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Oz

Amag: Corek otundan elde edilen ucucu yagin biyolojik olarak aktif ana bileseni olan Timokinonun (TQ) etkisini deneysel kuru goz
modelinde karsilagtirmali olarak degerlendirmeketir.

Gerec¢ ve Yontem: Bu calismada 10 haftalik 36 BALB/c fare kullanildi. Fareler herbiri 6 fare iceren, 6 gruba ayrildi: Negatif ve
pozitif kontrol grubu digindaki 4 gruba dengeli tuz soliisyonu, florometalon (FLML), TQ veya tastyict (Tween80) uygulandi. Bir haftalik
tedavi sonrasi, olas: etkiler incelendi. Sakrifiye edilen farelerin gozleri histopatolojik olarak incelendi. Konjonktival dokudaki interlokin
(IL)-1a, tiimér nekrozis faktorii-a, interferon-y, IL-2, IL-6, IL-10 ve laktoferrin seviyeleri Multiplex Immunobead Assey ile 8l¢iildii.
Enflamatuvar hiicrelerin varlig: hematoksilen-eozin ve periodik asid-Schiff ile boyanan preparatlarda aragtirildi. CXT reseptorii iceren
enflamatuvar T hiicreleri akim sitometrisi ile belirlendi.

Bulgular: FLML ve TQ gruplarinda enflamatuvar hiicre yogunlugunun daha az, goblet hiicrelerinin daha ¢ok oldugu gériildii. IL-1a
ve IL-2 seviyeleri TQ grubunda yiiksek bulundu.

Sonuc: TQ grubunda patolojik olarak azalmig enflamasyon cevabi oldugu goriildii. Ancak bu durum sitokin diizeyinde dogrulanmads.
Anahtar Kelimeler: Corek otu yags, kuru goz, timokinon

Abstract

Objectives: To comparatively evaluate the effects of thymoquinone (TQ), the biologically active main component of volatile oil derived
from Nigella sativa seeds, in an experimental dry eye model.

Materials and Methods: A total of 36 BALB/c mice 10 weeks of age were used in the study. The mice were divided into 6 groups of
6 mice. Two groups were negative and positive controls, and the other 4 groups were treated with balanced salt solution, fluorometholone
(FML), TQ, or vehicle (Tween80). After 1 week of treatment, the mice were killed and the eyes removed for histopathologic examination
and cytokine analysis. Interleukin (IL)-1o tumor necrosis factor-, interferon-y, IL-2, IL-6, IL-10, and lactoferrin levels in the
conjunctival tissue were measured by multiplex immunobead assay. The presence of inflammatory cells in ocular tissue samples were
investigated by hematoxylin-eosin and periodic acid-Schiff staining. Inflammatory T cells containing CXT receptor in the conjunctiva
were determined by flow cytometry.

Results: FLML and TQ groups had less inflammatory cell density and more goblet cells compared to the other groups. High levels of
IL-1a and IL-2 were found in the TQ group.

Conclusion: TQ treatment was associated with reduced inflammation in pathological examination, but did not significant lower
cytokine levels.
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Giris

Kuru goz, gesitli nedenlerle milyonlarca insani etkileyen
kronik ve yaygin bir g6z hastalifidir.! Yas, hormon eksiklikleri,
ilaglar, cerrahi ve sistemik otoimmiin hastaliklari gibi cesitli
faktorler lakrimal fonksiyonel birimlerde hasara neden olur
ve kuru géz semptomlarina yol agabilen yiizey enflamasyonu
meydana gelir.?

Lakrimal bez ve konjonktiva epitelinde kronik immiin
aracili enflamatuvar siirecler, hasara yol acan disfonksiyona
neden olur ve kuru goz patogenezinde rol oynar. Lakrimal bez
ve konjonktiva epitelinde ve/veya hastanin gozyasinda 6zellikle
bagta interlokin 6 (IL-6) olmak {izere enflamatuvar sitokinlerin
diizeyinin arteigt bildirilmistir.>*>%7 Yiizey enflamasyonu,
fonksiyonel gozyast disfonksiyonu ve gozyast film tabakasi
bilesimi ve stabilitesindeki degisimlere bagli olarak ortaya ¢ikar
ve kuru goze neden olur. Gozyagt iiretimi ve sekresyonunun
azalmast kronik bir enflamasyon dongiisii yaratir.”

