedir.

Sonug: TUDCA, EiU modelinde klinik, histopatolojik ve molekiiler diizeylerdeki

inflamatuar yanitt anlaml 6l¢tide baskilamaktadir.

Anahtar Kelimeler:  Apoptoz, Endoplazmik Retikulum (ER) Stresi,
Endotoksinle indiiklenen Uveit (EiU), Inflamasyon,
Tauroursodeoksikolik asit (TUDCA).
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8. ABSTRACT

Purpose: Endotoxin-induced uveitis (EIU) is a widely recognised experimental
model of acute ocular inflammation, that mimics certain features of human uveitis.
Tauroursodeoxycholic acid (TUDCA), a bile acid known for its anti-inflammatory and
cytoprotective properties, may alleviate retinal damage by modulating endoplasmic
reticulum (ER) stress and apoptosis pathways. This study aims to investigate the
protective effect of TUDCA both in vivo and in vitro in EIU models.

Materials and Methods: EIU was induced in male Wistar rats by intravitreal
injection of lipopolysaccharide (LPS), with a subset of animals previously treated
intraperitoneally with TUDCA. ARPE-19 cells were used to model the stress of the
retinal pigment epithelium in vitro. Clinical and histopathological examinations
evaluated the ocular inflammation. Immunohistochemistry and immunofluorescence
staining were used to detect the ER stress marker glucose-regulated protein 78
(GRP78), caspase-3, caspase-12, and apoptosis. Caspase-3 activity assays and TUNEL
staining were used to further quantify the apoptotic response.

Results: Pretreatment with TUDCA significantly reduced LPS-induced ocular
inflammation and retinal thickening in rats. In ARPE-19 cells, TUDCA restored the
viability of cells impaired by LPS exposure and ameliorated morphological damage.
Both in vivo and in vitro models showed decreased expression of GRP78, caspase-3,
and caspase-12 after TUDCA administration. TUNEL and caspase-3 assays confirmed
the reduced apoptosis after treatment.

Discussion: These results show that TUDCA effectively suppresses ER stress
and apoptotic signalling pathways activated during inflammation. Its combined anti-
inflammatory and cytoprotective effects argue in favour of considering TUDCA as a
potential therapeutic candidate in ocular inflammatory diseases.

Conclusions: In the EIU model, TUDCA significantly suppresses the

inflammatory response at clinical, histopathological, and molecular levels.

Keywords: Apoptosis, Endoplasmic Reticulum (ER) Stress, Endotoxin-
Induced Uveitis (EIU), Inflammation, Tauroursodeoxycholic
Acid (TUDCA)
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