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1.GIRIS

Sepsis, gelisen tedavi yontemlerine karsin yiiksek mortalite ile seyreden bir
hastalik olma 6zelligini korumaktadir. Sepsis patofizyolojisi son yillarda yapilan
aragtirmalarla 6nemli oranda aydinlatilmis olmakla birlikte bu konuda
aciklanamayan pek ¢ok durum halen mevcuttur. Sepsis seyrinde enfeksiyona yanit
olarak, anti-inflamatuar mekanizmalar ile dengelenemediginde uzak doku veya
organ hasarina neden olan endojen inflamatuar mediyatorlerin salindigi
gosterilmistir. Sepsis, enfeksiyon durumunda kontrolsiiz ve abartili sistemik
inflamatuar yanita neden olan malign, intravaskiiler, otodestriiktif inflamasyon

stireci olarak tanimlanmaktadir. (1, 2)

Tiim mikroorganizmalar patojen ile iliskili molekiiler paternler (pathogen
associated molecular pattern) (PAMP) olarak adlandirilan 6zgiin, oldukc¢a
korunmus hiicre duvar1 molekiillerine veya niikleik asit dizilerine sahiptir. PAMP
basta antijen sunan hiicreler olmak {izere dogal immdiin sistem icerisinde yer alan
hiicrelerin yiizeyinde bulunan patern taniyici reseptorler (pattern recognition
receptors [PRR]) tarafindan taninir, bu reseptorlere baglanir ve mikrobiyal yapiy1
tantyan sistemi aktive ederek dogal immiin yanit1 baslatirlar. Sepsis ile iligkili en
onemli PRR ailesi Toll-like reseptorlerdir (TLR). Her bir TLR tipi farkli PAMP
tantyabilmekte ve gram negatif bakterilerin PAMP yapisint olusturan
lipopolisakkarit (LPS) ise TLR4 ile baglanmaktadir. TLR4 sinyal sistemi
aktivasyonu ile hiicre i¢inde gergeklesen ¢esitli reaksiyonlar sonucunda
sitoplazmada inaktif olarak bulunan Nikleer faktor kappa B (NFxB)

serbestlesmekte ve proinflamatuar mediyatorleri (sitokinler, kemokinler, adezyon
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molekiilleri, reaktif oksijen radikalleri ve reaktif nitrojen radikalleri gibi) {ireten
genleri stimiile etmektedir. NFkB aktivasyonu neticesinde salinan sitokinler,
kemokinler ve adezyon molekiilleri ile notrofil aktivasyonu ve migrasyonu
ger¢eklesmekte ve bunun sonucunda reaktif oksijen radikalleri ve litik enzimler
salgilanarak endotelde lizis ve membran biitiinliigiiniin bozulmasina yol agmakta
ve bu da endotelyal hiicre hasarina, mikrovaskiiler permeabilite artisina ve doku
icine notrofil infiltrasyonuna neden olmaktadir. (3) Malondialdehid (MDA) lipid
peroksidasyonu sonucu agiga ¢ikar ve inflamatuar yanit siirecinde iiretilen serbest
oksijen radikalleri ve arasidonik asit yolagi metabolitlerinin yikim {iirlinlidiir.

Dokudaki oksidatif stresin bir belirtecidir.

TLR’lerin dogal immiin yanitta ve sepsis patogenezindeki Oneminin
anlasilmasiyla birlikte inflamatuar siireclerin rol oynadigi pek c¢ok farkli hastalik
patogenezi ile TLR arasinda iliski bulunmus ve TLR fonksiyonlarinin
modulasyonu ile farkli tedavi alternatifleri gindeme gelmistir. Eritoran, E5564,
Rhodobacter sphaeroides endotoksininden elde edilen sentetik lipid A
analogudur. Eritoranin etki mekanizmasi tam net olmamakla birlikte Myeloid
diferansiasyon faktorii-2 (MD-2) molekiiliniin hidrofobik i¢ cebine baglanip
LPS’nin TLR4 molekiiliinii aktive etmesini 6nleyerek antagonistik etki sagladigi

diistiniilmektedir. (4,5)

Okiiler inflamatuar hastaliklarin patogenezinin aydinlatilmasi amaciyla TLR
ve g6z dokusu iliskisi ile ilgili de pek ¢ok ¢alisma yapilmistir. TLR4 molekiiliiniin

kornea epitel hiicreleri (6), korneal stromal fibroblastlar (7), silier cisim, iris



endotel hiicreleri (8), tiveal yerlesik antijen sunucu hiicreler (APC) (9) ve retina

pigment epitelinde (RPE) (10) de eksprese edildigi gosterilmistir.

Go6z dokusu vizyonu her durumda koruma amaciyla okiiler immiin korunak
olarak da adlandirilan ¢esitli mekanizmalar ile lokal immiin ve inflamatuar yanitt
sinirlandirir. Retinadaki immiin aracili inflamasyon da kan retina bariyeri (KRB)
olarak adlandirilan anatomik, fizyolojik ve immiin regulatuar komponentleri olan
bir sistem tarafindan diizenlenir. Retinay1 inflamatuar yanit sirasinda immiin
sistemden korumay1 ve doku hasarini 6nlemeyi amaglayan tiim bu mekanizmalara
ragmen {iveoretinit, diabetik retinopati ve yasa bagli makula dejenerasyonu gibi
hastaliklarin patogenezi sirasinda KRB biitlinliigti bozulmakta, retina i¢ine 16kosit

infiltrasyonu gerceklesmekte ve doku hasart olugsmaktadir.(11)

Endotoksin ile indiiklenen tiveit (EIU) modeli en 6nemli okiiler inflamasyon
modellerinden biridir. EIU modeli ilk tariflendigi yayinda on kamara, iris, silier
cismi tutan on iiveit modeli olarak tanimlanmis (12,13) olsa da sonradan yapilan
calismalarda retinal ve koroidal tutulum gosterilmistir. (14,15) EIU modelinin
retina ve retinal mikrovaskiiler sistemde en belirleyici 6zellikleri endotel hiicre
hasar1 ve endotel hasarina sekonder KRB biitiinltigiinde bozulma, damar duvarina
polimorfontiikleer 16kosit (PMNL) adezyonu, migrasyonu ve infiltrasyonu, doku
icine protein ve sivi kagisi ve retina hiicre hasaridir. (16) LPS tarafindan
indiiklenen TLR yolaginin son {irtini olan tiimoér nekroz faktorii alfa (TNF-a) ,
interlokin-1 (IL-1), IL-6, IL-4, adezyon molekiilleri ve kemokinler gibi
proinflamatuar mediyatorlerin salinmasi ile dokuda inflamatuar siire¢ baglatilir.

EIU modelinde 6zellikle TNF-a etkisiyle KRB’ nin bozuldugu ve bu bozulmanin
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PMNL adezyonu, endotelyal apoptoz ve mikrovaskiiler hasar ile korele oldugu

gosterilmistir. (17)

Bu ¢alismada;

1. Sistemik sepsis yoluyla olusturulan okiiler inflamasyon modelinde serum
ve retinokoroidal dokuda TNF-o, MDA ve NFkB diizeylerindeki ve

retinadaki histopatolojik degisikliklerin,

2. TLR4 antagonisti Eritoran ile bu biyokimyasal ve histopatolojik

degisikliklerin diizelme durumunun degerlendirilmesi amag¢lanmastir.



2. GENEL BILGILER

Sepsis enfeksiyoz bir ajan ile indiiklenen, ¢esitli biyokimyasal ve immiin
yanitlarin devreye girmesiyle tlim viicutta genel bir immiin yanit olusturan yiiksek

mortalite ve morbidite ile iligkili ciddi bir klinik durumdur. (1)

2.1 Dogal inflamatuar yanit ve sepsis patogenezi

Sepsis malign intravaskiiler inflamasyon siireci olarak tanimlanmaktadir.(2)

e Malign olmasinin nedeni kontrolsiiz, diizensiz ve kendi dokularina hasar

verici olmasidir.

e Intravaskiiler olmasinin nedeni kan yoluyla yayilip interstisyel aralikta

hiicre- hiicre etkilesiminde etki gostermesidir.

e Inflamatuar olarak adlandirilmasinin nedeni de septik yanitin konakg1

normal inflamatuar yanitinin abartilmis sekli olmasidir.