Su anda kuru g6z hastalig:r igin ideal bir tedavi
bulunmamaktadir. Temel tedavi segenekleri prezervan iceren
yapay gozyaglar1 ve gozyast takviyesidir, ancak bunlar palyatif
onlemlerdir. Kuru gozde kullanilan anti-enflamatuvar tedaviler,
kuru gozle iligkili mediyatorleri veya yolaklari hedef alir.®?
Siklosporin veya prezervan icermeyen topikal kortikosteroidlerin
kullanilmasi kuru goz semptomlarini hafifletebilir ve okiiler
yiizeyin normallesmesini saglayabilir.!®1H1213 141516 Ancak,
istenmeyen yan etkiler ve diisiik etkinlik nedeniyle mevcut
tedavi segenekleri sinirlidir. Immiinosiipresif ajanlarin olast yan
etkileri tam olarak belirlenmemistir.

Timokinon (TQ), Orta Dogu iilkelerinde popiiler olan siyah
tohumdan (siyah kimyon, rezene ¢icegi ve cesitli bagka isimler
verilen Nigella sativa) elde edilen ugucu yagin biyolojik olarak
aktif ana bilesenidir. Serbest radikal olugumuna neden olan
gesitli maddelerin sebep oldugu oksidatif hasara karst giiclii

antioksidan 6zelliklere sahiptir. TQ'nun anti-enflamatuvar,'”'

1920 ve anti-neoplastik? etkileri 7z vivo ve in vitro

anti-oksidan,
olarak gosterilmigtir.”? TQ, COX-2 ile katalizlenen aragidonik
asit metabolizmasi ile PGE, olusumunu indometazinden daha
giiclii sekilde inhibe etmektedir.'®*

TQ’nun, anti-enflamatuvar etkisi ile kuru gz hastaliginin
patojenik mekanizmasini engelledigi one siiriilmiigtiir. Ayrica,
kuru goz hastalifi patogenezinde 6nemli bir rol oynayan
lakrimal fonksiyonel birim disfonksiyonunun neden oldugu
enflamasyonun bastirilmasinda  steroidler gibi kuru goz
tedavisinde kullanilan diger ilaglar ile karsilastirildiginda
teorik olarak daha diisiik yan etki profiline sahip olabilir.
Okiiler dokularda TQ’nun terapitik potansiyeli hakkinda bilgi
bulunmamaktadir.

Bu aragtirma TQ ve kuru g6z tedavisi tizerine oncii bir
caligmadir. Bu caligmada, dogal olarak yiiksek miktarda
TQ igeren ve kuru goz hastaliginda halk tarafindan kolayca
erisilebilen siyah tohum yaginin olasi terapttik etkinligini ve
yan etkilerini kargilagtirmali olarak aragtirmak amaclanmustir.
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Gerec¢ ve Yontem

Bu calisma icin Yerel Hayvan Etik Kurulu tarafindan
onay alindi. Arastirma projesi, Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik
Aragtirma Kurumu tarafindan desteklendi (Ttirkiye Bilimsel
ve Teknolojik Arastirma Kurumu [TUBITAKY; program kodu:
1002, proje numarasi: 2148539). Caligmada yaklagik 10 haftalik
toplam 36 erkek BALB/c fare kullanildi. Fareler rastgele olarak
6 esit gruba ayrildi. Bir grup normal kontrol grubu iken,
diger 5 grupta deneysel kuru gz (DKG) modeli olusturuldu.
Gruplarin DKG/tedavi kogullari su sekildedir: Grup 1 (negatif
kontrol grubu): DKG olusturulmad: + tedavi verilmedi; Grup
2 (pozitif kontrol grubu): DKG + tedavi verilmedi; Grup 3:
DKG + steril Dengeli Tuz Cozeltisi (BSS) (Alcon, Fort Worth,
TX, ABD); Grup 4: DKG + topikal %0,1 florometolon (FML)
(FML®, Allergan, Westport, Mayo, Irlanda); Grup 5: DKG +
TQ? Grup 6 (tastyict grubu): DKG + topikal %0,8 Tween80
(tastyict). DKG indiiksiyonunu takiben, 1 hafta boyunca giinde
iki kez yaklagik 2 pL goz damlasi damlatuldi. Bu tedavi
periyodundan sonra, Schirmer testi ve goz yast kirilma zamani
(TBUT) ile sirasiyla farelerin gozyagt salgi miktari ve stabilitesi
degerlendirildi. Daha sonra fareler sakrifiye edildi. Her hayvanin
bir gozii akig sitometrisi ve multipleks immunobead testler i¢in
ve diZer gozii ise histopatolojik degerlendirme igin kullanild.

Deneysel Kuru Goz Indiiksiyonu
DKG, 7 giin boyunca gozlere topikal olarak 90,2
benzalkonyum kloriir (BAK) damlatilarak indiiklendi.***

TQ’nun Hazirlanmasi

TQ tozu (274666-1G, 2-izopropil-5-metilbenzoquinon
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) %0,8 Tween80 icinde %0,4
dozda ¢oziildii ve farelerin gozlerine giinde iki kez topikal olarak
damlatildi.® Erdurmus ve ark.® %0,4’liik TQ'nun triamsinolon
asetonid kadar etkili oldugunu bildirmislerdir.

Gozyast Hacmi Olgiimii

Gozyagt ol¢imii, modifiye Schirmer I testi kullanilarak
yapildi. Alt goz kapaBi asaBi cekildi ve Whatman 41 filtre
kagidi (farelerin gozlerine uygun olmast icin yaklagik 1/4 oranda
kesildi) alt forniksin palpebral konjonktivasina yerlegtirildi (orta
ve temporal {icte birlik alanin birlegim yerine). Gozler acikken,
islanan mesafe (mm) 15 saniyelik araliklarla 6l¢iildii. Olgiim 3
kez tekrarlandi ve ortalama kaydedildi.

Gozyast Kirilma Zamani Olgiimii

TBUT, alt konjonktival fornikse 1 uL sodyum floresein
damlatildiktan sonra ilk g6z kirpma hareketini takiben korneada
ilk kuru noktanin olugmasina kadar gegen siire olarak 6l¢iildii.
Olgiimler ii¢ kez tekrarlandi ve ortalama degerler kaydedildi.

Doku Orneklerinin Toplanmasi

Fareler, ketamin (50 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) anestezisi
altnda sakrifiye edildi. Sag gozler cikarildi ve histopatolojik
inceleme i¢in %10 notr tamponlu formalin ile fikse edildi. Sol
gozler multipleks immiin boncuk analizi ve akig sitometrisi igin
¢ikartilds; homojenize edildi ve sitokin analizi i¢in kullanildilar.
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Histopatolojik Calismalar

Bulber konjonktiva, palpebral konjonktiva ve lakrimal bez
ornekleri, hematoksilen-eozin ve periyodik asit-Schiff boyama
kullanilarak histolojik olarak enflamatuvar hiicreler ve goblet
hiicreleri acisindan incelendi. Ornekler, iist ve alt konjonktival
bolgelerdeki enflamatuvar hiicrelerin varligi ve goblet hiicre
yogunlugu agisindan degerlendirildi.

Enzim Ilintili Immiinosorbent Test

Bulber ve palpebral konjonktival doku 6rnekleri 30 dakika
stireyle radyoimmiinopresipitasyon testi liziz tamponu (50
mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, %1 NP-40 ve %0,1
sodyum deoksikolik asit, 1 pg/mL aprotinin, 1 pg/mL lpeptin)
ile inkiibe edilerek parcalandi. Santrifiij isleminden sonra elde
edilen hiicre ekstreleri ve siipernatantlar olgiimlere kadar -80
°C'de saklandi. Orneklerdeki ilgili pro-enflamatuvar sitokin
diizeyleri, iireticinin Onerdigi protokole uygun olarak ticari
kitler (E-Bioscience, Platinium ELISA, Viyana, Avusturya)
kullanilarak ELISA ile degerlendirildi.

IL-1a, tiimor nekrozis faktorii alfa (TNF-a), IL-6, IL-2,
laktoferrin, IL-10 ve interferon gamma diizeyleri siipernatan
fraksiyon kullanilarak 6lciildii. Testin 3 adimli ¢aligma prensibi
asagidaki gibidir: Fareye kargi gelistirilmis bir sitokin antikoru,
mikro kuyucuklara kaplandi. Ornek i¢inde bulunan fare sitokini,
mikro kuyucuklari kaplayan antikorlara baglanir. Birinci antikor
(ilk inkiibasyon) ile yakalanan fare sitokinine baglanan, biotin
ile konjuge anti-fare sitokin antikoru eklendi. Inkiibasyonun
ardindan, baglanmamig biyotin ile konjuge anti-fare sitokin
antikoru yikama agamast ile uzaklagtirildi. Biyotin ile konjuge
anti-fare sitokin antikoruna (ikinci inkiibasyon) baglanacak
streptavidin  horseradish peroksidaz (HRP) eklendi. Bu
inkiibasyonun ardindan, baglanmamis streptavidin HRP yikama
ile uzaklagtirild: ve kuyucuklara (iiglincii inkiibasyon) HRP ile
reaksiyona giren substrat ¢ozeltisi eklendi. Orneklerde bulunan
fare sitokin miktar1 ile orantili sekilde renk olusumu meydana
gelir. Reaksiyon asit ilavesiyle sonlandirild: ve absorbans 450
nm’de ol¢iildii. Fare sitokin standartlarinin 7 diliisyonu ile
olusturulan standart egri kullanilarak 6rneklerdeki sitokin
konsantrasyonu 6l¢iildii.