Doku hasar1 veya enfeksiyon durumunda es zamanli salinan proinflamatuar
ve anti-inflamatuar molekiiller arasindaki denge saglikli doku onarimi ve
iyilesmeye olanak verir. Inflamatuar siire¢teki bu denge kayboldugu zaman uzak
doku veya organ hasar1 olugmaktadir (18). Sistemik proinflamatuar reaksiyonun
en 6nemli sonuclar1 arasinda endotelyal hasar, mikrovaskiiler disfonksiyon, doku
oksijenizasyonunda bozulma ve organ hasar1 sayilabilmektedir. Asir1 anti-
inflamatuar yanit durumunda ise anerji ve immiinsupresyon olusabilmektedir.
Aynm1 zamanda bu asir1 proinflamatuar ve anti-inflamatuar yanitlar birbirine

karigarak destriiktif immiinolojik uyumsuzluga sebebiyet vermektedir. (19)



Sepsis, dokunun enfeksiyona olan normal patofizyolojik yanitinin uzamasi,
abartili hale gelmesi ve diger normal dokular1 etkilemeye baslamasi seklinde

tanimlanan otodestriiktif bir siirectir.

2.1.1 Normal Inflamatuar Siireg

Enfeksiy6z ajanlar ¢ok ¢esitli yapida olsa da dokuda olusturulan inflamatuar
yanit genellikle benzerdir. Hasarl1 bolgede 16kosit gociinii baglatabilme amaciyla
endotel hiicreleri adezyon molekiilleri eksprese etmeye baslamaktadirlar. Ayni
zamanda PMNL aktive olmakta ve sonrasinda agregasyon ve vaskiiler endotele
migrasyona neden olacak adezyon molekiillerini salgilamaktadirlar. Invazyon
gosteren ajanin ve olusan hasarli dokunun fagositozu i¢in diapedez ve PMNL’in
doku i¢ine migrasyonu sarttir. (20) Hasar bolgesinde PMNL’in sitokin
salgilamasi, inflamasyonun kardinal bulgularindan olan lokal vazodilatasyon,
hiperemi ve proteinden zengin 6demin eslik ettigi mikrovaskiiler permeabilite
artist ile sonuglanmaktadir. Adezyon, kemotaksi, fagositoz ve bakteriyel 6ldiirme
gibi lokal inflamatuar siirecler makrofajlardan salinan sitokinler ile ¢esitli tiretim
basamaklarinda siki bir sekilde kontrol edilmektedir. Makrofajlar doku igine
mikroorganizma invazyonu ile uyarildiklarinda basta TNF-a ve IL-1 olmak {izere
proinflamatuar mediyatorleri hiicre mikrogevresine salgilamaktadir (parakrin
etki). TNF-a ve IL-1 salinimi diger inflamatuar mediyatorlerden olan IL-2, IL-6,
IL-8, IL-10, interferon ve eicosanoidler tarafindan daha da arttirilir. Bu durum
PMNL, makrofaj ve lenfosit aktivasyonunu siirdiirmeye yardimci olur. Es zamanli

salinan anti-inflamatuar mediyatorler ile de inflamasyon kontrol altina alinir. Net



etki mikroorganizmanin eliminasyonu, hiicre debrisinin uzaklagtirilmasi ve

sonrasinda da doku onariminin teminidir.

2.1.2 Dogal Immiin Yanit

Dogal immiin sistem patojene karsi konak¢r savunma sistemini olusturur.
Dogal immiin yanit mikroorganizma ylizeyindeki spesifik yapilar1 taniyan
PRR’larin aktive olmasi ile baglar. TLR ailesi hiicre ylizeyinde bulunan pek ¢ok
farkli PRR ailesinden biridir. Dogal immiin sistem tarafindan taninan
mikroorganizma motiflerine patojen ile iliskili molekiiler paternler (PAMP) adi
verilmektedir. PAMP’lar immiin sistemde gorev yapan hiicrelerin yiizeylerindeki
PRR’a baglanarak mikrobiyal yapiy1 taniyan sistemi aktive ederler. Bu aktivasyon

inflamatuar yanit siirecini de baslatmis olur. (21)

2.1.3 Sepsiste Inflamasyon

Normal inflamasyon yanitinda PMNL yuvarlanmasi, adezyon, diapedez,
kemotaksi, fagositoz ve bakteriyel 6ldiirme siki bir sekilde kontrol edilmektedir.
Bu proinflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinler arasindaki siki kontrol sepsis

durumunda bozulmakta ve uzak doku ve organ hasar1 olusmaktadir. (22,23)

Enfeksiyoz ajan ylizeyindeki PAMP immiin hiicrelerin yiizeyindeki PRR ile
etkilesir. Ornek olarak PAMP, gram pozitif bakteriler icin peptidoglikan, gram
negatif bakteriler icinse lipopolisakkarittir. Bu PAMP’lar sirasiyla hiicre
ylizeyindeki TLR2 ve TLR4’e baglanir. Bu baglanma sitozolik NFkB
aktivasyonuna neden olur. Aktive NFkB sitoplazmadan niikleusa hareket ederek

ilgili transkripsiyon bolgelerine baglanir ve konak¢1 immiin yanitinda rol oynayan
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proinflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-1 gibi), kemokinlerin ve nitrik oksit (NO)

gibi reaktif oksijen radikallerinin {iretiminde gorevli genleri aktive eder.

2.1.3.1 Proinflamatuar sitokinler

Bakteri hiicre duvarinda yer alan endotoksin, dolasimdaki mononiikleer
fagositler, endotel hiicreleri ve diger hiicrelerden birgok giiclii mediyatorlerin
salinimin1  baglatmaktadir. Tablo 1°de bu mediyatorler ve hiicre kaynaklari
izlenmektedir. Bu proinflamatuar mediyatorlerin en 6nemlileri; TNF-a, IL—1, 2, 6,
8 ve platelet aktive eden faktér (PAF)’diir (24). En 6nemli proinflamatuar
sitokinlerden olan TNF-a ve IL-1 ates, hipotansiyon, l6kositoz, fibrinolitik sistem
ve koagulasyon sistemi aktivasyonu, endotelyal permeabilite artis1 gibi ortak
etkilere sahip oldugu gibi TNF-a ve IL-1 aynm1 zamanda diger mediyatorlerin
salinmasi i¢in de aktive edici role sahiptir. Sepsiste dolasimdaki TNF-a seviyesi
artmaktadir. Endotoksinin LPS baglayici proteine (LBP) baglanarak cesitli ko-
reseptorler araciligiyla TLR4 sistemini uyarmasi ve NFkB’nin aktivasyonu
sonucu diger mediyatorlerle birlikte TNF-o salinimi da olusmaktadir. (25)
Sepsiste aragidonik asit metabolitleri de 6nemli rol oynar. Siklooksijenaz yolla
prostoglandinler ve tromboksan A2; lipooksijenaz yolla ise lokotrienler aciga
cikar. Endotoksinin direkt etkisi ve TNF-q, IL-1 gibi mediyatorler arasidonik asit
metabolitlerinin agiga ¢ikmasini ve sentezini aktive etmektedirler. Arasidonik asit
metabolitleri, ates, tasikardi, takipne, ventilasyon-perfiizyon bozuklugu ve laktik
asidoz olusumunda rol alirlar. En 6nemli arasidonik asit metabolitlerinden biri
olan Tromboksan A2 (TXA2) kuvvetli vazokonstriktor etkiye sahiptir ve dokuda

yikimi ile malondialdehid (MDA) olusur. IL-1 ve IL-6"nin diger bir gorevi de T
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hiicrelerini aktive etmektir. Bu aktivasyon ise dogal immiin sistem ile adaptif
immiin sistem arasinda bir koprii olusturur. T hiicreleri aktivasyonu ile interferon-
v (IFN-y), IL-2, IL-4 ve graniilosit-monosit koloni stimule eden faktér (GM-CSF)

olusur. Bu esnada koagulasyon kaskadi ve kompleman sistemi de aktive olur (18).