Akis Sitometrisi

Bulbar ve palpebral konjonktivanin CXC reseptorii 3
ligandini iceren CD4+ enflamatuvar T hiicrelerinin miktari,
akig sitometrisi ile belirlendi. CD4, CD8, CD45, CD25, CD16,
CD56 ve CD3 bu hiicrelerde ticari akig sitometri kitler (FITC,
LS-C140363) kullanilarak degerlendirildi.

Istatistiksel Analiz
Veriler ANOVA ile analiz edildi. Post-hoc analizlerde Tukey
testi kullanildi.

Bulgular

Elde edilen veriler Tablo 1 ve 2’de ozetlenmistir. Her
gruptan elde edilen mikroskobik bulgularin 6rnekleri Sekil 1°de
yer almakrtadir.

Sekil 1. Histopatolojik bulgular (x100, H&E): A) Kontrol: Birkag enflamatuvar
hiicre ve 6dem, B) DKG Kontrol: Fokal hafif kronik enflamasyon, C) DKG+BSS:
Yogun kronik enflamasyon; D) DKG+FML: Fokal hafif kronik enflamasyon; E)
DKG+TQ: Fokal hafif enflamasyon; F) DKG+Tween80: Hafif ila orta enflamasyon
BSS: Dengeli tuz ¢ozeltisi, DKG: Deneysel kuru goz, FML: Florometalon, SD: Standart
deviasyon, TQ: Timokinonun

Gozyast Salgt Miktari

Tedavi 6ncesi ve sonrast ortalama gozyas: salgi miktart Tablo
1'de 6zetlemektedir. Tedavi dncesi ve sonrast Schirmer sonuglari
arasinda anlamli fark bulundu (p<0,001). Tekrarli 6lgiimler
ANOVA analizi sag gozde zaman etkisini dogrulad: (p=0,019),
ancak sol gozde zaman etkisi istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=0,084, f=3,190). Ek olarak, her iki gzde zaman ve tedaviler
arasindaki etkilesim anlamli bulundu (p<0,001). Tekrarls
olctimler testi, sag gozde zamanin etkisini ve tedaviler ile
etkilesimini dogruland: (sirastyla p=0,019 ve p<0,001), ancak
bu anazilerin sonuglari sol gézde anlamli bulunmad: (p=0,084,
f=3,190). Post hoc testler, farkliliklarin genellikle kontrol
grubuna bagli oldugunu gosterdi. Negatif kontrol grubunun
ortalama gozyast salgt miktari diger tim gruplardan anlaml
olarak daha yiiksekti.

Patoloji

Ust ve alt konjonktiva ve lakrimal bezden alinan doku
ornekleri hematoksilen ve eozin ve periyodik asit-Schiff ile
boyand: ve enflamatuvar hiicre yogunlugu ve goblet hiicre sayist
agisindan degerlendirildi. DKG kontrol grubunda enflamatuvar
hiicre sayist yiiksek ve goblet hiicresi sayist diisiiktii. Tedavi
gruplari arasinda, FML ve TQ gruplarinda, diger gruplara
kiyasla enflamatuvar hiicre yogunlugu daha diisiik ve goblet
hiicresi say1si daha yiiksekti. Ancak, aradaki fark anlamli degildi.

Pro-enflamatuvar Sitokinler

Konjonktival IL-1a, TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-6, IL-10 ve
laktoferrin seviyeleri Tablo 2'de 6zetlenmistir.

Verilerin istatistiksel analizi, tedavilerin IL-lat ve IL-2
diizeyleri iizerinde ©nemli bir etkisi oldugunu gostermistir
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(p<0,001). Ancak, tedavilerin IL-10 diizeyi tizerindeki etkisi
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,065, F=2,353).
Post-hoc analizler, farklarin genellikle DKG+Tween80 ve
DKG+TQ gruplarindan kaynaklandigini gosterdi. Ozellikle
DKG+TQ grubunda, IL-la diizeyleri diger gruplara gore
anlamli derecede yiiksekti. DKG+TQ grubunun ortalama
IL-1o diizeyi, negatif kontrol, DKG kontrol, DKG+BSS ve

Tablo 1. Tedavi 6ncesi ve sonrasi Schirmer I testi ile dlciilen
ortalama gozyasi salgis1 diizeyleri

Schirmer I testi sonuclar: (mm)
Gruplar Ortalama + SD (minimum - maksimum)

Tedavi 6ncesi Tedavisonrasi | P degeri
Sag goz
ﬁjﬁz‘t‘fl 6,0+1,0 (5,0-7,0)
DKG kontrol | 1,2+0,2 (1,0-1,5) 1,0£0,0 (1,0-1,0) 0,175
DKG + BSS 1,004 (1,0-2,0) 2,1:0,4 (1,5-2,5) 0,002
DKG + FML | 1,0<0,5 (0,5-2,0) 2,0=0,5 (1,5-3,0) 0,015
DKG + TQ 1,420,4 (1,0-2,0) 2,9:0,8 (2,0-4,0) 0,002
?;(CGC;SO 1,2:0,2 (1,0-1,5) 1,8+0,3 (1,5-2,0) 0,141
Sol g6z
llj;g:r“(fl 6,0£1,0(5,0-7,0)
DKG kontrol | 1,3:0,4 (1,0-2,0) 1,0+0,2 (0,5-1,0) 0,102
DKG + BSS 1,304 (1,0-2,0) 2,00,3 (1,5-2,5) 0,030
DKG +FML | 1,1x0,2 (1,0-1,5) 2,020,7 (1,0-3,0) 0,020
DKG + TQ 1,2:0,2 (1,0-1,5) 2,8+0,7 (2,0-4,0) 0,003
’[D‘:V(SC:ISO 11:02(1,0-15) | 19:06(1,0-25 | 0076
BSS: Dengeli tuz ¢ozeltisi, DKG: Deneysel kuru gz, FML: Florometalon, SD: Standart
deviasyon, TQ: Timokinon

DKG+FML gruplarina gore daha yiiksekti (sirasiyla p<0,001,
p<0,001, p=0,026 ve p=0,001). Benzer sekilde, DKG + Tween80
grubunun ortalama IL-1c diizeyi negatif kontrol, DKG kontrol
ve DKG+FML gruplarindan daha yiiksek bulundu (sirastyla
p<0,001, p=0,001 ve p=0,003). Bununla birlikte, DKG+BSS
grubu ile karsilagtirildiginda, DKG+Tween80 grubunun
ortalama IL-la diizeyindeki artig istatistiksel olarak anlamli
degildi (p=0,058, %95 CI: -742,4975-71973,7275).

IL-2 diizeylerindeki fark yine DKG +Tween80 ve DKG+TQ
grubundan kaynaklanmigtir. Tween80, kontrol grubu ve FML
grubuna kiyasla IL-2 seviyelerinde dnemli artisa neden oldu
(sirastyla p=0,005 ve p=0,046). Bununla birlikte, ortalama
IL-2 diizeyi agisindan BSS ve Tween80 gruplari arasinda fark
istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,055; %95 CI: -27,049-
3637,399). DKG+Tween80 ve kontrol gruplari arasinda
ortalama IL-2 diizeyi agisindan anlamli fark yoktu (p>0,05).
Bununla birlikte, IL-1o’'da goriilen benzer sekilde, TQ tedavisi,
negatif kontrol, DKG kontrol, DKG+BSS ve DKG+FML
gruplarina kiyasla ortalama IL-2 seviyelerinde dnemli bir artiga
neden oldu (sirasiyla p=0,001, p=0,044, p=0,008 ve p=0,006).

IL-6, INF-y ve laktoferrin seviyeleri de tedavi ile degisim
gosterdi ancak aradaki fark anlamli degildi (p>0,05). Kontrol
grubu ile kargilagtirildiginda, Tween80 IL-6 degerlerinde artisa
neden oldu, ancak bu etki istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=0,063, %95 CI: -31,626-1,793,493).

Her grupta yer alan hayvanlarin ¢ogu icin akis sitometri
degerleri “aralik digt” oldugu icin, veriler istatistiksel olarak
degerlendirilemedi.