Tablo 1: Sepsiste inflamatuar mediyatorler ve hiicre kaynaklar

Kk hiicre Pl'oil:lﬂa].flal‘l]\'ﬂl' Diizc_?nlrj“ici Anti-.mﬂfmatuvﬁr
mediyatorler medivatorier mediyatorler
Monositmakrofaj INF-a, 1L-1, 1L-8. IEN-y. | IL-6 IL-1Ra
doleu faktrii IL-12 sTNTT
prostonoicler. TGEE-p
lékotrienler,
TAF. NO
Métrofiller infegrin ekspresyonmt, BEL
sliperoksit. TNF-ct | deferminler.
-1 azikloksiasilhicdrolaz
Lentositler IFN-v, TNF-a m-12 IL-4. IL-10.
sIL-2r
Endotel hiicresi selektin VCAN,  ICAM.
NO,
deku faktdt
Trombositler seroforin, prostonidler PDCT
Plazma koagulazyon kaskadi. CRP.LBP
komponenteri kompleman  akrivasyon,
bradikinin

(BPI, bakteriyel permeabilite arttiran protein, CRP, C-reaktif protein; ICAM, hiicrei¢i adezyon molekiilii; IFN-y, interferon
v; IL-1Ra, interlokin-1 reseptor antagonisti; LBP, lipopolisakkarid baglayan protein; NO, nitrik oksit; PAF, trombosit
aktive eden faktor; PDGF, trombositten agiga ¢ikan biiyiime faktorii; sIL-2r, solubl IL-2 reseptor; sTNFr, solubl TNF
reseptor; TGF-b, transforming biiyiime faktorii; TNF, tiimér nekroz faktorii; VCAM, damar hiicre adezyon molekiilii)

(tip.erciyes.edu.tr/Ders _Notlari/.../Mehmet Doganay/2/SEPSIS.pdf— kaynagindan alinmistir)

2.1.3.2 Proinflamatuar ve anti-inflamatuar denge

Normal inflamatuar cevap sirasinda proinflamatuar mediyatorlerle es zamanli
olarak anti-inflamatuar mediyatorler de salinmaktadir. (Tablo 1 de anti-
inflamatuar mediyatorler izlenmektedir.) Proinflamatuar ve anti-inflamatuar
mediyatorler arasindaki denge inflamasyona neden olan ajanin ortadan

kaldirilmas1 ve inflamasyonun doku hasar1 olusmadan sonlandirilmasi agisindan

hayati oneme sahiptir (19). Eger uygun denge saglanabildiyse enfeksiy6z ajan



ortadan kaldirilir ve hasar olugsmaksizin immiin homeostazis saglanmaktadir.
Enfeksiyonun ortadan kaldirilamadigi durumlarda ise sitokin yiikii artar, doku ve
organ hasarina neden olan sistemik inflamatuar yanit sendromu olugmaktadir.
Yine dengenin kurulamadigi baska bir durumda anti-inflamatuar yanit baskin
gelebilir ve anti-inflamatuar reaksiyon sonucu immiin yetmezlik de

izlenebilmektedir.

2.1.4 Sepsiste hiicre hasar1

Sepsiste hiicre hasar1 neticesinde gerceklesen organ disfonksiyonu
mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilamamistir. Yapilan otopsi ¢aligmalarinda
coklu organ disfonksiyonuna genellikle yaygin endotel ve parankimal hiicre

hasariin eslik ettigi izlenmistir. Olasi hiicre hasar1 mekanizmalari1 arasinda;

e Iskemi (Oksijen ihtiyacina gore relatif oksijen yetmezligi),

e Sitopatik hasar (proinflamatuar mediyatoér ve diger inflamasyon {iriinleri

ile direkt hiicre hasar1),

e Artmis apoptoz (programlanmig hiicre 6liimii),

sayilabilir. (26)
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2.1.4.1 Hipoksik hipoksi

Sepsiste izlenen mikrodolasim bozukluguna mikrovaskiiler ve endotelyal
disfonksiyon neden olmaktadir. Mikrodolasimdaki septik lezyon, dokudaki
oksijen aktarim  metabolizmasin1  bozmakta ve doku kanlanmasini
engellemektedir. Endotel hiicresi-PMNL etkilesimi sepsisin 6zellikle kontrolsiiz
inflamasyon sathasinda inflamasyon siirecine direkt katilmaktadir. Aktive 16kosit
ve plateletler kapiller yatakta tikanikliklara neden olmaktadirlar. PMNL ve
endotel adezyonu; reaktif oksijen radikalleri, litik enzimler ve vazoaktif
molekiillerin (NO, endotelin, platelet kaynakli biiytime faktorii (PDGF), PAF gibi)
salinimina neden olmaktadir. Takip eden mikrovaskiiler hasar sonucunda doku
oksijen degisimi i¢in gereken alan azalmakta ve hiicresel oksijen difiizyonu

bozulmaktadir.

Sepsiste dolasim bozukluguna neden olan diger bir faktér de eritrositlerin
normalde mikrosirkulasyondaki normal biikiilme fonksiyonlarini kaybetmeleridir.
Rigid eritrositler septik mikrosirkiilasyonda rahat hareket edememekte ve bu da
gaz degisimi icin gereken ylizey alanimi daraltmakta ve doku oksijenizasyonu

azalmaktadir. (27)

2.1.4.2 Direkt sitotoksisite

Hiicre kiiltiirti ile yapilan ¢alismalarda hem direkt endotoksinin kendisinin
hem de sepsis sirasinda agiga ¢ikan basta TNF-a ve NO olmak iizere sitokinlerin
mitokondrial transport sistemini bozarak sitotoksik etki ettigi gosterilmistir.

Mitokondri  ultrastriiktiirinde ~ bozulma  neticesinde  hiicrenin  enerji
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metabolizmasinda disfonksiyon olusmakta ve dolayisiyla membran ve matrix

proteinleri hasarlanmaktadir. (28)

2.1.4.3 Apoptoz

Apoptoz hiicre o6liimiine neden olan bir takim fizyolojik ve morfolojik
degisimi ifade etmektedir. Apoptoz yaslanmis veya fonksiyonunu kaybetmis
hiicreleri normalde ortadan kaldiran baslica mekanizmadir. Apoptoz ayrica
enfeksiyon tablosu sakinlestikten sonra inflamasyonu kontrol altina almak ig¢in
devreye giren en onemli siirectir. Proinflamatuar sitokinlerin kontrolsiiz artisi
aktive makrofaj ve PMNL’lerde apoptozu geciktirmekte ve bu da inflamatuar

yanit1 uzatarak uzak doku veya organ hasarina neden olabilmektedir. (29)

2.2 Sepsis Patogenezinde Toll-like Reseptorler (TLR)

2.2.1 TLR ve Dogal Immiinite

Son yillarda yapilan ¢alismalarda TLR’in dogal immiin sistem hiicreleri
ylizeyindeki patojeni taniyan ilk yap1 oldugu, immiin yanit1 baslattigi ve dogal ve
adaptif immiinite arasinda baglantiyr sagladigi tespit edilmistir. (3) TLR
aktivasyonu normalde giinliik hayatta karsilasilan tiim patojenlere karsi konakgiy1
korumak i¢in gerceklesen bir dogal immiinite yanitidir. Dogal immiinite antijene
0zgli T ve B hiicre yanitlarindan olusan adaptif immiinite baslamadan Once
patojen ile karsilasildiginda hemen aktive olarak mikroorganizmalarin ¢ogalma ve

yayllmasini onlemeye c¢alisir. (30,31). Dogal bagisiklik sistemi monositler,
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makrofajlar, notrofiller, dendritik hiicreler, dogal 6ldiirticli hiicreler, kompleman,
akut faz proteinleri ve sitokinlerden olusur. (30) Tiim mikroorganizmalar patojen
ile iligkili molekiiler paternler (PAMP) olarak adlandirilan 6zgiin, oldukga
korunmus hiicre duvari molekiillerine veya niikleik asit dizilerine sahiptir. Bu
molekiiler paternler 6rnek olarak gram negatif bakterilerde lipopolisakkarit
(endotoksin), gram pozitif bakterilerde peptidoglikan veya lipoteikoik asit, maya
hiicrelerinde ise mannanlardir (30,31). Mikroorganizmalardaki PAMP basta
antijen sunan hiicreler olmak iizere dogal immiin sistem igerisinde yer alan
hiicrelerin ylizeyinde bulunan PRR’ler tarafindan tanimmir ve bu reseptorlere
baglanir (30-32). Mikroorganizmalardaki PAMP dogal immiin sistem
hiicrelerindeki PRR’ler tarafindan tanindiginda dogal immiin sistem cevabi
gelisir. PRR’ler yapisal olarak farkli proteinlerdir ve birka¢ reseptor ailesini
olusturmaktadirlar. Sepsis ile iligkili en nemli PRR ailesi Toll like reseptorlerdir.
Farkli mikrobiyal yapilar, farkli TLR’lere baglanmaktadirlar (31). PAMP bu
paterni tanityan reseptore baglandiginda bazi hiicre i¢i sinyal yollarini aktive eder
bu da transkripsiyon faktorlerinin (NFxB gibi) aktivasyonu ile sonuglanir.
Transkripsiyon faktorleri immiin cevap genlerinin ekspresyonunu indiiklemekte
ve sonugta sitokinler, kemokinler ve adezyon molekiilleri gibi ¢esitli efektor
molekiillerin salinimina neden olmaktadir. Ancak sepsis durumunda TLR aracili
inflamatuar kaskad asir1 tetiklenmekte ve sitokin salinimi immiin sistem
homeostasisini agmaktadir. Dogal immiin sistemde patojen-konak¢i etkilesim

mekanizmasinin anlagilabilmesi ve bu etkilesime yonelik potansiyel tedavi
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ajanlarinin s6z konusu olabilmesi ac¢isindan TLR yapisinin aydinlatilmasi hayati

Ooneme sahiptir. (1)

2.2.2 TLR molekiiler yapisi

Toll like Reseptorler, 1996 yilinda ilk kez Drosophilia melanogaster’da fungal

enfeksiyonlara karst immiinitede rolii oldugu kesfedilen Toll molekiiliiniin (33)

homologudur. Insanda bulunan ilk TLR molekiilii TLR4diir.

molekiiliine benzer bir sekilde insan TLR’1i ekstraseliiler 16sinden zengin domain

(34) Toll

ve sitoplazmik karboksi terminal Toll- IL-1 reseptor (TIR) domain igeren tip-1

transmembran proteinidir. (Sekil 1)

Lésinden zengin
tekrarlar

Extra
seliiler
domain

TIR domain

' Sitoplazma

Sekil 1: TLR molekiilii sematik ¢izimi

(Kuby IMMUNOLOGY, sixth edition, 2007 W.H. Freeman and company kaynagindan degistirilmistir.)
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Daha sonraki yillarda yapilan calismalarda insanda degisik mikrobiyal
yapilart taniyan 11 farkli protein kesfedilmis ve bunlar TLR ailesi adi altinda
incelenmigtir (3). TLR10 haricindeki tiim TLR’lerin ligandlar1 bilinmektedir.
TLR2 ve 4’iin ¢ok sayida ligandi tanimlanmistir. TLR’ler amino asit siralarinda
benzerlikler ve intraselliiler sinyallerine gore TLR2 ailesi (TLR1, TLR2, TLR6),
TLR3 ailesi, TLR4 ailesi, TLRS ailesi ve TLR 9 ailesi (TLR7, TLR8, TLR9)
olarak gruplanirlar. TLR’lerin ligandlar1 Tablo 2°de gosterilmistir. TLR4 gram
negatif bakterilerdeki LPS’lerin sinyal reseptorudiir. TLR2 lipoprotein, lipopeptid,
peptidoglikan, lipoteikoik asit, lipoarabinomannan, glikoinositolfosfolipid,
glikolipid ve zimosan gibi farkli hiicre yapilarindaki molekiilleri tanir. En son
tanimlanan TLR, TLR11’dir. TLR11 defektli farelerin iiropatojenik bakteriler ile
olusturulan bdbrek enfeksiyonlarina yatkin oldugu izlenmistir. Insanlarda TLR11
fonksiyonel degildir. Insanlarda {iropatojenik bakterileri yakalamak igin alternatif

bir yol olup olmadigi ise bilinmemektedir. (35)

2.2.3 TLR4 sinyal sistemi

TLR4’ iin kesfi ile ozellikle gram negatif sepsis patogenezi konusunda pek
cok soru aydinlatilabilmistir. TLR4 i¢in ilk ligand 1998 yilinda bulunmus ve
TLR4 proteininin primer olarak gram negatif bakteri hiicre duvarindaki
lipopolisakkaridi tanimaya yonelik oldugu kesfedilmistir. (36) LPS; lipid A,
merkezde kisa oligosakkarit ve O-antijen polisakkarit i¢eren ii¢c par¢ali bir yapidir.
Lipid A kismi biyolojik aktif kismi olup insan immiin sistemi tarafindan taninan

pargadir. Ancak TLR4 LPS’yi direkt olarak taniyamamakta ve LPS baglayici
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Tablo 2: TLR Ligandlar

TRI Ligand ar

TLRI1 Tri-agil lipopeptidler (balkreria, mikobalsari]
Solubl taltirler (M. meningitis)

TLRZ2 Upo protelndll popeptidler
Peptidoglikan (Gram (+ ) bakteri)
Lipoteikoik asit (Gram [ +) bakteri)
Lipoarcbinzmannan (IMikobakteri)
Fenol solubl modulin (5. epidermidis)
Glikoinositelfosfolipid er (Trypanssoma cruzi)
Glikalipidler { Trepenema maltephilum)
Porinler (Meissaria)
Zirrosan (funci)

TLR3 Cift sarmal RMA (virus)
TLE4 Lipo polisakkartler (Gram (<) bakreri)
lasa|

Flzyon ve proteileri

Fibronektin ECA domain

Hyoluronik asit oligosakkaritieri

Heparon salfann polisakkarit fragrmanlan

Fibrinnjan
TLRS Flagallin
TLES Di—ugil ipuoeptidler (mycoplusmma) -

Isi-labil solubl fakror (grus B streprokoklar)
Fenol-solubl modulin (stofilowoklar)

TLRY Tek sarmal viral RMA
Imidazokinolinler 1sentetik bilesikler
Loxoribin (sentetik bilzsikler)
Bronirimin  (zentetik hilegikler)

TLRE Tek sarnal RRA
TLRS CpG DA (Lo ster )
Fromatin=lgGs blleslkler
TLEID # bilinmiyor
TLRI11 Uropatojenik bakterive ait faktbrler

(Adisen E, Onder M. Dermatolojide Toll Like Reseptorler. Dermatose. 2006, 1: 14-21 dan alinmistir) (3 7)

proteine (LPB) ihtiya¢ duymaktadir. LPB plazmada bulunan bir akut faz proteini
olup LPS molekiiliiniin lipid A kismina baglanmaktadir. LPS ve LPB kompleksi
0zellikle monosit, makrofaj ve notrofillerin hiicre zarinda eksprese olan CD14
(Cluster of differentiation) molekiilli ile baglanir ve LPS, CD14’e transfer edilir.
TLR4 ve LPS sinyallesmesi i¢in kesin gerekli olan diger bir molekiil de MD2
(Myeloid differentiation factor)’dir. (38) MD2, TLR4’{in ekstraseliiler domaini ile

iligkilidir. CD14, LPS’nin MD2’ye baglanmasini kolaylastirmakta, bu da stabil bir
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TLR4-LPS baglantisin1  olanakli kilmaktadir. Sekil 2’de TLR4-MD2-CD14
kompleksi izlenmektedir. TLR aktivasyonu sonrast myeloid diferansiasyon primer
yanit-88 (Myc88) proteini devreye girmekte ve IL-1R- asosiye kinaz 4 (IRAK4)
ile baglanmakta, bu baglanma da TNF reseptor asosiye faktér 6 (TRAF6) ve
onunla bagl bulunan IRAK1’ i fosforile etmektedir. Bu kompleks NFkB inhibitor
kompleksini (IKK) aktive etmekte ve bu fosforilasyon sonucunda sitoplazmada
inaktif olarak bulunan NF«kB serbestlesmekte ve IL-1, TNF-a, IL-6 veya IL-8 gibi
inflamatuar sitokinleri ve diger proinflamatuar mediyatorleri tireten genlerin

transkripsiyonuna neden olmaktadir.