Tartisma

Kuru goz hastaligi, toplumun biiyiik ¢ogunlugunu etkileyen
sik goriilen bir saglik sorunudur. Ileri yasta ve Sjogren sendromu
da dahil olmak iizere otoimmiin hastaliklarda goriiliir. Ayrica
keratoplasti ve kemoterapiden sonra da goriilebilir. Gegici
ve palyatif yaklagimlarin 6tesinde hastalig: iyilestirici tedavi
seceneZi bulunmamaktadir. Bu nedenle kalict ve siirekli bir
tedavi secenegi aragtirilmaya devam etmektedir. Deneysel kuru
g6z modelinde TQ'nin olas: terapétik etkilerini aragtirdik.

Gozyast filmi hacmini degerlendirmek i¢in floresan boyama,
rose Bengal boyama, fenol kirmizist iplik testi, Schirmer testi,

Tablo 2. Pro-enflamatuvar sitokinlerin ortalama diizeyleri

Ortalama pro-enflamatuvar sitokin diizeyleri (ortalama + SD)
o D10 (pg/ml) |IL2(pg/ml)  |IL6(pg/mL)  |IL10(pg/ml) | IFN-y (pg/mL) (uﬁgongm
Negatif kontrol 2903+21 1825+420 710+284 519+340 4418+868 307+35
DKG kontrol 6295+3902 2825+1040 1311913 578445 4235+1975 4794223
DKG + BSS 27846+3229 2401+542 987327 520+543 3567+932 408+122
DKG + FML 13568+1887 2353+459 1204+463 1706+1272 3797+727 367+43
DKG + TQ 67470+1843 4689+1301 1279+263 1104+902 4147+909 378+31
DKG + Tween80 63461+34348 4206+1754 1591+561 1407+986 4491+1637 432+125
BSS: Dengeli tuz ozeltisi, DKG: Deneysel kuru goz, FML: Florometalon, SD: Standart deviasyon, TQ: Timokinonun, IL: incerlskin
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gozyast meniskiis yliksekligi ve TBUT gibi alternatif 6l¢tiim
teknikleri bulunmaktadir.?® Klinik olarak, kuru gozii olan ve
olmayan bireyleri giivenilir bir gekilde ayirt etmek icin tek bir
test yeterli degildir. Akoz gozyagt salgt miktarini dlgmek igin
klinik uygulamada en yaygin kullanilan test Schirmer testidir.
Klinik caligmalarin yan: sira, insanlar ve hayvanlar ile yapilan
deneysel calismalarda da kullanilmaktadir.

Erkek Wistar siganlar®
ile indiiklenen kuru goz modelinde topikal Buddleja officinalis
ekstresinin gozyast salgr miktarina etkilerini deZerlendiren
caligmalarda, tedavi verilmeyen kontrollere gore Schirmer
degerlerinde belirgin bir artig oldugu bildirilmistir. Ayrica, B,
officinalis ekstresinin damlatilmasi, lakrimal bezlerde TNF-a
ekspresyonunu azaltirken, TGF-1f ekspresyonunda belirgin bir
artisa neden olmustur. Bagka bir deyisle, B. officinalis ekstresi
ayrica anti-enflamatuvar etkilere sahiptir.”’

TQ'nuin enflamatuvar sitokinler ilizerindeki beklenmedik
sekilde diisiik etkisinin bir nedeni korneal biyoyararlanim
olabilir. Cesitli okiiler hastaliklarin tedavisinde en yaygin ve
kabul edilebilir yol topikal uygulamadir. Ancak, oftalmik ilag
uygulamasinda ana problem, lakrimal sekresyon, nazolakrimal
drenaj ve kotii korneal permeabilite gibi anatomik kisitlamalardan
kaynaklanan pre-okiiler alandan hizli ila¢ eliminasyonudur.
Sonug olarak, sadece kiiciik miktarda ilag (%1-%10) korneadan
g6z ici dokulara gecer.”® TQ'nun lipofilik bir madde oldugu
bilinmektedir. Hizli ve yeterli penetrasyon elde edebilmek
i¢in, ilacin molekiiler yapisinin optimal bir lipofilik/hidrofilik
dengeye sahip olmasi gerekir.”® TQ'nin kornea penetrasyonunu
arttirmak igin Tween80'i ¢oziicii olarak kullandik.