000G 008B0S,

- Gram negati
& bokeer
.l.....?ii uaxean
LPS

s
i

-
-

MD-2

w1z T
l TLR4

sitoplazma

Sekil 2: TLR-4-MD-2-CD-14 kompleksi

(Immunity: The Immune Response in Infectious and Inflammatory Disease, ed: Anthony L. DeFranco,

Richard M. Locksley, and Miranda Robertson Chapter 3-10 2007 New Science Press Ltd. kaynagindan

almmistir) (39)
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Myc88 bagimli yolak sonucunda proinflamatuar mediyatorler salinmaktadir.
Ayrica sadece TLR4 ve TLR3’iin kulandig1 Myc88 bagimsiz yolak bulunmakta ve
bu yolagin aktivasyonu ile Interferon—p (IFN-B) iiretilmektedir. IFN-B ise T
lenfosit aktivasyonu ve farklilasmasini diizenleyerek dogal immiin sistem ile
adaptif immiin sistem arasinda baglantiy1 saglamakta ve apoptoz inhibe edici
etkisi ile inflamatuar yanitin daha uzun ve etkin olmasini saglamaktadir. Myc88

bagimli ve bagimsiz yolaklar Sekil 3°te goriilmektedir. (3)

TLR&
LPS C4
Membrane
MyDas U TRIF Cytoplasm
TIRAP "'“”-\
IRAK~
Ll —
oars (o] @ iwes
Pro~inflarnmatory cytokines [FR=i I
Mucleus

Sekil 3: TLR4 sinyal sistemi, Myc 88 bagimli ve bagimsiz yolaklar

(Wiersinga WJ, Van der Poll T. The Role of Toll-like Receptors in Sepsis Yearbook of Intensive Care and

Emergency Medicine, 2006, Volume 2006, Part 1, 3-13 kaynagindan alinmistir.)
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2.2.4.TLR aracili NFkB aktivasyonu ve proinflamatuar sitokin salinimi

NFkB, hiicre i¢inde transkripsiyondan sorumlu NF«kB/Rel ailesine ait bir
proteindir. NFkB immdiin ve inflamatuar yanit olusumunda rol oynayan en 6nemli
proteinlerden biridir. NFxB, dogal immiinitede makrofaj ve PMNL gelisimi,
maturasyonu ve patojene karsi inflamatuar yanitin baslatilmasi reaksiyonlarinda
hayati 6neme sahip olup ayni zamanda adaptif imm{in sistemin uyarilmasi ve T ile

B lenfosit farklilagmasinda da gorevlidir.

LPS ile TLR aracil1 yolak baslatilir ve inflamatuar kaskad devreye girer ve en
sonunda NF«B inhibitor kompleks (IKK) fosforile edilir. Bu fosforilasyon ile
normal sartlarda sitoplazmada inaktif bir sekilde bulunan NFxB aktive olur ve
inflamasyondan sorumlu mediyatorleri (sitokinler, kemokinler, adezyon
molekiilleri, reaktif oksijen radikalleri ve reaktif nitrojen radikalleri gibi) {ireten
genleri uyarir (40). Normal bir inflamatuar yanit i¢in NFkB aktivasyonu
gereklidir. NFkB inhibisyonu ile patojeni ortadan kaldirmaya yonelik
reaksiyonlarin onlenebilecegi ve dogal immiin sistem ile adaptif immiin sistem
arasindaki baglantinin bozulabilecegi (41) One siirilmiis olsa da yapilan
calismalarda septik hastalarda asirt NFkB aktivasyonu izlenmis olup, NFxB

aktivitesi ile mortalite arasinda anlaml1 korelasyon bulunmustur. (42, 43)

NF«B aktivitesi ile pek c¢ok farkli proinflamatuar mediyator sentezlenir.
Tablo 3’de bu mediyatorlerin etkileri izlenmektedir. Bu mediyatorlerin {iretimi
normal immiin yanit i¢in gereklidir ve lokal enfeksiyonun iistesinden gelinmesi

icin hayatidir ancak mediyatorlerin biiylik miktarlarda sentezlenmesi ve
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proinflamatuar ile anti-inflamatuar mediyatorler arasindaki dengenin kaybolmasi
ile yaygin endotel hiicresi harabiyeti sonucunda uzak doku ve organ hasari
gerceklesir. NFkB aktivasyonu ile sentezlenen en 6nemli sitokinler; TNF-a, IL-1,
IL-6, IL-12, IL-18 ve IFN-y’dir. Bu sitokinler baslica ates, 16kositoz, hipotansiyon
ve notrofil migrasyonundan sorumludur. NFkB aktivasyonu neticesinde salinan
adezyon molekiilleri ile notrofil aktivasyonu ve migrasyonu gerceklesmekte ve
bunun sonucunda reaktif oksijen radikalleri salgilanarak endotelde enzimatik
lizise ve membran hasarina yol agmakta ve bu da endotelyal permeabilite artisina
ve doku i¢ine notrofil infiltrasyonuna neden olmaktadir. Yine NFkB aktivasyonu
ile dretilen prokoagulan faktorler yaygin damar i¢i koagulasyona ve doku
hipoperfiizyonu ile hipoksisine neden olmaktadir. Hem endotel hasart hem de
doku perfiizyon bozuklugu doku ve organ hasarina sebebiyet vererek mortalite ile

sonug¢lanmaktadir. (40)

Tablo 3: Sepsis patogenezinde mediyatorler ve etkileri (44)

Sitokinler Matrofil, lenfosit, endotel aktivasyonu, koagilasyon/komp-
TNF-3, IL-1, IL-6, IL-18, leman sistemi akiivasyonu, adezyon molekiller, prostag-
=12, IL-15, MIF, HMGB-1 landin, mitrik oksid sentetaz, akut faz proteinler, ates

Inflamatuar hocrelerin mobilizasyonu we aktivasyonu,
makrofaj aktivasyonu

Kemokinler
=8, MIP-T_, MIP-T_, MCP-T, MCE-3

Lipid Mediyatorler
Tromboksan A2, PAF
Prostaglandinler, Lokatrienler
Doku faktori (TF)

Oksijen Radikalleri
Superoksid ve hidroksil radikaller NO

Waskiler endotel ve ekstrensek kaagiilasyon yolunun akti-
vasyonu, vazokonstriksiyon/vazodilatasyon

A

Antimikrobik etki, vazokonstriksiyon/vazodilatasyon

(Karaali R, Tabak F. Sepsis patogenezi. Klinik geligim, 2009, cilt no:22,No:3 kaynagindan alinmistir)
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2.2.5. TLR aracili reaktif oksijen radikali ‘reactive oxygen species’ (ROS) liretimi

ve DNA hasar

Normal bir inflamatuar yanitta hiicrelerin oksidatif hasardan korunmasi i¢in
bakteriyel 6ldiirme amaciyla ROS iiretimi ile bu ROS’larin endojen antioksidan
bilesikler ile ortadan kaldirilmasi arasinda bir denge olmasi ¢ok onemlidir. (45)
Bu dengenin ROS yoniine kaymas: ile hiicrede oksidatif stres olugsmakta ve
inflamatuar siiregte asirt tiretilen ROS; hiicre ve DNA hasart ile iligkili olmaktadir.
(46) NFxB akut inflamatuar yanit sirasinda sitokin ve diger inflamatuar
mediyatorlerin {iretiminde rol oynadigi gibi ROS {iretimi ile de yakin iligkilidir.
(47) TLR4 aracili NFxB aktivasyonu hiicre i¢inde ROS dretimini
indiiklemektedir.(48) Yapilan bir calismada yliksek NFkB ve TNF-a seviyelerinin
hiicre icinde antioksidan aktiviteden sorumlu proteinleri kodlayan genin
transkripsiyon faktorii olan niikleer faktor eritroid-2 iliskili faktor-2 (Nrf2)” yi
inhibe ettigi gosterilmistir. (49) Bu inhibisyon sonucunda hiicre i¢indeki ROS’ni
ortadan kaldiracak antioksidan yanit engellenmis olur ve ROS’leri hiicre i¢inde
asir1 birikerek hiicre hasari olusur. ROS metabolizmasi sirasinda aciga ¢ikan ¢oklu
doymamis yag molekiilleri malondialdehide (MDA) doniisiir. (50) MDA bir lipid
peroksidasyon {iriiniidiir. Bu bilesik hiicre i¢inde toksik stres olusturan reaktif bir
aldehiddir ve hiicre i¢inde proteinlerle kovalan baglar yaparak ileri lipoksidasyon
son tirtinleri olusturur (51). MDA’in organizmada oksidatif stres belirteci olarak
kullanilabilecegine dair yayinlar mevcuttur. (52) MDA, DNA yapisinda bulunan
deoksiadenozin ve deoksiguanozin ile etkileserek mutajenik anormal DNA baglar1

olusmasina neden olur. (53) DNA i¢indeki bu kovalan modifikasyon, ilgili
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genlerde disfonksiyon veya inaktivasyona neden olacak yapisal degisikliklere yol
acar. MDA ayrica normal yaslanma silireci, mutagenez, karsinogenez ve

radyasyon hasart ile de iligkilidir. (53)

2.2.6 TLR ve apoptoz regulasyonu

Notrofil apoptozu, inflamatuar yanitin ¢oziilmesi silirecinde noétrofillerin
proinflamatuar  etkinliklerinin azaltilmasi amaciyla doku makrofajlarina
notrofilleri tanitarak fagosite edilmelerine neden olan baslica mekanizmadir.
(54,55) Immiin yanit sirasinda nétrofillerin inflamasyon bolgesinde tutulmasi ve
yasam slirelerinin uzatilmasi patojene immiin cevap a¢isindan onemlidir. Ancak
notrofil apoptozunun dengesi immiin sistem homeostasisi i¢in ¢ok ©Snemlidir.
Erken apoptoz konak¢r savunmasini yetersiz kilacak, gecikmis apoptoz ise
proinflamatuar mediatorlerin doku maruziyetini uzatacak ve nekrotik hiicrelerin
uzaklastirtlamamasina bagl hiicre hasar1 goriilecektir. (56) Yapilan ¢aligmalarda
TLR sinyal sisteminin apoptoz regulasyonunda etkili oldugu gosterilmistir. Farkli
hiicre tiplerinde TLR4 uyarilmasi farkli apoptotik etkiye sahiptir. Bir ¢alismada
(57) TLR4 iizerinden endotel hiicrelerinde apoptozun uyarildigi gosterilse de
dogal immiin sistem hiicrelerinde LPS ile TLR4 aktivasyonunun apoptozu inhibe
ettigi gosterilmistir. (58,59) NF«B de nétrofil apoptozu regulasyonunda etkin bir
molekiildiir. (60) Bazi ¢alismalarda da LPS’nin direkt etkisi ile apoptozun bloke
edildigi gosterilmistir. (61) LPS hem direkt olarak hem de TLR4 yolagini aktive

ederek apoptozu inhibe etmekte ve bdoylelikle noétrofillerin yasam siiresi ve
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patojene karsi immiin yanit uzatilmaktadir. Ancak sepsis durumunda bu normal
savunma yanit abartili hale gelmekte ve biriken proinflamatuar mediyatorler ve
nekrotik hiicreler hem lokal hem de uzak doku ve organ hasarina neden
olmaktadir. Sentetik lipid A analoglar1 ile yapilan c¢alismalarda LPS ile
indiiklenmis TLR4 yolaginin inhibe edilmesinin endotoksinin etkilerini onledigi
(62) ve kritik septis hastalarinda mortaliteyi azalttigi (63) gosterilmis olsa da
apoptozun inhibe edilmesinin patojene karsi savunma sisteminin blokajina neden

olup olmayacagi konusunda ¢alismalar devam etmektedir.

2.2.7 TLR4 antagonistleri

LPS ile baglatilan ve TLR4 yolag1 tizerinden NFkB aktivasyonuna neden olan
reaksiyonlar zincirinin sepsis patogenezindeki yerinin kesfi sonrasinda bu
reaksiyon basamaklarinin antagonize edilmesine yonelik pek cok farkli ajan

giindeme gelmistir. (4) Tablo 4’te bu ajanlar goriilmektedir.

Tablo 4: TLR 4 ile etkilesen molekiiller

TLR4 ve TLR4 e Klorokin e Lidokain
e Ketamin e (Glisin
mRNA ekspresyonu e  GTS21(nikotinik e  Vitamin D3 (?)
analog)

antagonistleri e Statinler

TLR4 hiicre igi sinyal e Eritoran e Opioidler
e Resatorvid e Vitamin D3

sistemi antagonistleri e Ketamin e Lansoprazol
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2.2.7.1 Eritoran (E5564)

Eritoran, E5564, patojenik olmayan Rhodobacter capsulatus ’tan elde edilen

ilk nesil TLR4 antagonisti olan E5531 molekiilinden sonra gelistirilen ve

Rhodobacter sphaeroides endotoksininden elde edilen ikinci nesil sentetik lipid A

analogudur. (4) (Sekil 4) E5564, ES531 molekiiliine gore daha yavas metabolize

edilmekte ve plazma lipoproteinlerine daha az baglanarak biyolojik etkisini daha

uzun siire siirdiirebilmektedir. Eritoran biiyiik oranda intravaskiiler aralikta dagilir

ve disiik hacim dagilimina ( 41-64 ml/kg) sahiptir. Plazmadan yavas bir sekilde

elimine edilir (0.7-1.4 ml/kg/h) ve uzun plazma yar1 dmriine sahiptir. (41-64 saat)
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Sekil 4: Eritoran molekiiler yapisi

Eritoranin etki mekanizmasi tam net olmamakla birlikte eritoran tarafindan

baglanan TLR4-MD2 kompleksinin kristalize oldugu gosterilmis ve etkisini MD2

molekiiliiniin hidrofobik i¢ cebine baglanarak gosterdigi diistintilmistiir. (5)
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Boylelikle Eritoran LPS antagonisti gibi davranmakta ve NFkB’nin
transkripsiyona neden olacak hiicre i¢i sinyal iletim kaskadini baglamadan

engellemektedir. (Sekil 5)

Endotoksin

=025 E5564

Lipicd® \ /

Adaptar
molekulle

Sinyal iletimi 1 SEPSIS

®. |

mm ————= nflamatuar

sitokinfer (TMF, IL)

Sekil 5: Eritoran etki mekanizmast (aup:/www.eisai.com kaynagindan degistirilmistir.)