Yakin zamanda llipid nanopartikiiller, oftalmik uygulama
i¢in en popiiler ila¢ tagtyict sistemleri arasinda 6nemli diizeyde
ilgi gormiigtiir. Lipit nanopartikiillerinin birinci ve ikinci
jenerasyonu olarak kabul edilen sirasiyla kati lipit nanopartikiiller
(SLN) ve nanoyapilt lipit tastyicillar (NLC), ilaglarin yiizeyde
kalma siiresini uzatma, sistemik emilimi ve uygulama sikliini
azaltma ve ilaglarin biyoyararlanimini artirma  6zellikleri

ve Victory tavsanlarinda® kastrasyon

nedeniyle {imit verici tagtyicilar olarak ortaya ¢ikmuglardir.®®
Tween80 yerine SLN’ler veya NLC'ler, biyoyararlanimi arttirarak
TQ'nun etkinligini artirabilirler.

Bir ¢aligmada, sigan kornea neovaskiilarizasyonu modelinde
TQ' nun kortikosteroidlerle kargilagtirilabilir bir inhibitor etkiye
sahip oldugunu bildirilmigtir.® Bu inhibisyon doza bagimlidir
ve tam olarak bilinmese de antioksidan, anti-enflamatuvar
ve immiin diizenleyici faktorler yoluyla ortaya ¢ikeigr ileri
stirtilmiigtiir.

Bu caligmada, Tween80, kornea dokusundan gegisini
kolaylagtirmak icin toz formundaki TQ'yu ¢6zmek icin
kullanilmistir. TQ-Tween80 siispansiyonunu Erdurmug ve ark.®
tarafindan daha once tarif edilen gekilde hazirladik. Diger
kimyasal maddeler ile kontaminasyon, nem ve sicaklik gibi
kontaminasyon gibi farkli cevresel faktorler, TQ-Tween80
stispansiyonunun konsantrasyonunu ve saflifint degistirebilir.
TQ'nun anti-enflamatuvar etkilerinin beklenmedik sekilde
diisitk olmasinin nedeni ile stispansiyonun saf olmamas: olabilir.
Ayrica, bu durum okiiler yiizeyde irritasyona neden olmus olabilir

ve ayni zamanda enflamatuvar ve anti-enflamatuvar sitokin
diizeylerini degistirmis olabilir. Caligmamizda Erdurmug ve
ark.’nin® kornea neovaskiilarizasyonu tedavisinde kullandigi doz
olan %0,4 konsantrasyon kullanildi. Calismamizda kullanilan
bu doz KGH tedavisi igin ¢ok yiiksek olabilir ve olumsuz toksik
ve enflamatuvar etkilere neden olmus oabilir.

Kuru gozdeki patofizyolojik mekanizmalari modellemek
icin farkli hayvan modelleri gelistirilmistir.”
kendine ozgii ozellikleri ve sinirlamalari vardir, ancak higbiri
insan kuru goziiniin patojeneziyle tam olarak drtiigmemektedir.

Her birinin

BAK goz damlalarinda yaygin olarak kullanilan iyi bilinen
bir prezervandir ve uzun siiredir kuru géz sendromu igin
potansiyel bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir ¢iinkii ciddi
okiiler yiizey enflamasyonuna neden olmaktadir. Kuru gozde
enflamasyonun 6nemli rol oynadig: iyi bilindiginden, BAK ile
indiiklenen fare modeli, 6zellikle okiiler yiizey enflamasyonunda
anti-enflamatuvar ajanlarin terapotik etkilerini degerlendiren
caligmalar i¢in uygun goriinmektedir. Xiong ve ark.” tarafindan
tanimlanan %0,2 BAK ile indiiklenen kuru gz modelini
kullanmaysi tercih ettik.

Onizuka ve ark.’®, calismalarinda BAK ile indiiklenen
akut kornea epiteli toksisitesini modiile eden oftalmik katk1
maddelerini arastirmiglardir. Hiicre proliferasyon testi tavsan
kornea epitel hiicreleri kullanilarak yapilmigtir. Korneal hasar
taramal: elektron mikroskobu ile incelenmigtir. Test edilen
katki maddelerinden sadece Tween80, BAK ile indiiklenen
sitotoksisiteyi onlemistir. Tween80 ile %0,02 BAK'nin neden
oldugu kornea epiteli bariyer fonksiyon bozuklugu 6nemli 6l¢iide
azalmigtir. Calismamizda, sadece Tween80 ile tedavi edilen
grupta, TQ grubundan daha iyi sonuglar elde edilmigtir. Cok
yiiksek TQ konsantrasyonu veya cevre kaynakli kontaminasyon
TQ grubundaki beklenmedik sonuglara neden olmus olabilir.
Ancak, enflamatuvar sitokin diizeylerinin Onizuka ve ark.’nin*
sonuglarini destekler sekilde diisiik oldugunu bulduk.