In vitro ¢alismalarda eritoranin hiicre kiiltiiriinde endotoksin benzeri aktivite
gostermeden LPS’i bloke ettigi gosterilmistir. (64) Yine baska bir in vitro
calismada eritoran insan myeloid hiicre ve makrofaj kiiltiirlerinde sitokin
tiretimini bloke etmekte (62) ve hiicre i¢i proinflamatuar sitokin tiretiminde down
regulasyona neden olmaktadir. (65) Saglikli deneklerle yapilan g¢alismalarda
eritoranin endotoksinin neden oldugu inflamatuar yanitt ve klinik semptomlari
azalttig1 gosterilmistir. (66) Yine ayni ¢alismada eritoranin serum TNF-o ve IL-6
seviyesini azalttig1, hipotansiyon, tasikardi gibi dolasim ile ilgili bulgular
hafiflettigi izlenmistir. Sepsis hastalarinda yapilan Faz 2 randomize kontrolli
klinik calismada da eritoranin mortaliteyi azalttigi gosterilmistir. (63)

Farmakodinamik calismalarda da 12 saatte bir yapilan eritoran infiizyonu ile
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devamli etkinlik saglanabildigi gosterilmistir. (67) Eritoran ile ilgili Faz 3 klinik

randomize calisma da halen devam etmektedir.

TLR ekspresyonu ve fonksiyonu enfeksiyon sirasinda dogal immiin yanit
sistemi icin ¢ok Onemlidir. TLR molekiiliniin aym1 zamanda konakg¢inin
mikroorganizmalara karsi savunma sisteminde de gorev almasi nedeniyle TLR
antagonizmasi iki yiizii keskin bigak gibidir. Literatiirde bu konu ile ilgili yapilan
calismalarda farkli sonuglar elde edilmistir. Bir ¢alismada TLR4 mutasyonu
bulunan ve mikroorganizmalara dogru TLR4 yaniti veremeyen ratlarin gram
negatif enfeksiyonlara yatkin oldugu izlenirken (68), bir baska calismada da
TLR4 ve Myc88 bulunmayan ratlarin LPS’e yamit vermedikleri (69) ve LPS
enjeksiyonu sonrasinda normal ratlare goére hayatta kalma oranlarinin daha yiiksek
oldugu izlenmistir. (70) TLR4 bulunmayan ratlarin hayatta kalmasi normal
immiin yanit ve mikrobiyal tanima i¢in bagka mekanizmalarin da devreye girmis
olabilecegini ve hatta TLR4 yolu ile baslatilan asir1 inflamatuar mediyator
salimimi inhibe edildiginde surveyin arttiginin bir kaniti1 olabilmektedir. Normal
immiin yanitta onemli role sahip olan TLR4 molekiiliinii antagonize edecek
ajanlar, mikroorganizmaya kars1 savunmada gereken cerrahi veya antimikrobiyal
tedavi uygulandiktan sonra organ veya doku hasarina yol acabilecek asir1 immiin

yanit1 baskilamak i¢in devreye sokulmalidir. (71)
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2.3 Sepsise Mikrovaskiiler Yanit

Sepsiste en Onemli hedef dokulardan biri mikrosirkiilasyondur.  Sepsis
patogenezinde mikrovaskiiler disfonksiyon merkezi bir noktada bulunmaktadir.
Endotel hiicreleri, hem normal immiin yanitta gérev aldiklar1 i¢cin hem de asir
proinflamatuar mediyatér maruziyetinde disfonksiyonel hale geldikleri i¢in
normal yanitin sepsise doniisme siirecinde c¢ok Onemli role sahiptirler. (72)
Normalde transvaskiiler sivi hareketi ¢cok siki bir sekilde kontrol edilir. Sepsis
durumunda endotelyal hasar sonucunda damar duvarindaki bariyer etkisi ortadan
kalkar ve ekstravaskiiler aralia sivi kagisi baglar. Endotel hiicresinin bariyer
ozelligini kaybetmesinden hem salinan proinflamatuar sitokinler (TNF-o gibi)
hem de direkt LPS’in toksik etkisi sorumludur. (73) Sepsise ayrica fonksiyonel
kapiller sayisinda azalma da eslik etmekte ve dokuya oksijen transferi
bozulmaktadir. (74) Reflektans spektrofotometre ile yapilan gesitli ¢alismalarda
ciddi sepsiste toplam kapiller dansitesinde azalma ve kapiller disfonksiyon
saptanmigtir. (75) Kapiller disfonksiyondan; kapiller damarlarinin ¢evre dokudaki
0dem tarafindan sikistirilmasi, endotelyal hiicre sismesi, kapiller limeninin aktive
16kosit, platelet ve eritrositler tarafindan tikanmasi sorumlu olabilmektedir. Sepsis
hiicreler arasindaki baglantilar1 bozarak vaskiiler endotelde c¢esitli degisikliklere
neden olmaktadir. Endotelyal disfonksiyon; Iokositlerin litik mediyator
salgilamasi, eritrositlerin normal biikiilebilme 6zelligini kaybetmeleri, platelet ve
16kosit adezyonu ve glikokaliks yapisinin yikimi ile iliskilidir. Ayrica septik yanit
sirasinda selektin ve hiicre i¢i adezyon molekiili (ICAM) gibi adezyon

molekiillerinin  ekspresyonunun  artmast1 ve ICAM-PMNL etkilesimi
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transmigrasyona ve dolayisiyla bariyerlerde bozulmaya neden olmaktadir.
Sepsiste izlenen panendotelyal aktivasyon neticesinde endotel hiicreleri arasindaki
baglantilar zayiflamakta, hiicreler arasindaki interstisyel aralik artmakta ve yaygin
doku 6demi gelismektedir. (76) Viicutta yaygin endotel disfonksiyonu, endotelyal
permeabilite artis1 ve interstisyel araliga sivi kagisi basta kardiovaskiiler sistem,
santral sinir sistemi, karaciger, bobrekler olmak tizere tiim dokular etkilemekte,
uzak doku ve organ hasar1 gelistirmekte ve ¢oklu organ yetmezligine gidis

siirecini baglatmaktadir. (77)

2.4 Okiiler Immiinite

Go6z dokusu vizyonu her durumda koruma amaciyla ¢esitli mekanizmalar ile
lokal immiin ve inflamatuar yaniti smirlandirir. Bu fenomen okiiler immiin
korunak (ocular immune privilege) olarak adlandirilir ve bu sistemin gozi
inflamatuar saldirilardan korumaya yonelik oldugu diisliniilse de mekanizmasi
tam olarak anlasilamamistir. 1940’ larda Sir Peter Medawar tarafindan yapilan bir
calismada yabanci bir dokunun géziin 6n kamarasina yerlestirildiginde dokunun
reddedilmedigi izlenmis ve okiiler immiin korunak konsepti ortaya atilmistir.
Giintimiize dek bu konuda pek ¢ok caligsma yapilmis olmasina ragmen bu korunak
mekanizmasi tam olarak netlesmemistir. Bu sistem ile iligkili ¢esitli mekanizmalar
One siirtilmustiir: 1) Fiziksel bariyerlerin varlig1: Kan okiiler bariyerler (kan-retina,
kan-ak6z) kan yoluyla gelen graniilosit, monosit, lenfosit gibi immiin sistem
hiicrelerinin ve a-2 makroglobulin, kompleman faktorleri gibi plazma
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proteinlerinin intraokiiler hareketini bliylikk Ol¢lide smirlar. 2) Efferent
lenfatiklerin bulunmamasi 3) Go6z mikrocevresinde immunsiipresif faktorlerin
varligi: hem membrana bagli hem de sitoplazmada ¢oziinmiis halde bulunan
immunstipresif faktérler g6ziin immiin korunak mekanizmasina katkida
bulunurlar. Coztinmus faktorler arasinda TGF-B, alfa melanosit stimiile edici
faktor ve vazoaktif intestinal peptid sayilabilir. TGF-B ayn1 zamanda membrana
bagl olarak da bulunabilmektedir. Okiiler resident antijen sunucu hiicrelerin in
vitro deneylerde ¢6zlinmis faktorlerin salinimi ile immiin sistem hiicrelerini
inhibe ettigi gosterilmistir. Retina glial Miiller hiicreleri de bu hiicre gruplarindan
biridir. RPE hiicreleri ve iris/silier cisim epitel hiicreleri de hem T hiicrelerini
direkt inhibe ederler hem de T regulatuar hiicre yoniinde farklilagmalari igin
uyarict faktorler salgilarlar. Immiin sistem inhibitérii olarak ¢alisan diger
membrana bagli molekiiller arasinda CD86, FasL, trombospandin ve galectin
sayilabilir. 4) ACAID (Anterior chamber associated immune deviation) : ACAID
olarak adlandirilan 6n kamara ile ilgili bagisik sapma 6n kamaranin kendine 6zgiil
anatomik o6zelliklerinden kaynaklanmakta ve g6z icinde olusan bagisik yanitin
gelismesinde onemli rol oynamaktadir. Olusabilecek inflamatuar hasari 6nlemek
icin 6n kamaraya 6zgii normal bagisik yanitin by-pass edilerek 6n kamaradaki
antijenlerin trabekiiler ag yoluyla direkt olarak kana karigsmasi saglanmaktadir.
ACAID baglatic sinyal kan yoluyla dalaga ulasmakta ve regulatuar lenfositleri
uyararak sistemik immiin yanit1 aktive etmektedir. G6zdeki mikrogevre by-pass