Tween80’in yukarida belirtilen kornea epitel hiicreleri
tizerindeki olumlu etkisine ragmen, Tween80’in bazi anafilaktik
reaksiyonlari da neden olabilmektedir. flaca bagli anafilaktik
reaksiyonu 7z witro ve konvansiyonel hayvan modellerinde
arastirmak giictiir ancak, Yang ve ark.”', anafilaktik reaksiyonu
degerlendirmek icin mikroplaka tabanli kantitatif ir vive zebra
balig1 analizini gelistirmistir ve canli zebra baliginda mast hiicresi
triptazi aktivitesi kantitatif olarak ol¢miistiir. Tween80’nin
kendisinin degil ancak Tween80 orneklerini kontamine eden
okside yag asiti kalintilarinin anafilaktik reaksiyona neden
olabilecegi sonucuna varmglardir.

IL-6, enflamatuvar ve alerjik yolaklarin aracilarindandir.
Atopik keratokonjonktivit hastalarina havada ugan alerjenlerle
konjonktival provakasyon yapildiginda, provokasyondan 48 saat
sonra gozyast stvisinda IEN-y, IL-6 ve IL-10 diizeylerinin anlamli
sekilde vyiikseldigi bildirilmistir.’? Sonuglarimiz Tween80
grubunda IL-6 diizeylerinde diger gruplara kiyasla belirgin
bir artig oldugunu gosterdi. Ancak Tween80 kontrol grubu ile
kargilagtirildiZinda, IL-6 degerlerinde anlamli artiga goriilmedi

(p=0,063, %95 CI: -31,626-1,793,493).
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TQ’nun, iyi bilinen anti-enflamatuvar'”'® ve antioksidan
etkilerine dayanarak, lokal enflamasyon ve gozyagi salgisini
olumlu yonde etkilemesi beklenmistir. TQ'nun kuru goz ve
iligkili enflamatuvar siiregler tizerindeki etkileri biyokimyasal ve
histopatolojik yontemlerle degerlendirildi.

Verilerimize gore, gozyast salgt miktari g6z oniine alindiginda
yapay gozyast tedavilerinin kismi olumlu etkisi vardir. Patolojik
incelemede TQ tedavisi ile enflamasyonda azalma gozlendi,
ancak enflamasyon kaskadindaki degiskenler icin kontrollerle
kargilagtirildiginda, TQ grubunda sistemik enflamasyonu
isaret edebilen IL-low ve IL-2 diizeylerinin yiiksek oldugu

3 Bunun nedenlerinden biri maddenin okiiler

goriilmusgtiir.
ylizeyde kullanim igin uygun olmamas: olabilir. Dikkatlice
incelendiginde, benzer bulgularin Tween80 ile ortaya ¢iktigi
goriilebilir. Bu ¢aligmada kullanilan TQ veya Tween80, gdzde
kullanim icin yeterince saf olmayabilir; ¢ozeltideki pirojenler
enflamasyonu tetiklemis ve bu sebeplerle TQ'nun gozyast
sekresyonununda neden olacagi iyilesmeyi sinirlandirmig
olabilir. Diger bir neden, TQnun gerekenden daha diisiik bir
dozda uygulanmig olmast olabilir. Topikal TQ uygulamast,
patolojik olarak enflamasyonu azaltmaya yardimci olmusgtur,
ancak sistemik enflamasyonu azaltmak i¢in yeterli olmayabilir.
Bu caligma, bu iligkileri inceleyen daha ileri ¢aligmalar igin bir
temel olusturabilir.

Sonug

Bu caligmada kullanilan yontem, BALB/c farelerinde
efekeif olarak deneysel kuru g6z modeli olusturmustur. Patoloji
sonuglarimiz FML ve TQ ile tedavi edilen gruplarda enflamatuvar
hiicre yogunlugunun daha diisiikk oldugunu gostermis ve
TQ'nun gozde anti-enflamatuvar bir etki gosterebilecegini
diisiindiirmiigtiir. Bununla birlikte, TQ sitokin seviyelerinde
anlamli bir azalma ile iligkili bulunmamistir.
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