edilerek lokal hasar 6nlenmis olmaktadir. (78,79)
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2.4.1. Retinal mikrovaskiiler yap1 ve Kan-Retina Bariyeri (KRB)

Retina; sinir lifi tabakasi, ganglion hiicre tabakasi, i¢ pleksiform tabaka, i¢
niikleer tabaka, dis pleksiform tabaka, dis niikleer tabaka ve fotoreseptor dis
segmentleri tabakasindan olusan vitreus ile retina pigment epiteli arasinda uzanan
transparan noral dokudur. (Sekil 6) Retina kanlanmasi santral retinal arter ve
koroidal damarlar aracilifiyla RPE tabakasindan difilizyon ile saglanir. Santral
retinal arter tiim retina kanlanmasinin %15°ini saglamakta ve i¢ retina katmanlari
ile optik diski beslemekte iken koroidal damarlar dolagimin %85’ini

saglamaktadirlar. (80)

Sinir lifi tabakasi

ISIK

Ganglion hiicreleri
i¢ pleksiform tabaka

Bipolar & Horizontal

B
Hiicreler

Dis Pleksiform tabaka g

Kon dig segment

Rod dig segment

Retina pigment
Epiteli

Koryokapillaris

Sekil 6: Retina tabakalar1 ve kan retina bariyeri

(Sharma NK, Prabhakar S, Anand A. Age related macular degeneration - advances and trends. Annals of

Neurosciences, Volume 16, Number 2, 2009) (81)
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KRB, kan beyin bariyerine benzer bir mekanizma ile noéral retinanin lokal
mikrogevresini diizenleyici selektif bir bariyer vazifesi goriir. KRB’nin bu
fonksiyonu retina biitiinliginii ve homeostasisini saglama acisindan hayatidir.
KRB’nin dis tabakasini retina pigment epiteli olustururken i¢ tabakasi ise retinal
kan damarlarinin endoteli tarafindan olusturulur. RPE koroid ile nororetina
arasinda tek sirali pigmente hiicre grubundan olusur. RPE néroektodermal kdkenli
oldugu i¢in retinanin bir parcasi olarak degerlendirilmektedir. RPE hiicrelerinin
apikal ylizii fotoreseptdor dis segmentlerine bakarken, bazolateral kenari ise
kendisini koryokapillarisin fenestre endotelinden ayiran Bruch membranina bakar.
Komgsu RPE ve koryokapillaris hiicreleri arasindaki siki baglantilar sayesinde
kontrolli bir sekilde sivi ve ¢oziinmiis madde gegisi saglanir ve toksik maddeler
ile plazma proteinlerinin retinaya geg¢isi engellenir. (8§2) RPE’nin besin, iyon ve su
transportu, 151k absorbsiyonu ve fotooksidasyona karst koruma, viziiel siklus i¢in
onemli olan all-trans-retinal’in 11-cis-retinal’e reizomerizasyonu, dis fotoreseptor
segment fagositozu, retina icin esansiyel faktorlerin sekresyonu gibi gérevlerinin
yani sira KRB yapisina katilarak ve imminstipresif faktorler salgilayarak okiiler
immiin korunak mekanizmasina katkida bulundugu da gosterilmistir. RPE
hiicreleri aynm1 zamanda MHC (major histocompatibility complex) molekiilleri,
adezyon molekiilleri, FasL eksprese ederek ve sitokin cevabi olusturarak retinanin
immiin yanit1 sirasinda major rol almaktadir. (83) RPE hiicrelerinin inflamasyona
karsi yanit olusturma siirecinde TLR molekiillerinin etkin oldugu ¢esitli

calismalarda gosterilmistir. (84, 10)
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2.4.2 Inflamasyon durumunda kan retina bariyeri

Retinadaki enfeksiydoz veya immiin sistem aracili inflamasyon kan retina
bariyeri olarak adlandirilan anatomik, fizyolojik ve immiin regulatuar
komponentleri olan bir sistem tarafindan diizenlenir. Retinay1 inflamatuar yanit
sirasinda immiin sistemden korumak ve doku hasarini 6nlemeye yonelik tiim bu
mekanizmalara ragmen {iiveoretinit, diabetik retinopati ve yasa bagli makula
dejenerasyonu gibi hastaliklarin patogenezi sirasinda KRB biitiinliigii bozulmakta
ve retina ic¢ine lokosit infiltrasyonu gerceklesmekte ve doku hasari

olusmaktadir.(11)

Inflamasyon baslatic1 bir etken varhiginda endotel aktive edilmekte ve
l6kositler ile endotel arasinda selektinlerin aracilik ettigi endotel ylizeyinde
adezyon ve yuvarlanma baslamaktadir. Endotel yiizeyinde bulunan G protein
aracili reseptorler ile baglantiya gecen lokositler aktive olarak integrin molekiilleri
ile endotel yiizeyine siki adezyon saglarlar ve gliclii proinflamatuar mediyatorleri
salgilamaya baglarlar. Endotel hiicrelerinin aktivasyonu ve salgilanan sitokin,
kemokin ve matrix metalloproteinazlarin etkisiyle hiicreler arasi siki baglantilar
gevsemekte ve bariyer bozulmaktadir. KRB’nin biitlinliigiiniin bozulmasiyla
aktive olan Iokositler diapedez yoluyla i¢ retina katmanlarina dogru ilerlerler ve
retina infiltrasyonu gerceklesmis olur. (85) Sekil 7°de inflamasyon durumunda

retinaya l6kosit infiltrasyonu sematize edilmistir.
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DAMAR LUMENI

@ ® ® @ ®

Baglanma ve Aktivasyon Adezyon Diapedez Kan Retina Bariyeri
Yikimi
yuvarlanma
T Kemokin reseptorieri Hﬂ"'_ T:I
i g L‘
. . - protein L .
selekdinler * coupled ll |'|:ntegrmier ' MNEeE
? “a Aktive
I
- £ -é-ih%-%-i- (-3: 1&- Endote

o 0 ,  Nitrik Oksit
- Kemokinfer . i 7 o

o Proinflamatuar

3 @ /
T "“’ sitokinler
Anti-inflamatuar el
sitokinler STy X LENFOSIT

co-stimulasyon

MIKROGLIA DIGER APC

RETINA L e

Sekil 7: Inflamasyon durumunda retinaya lékosit infiltrasyonu

(Crane 1J, Liversidge J. Mechanisms of leukocyte migration across the blood-retina barrier Semin

Immunopathol (2008) 30:165—177 kaynagindan degistirilmistir.) (85)

2.5 Deneysel sepsis modellerinde retinokoroidal degisiklikler

Sistemik sepsis durumunda uzak doku ve organ hasarini agiklayabilmek i¢in
literatiirde pek ¢ok farkli hayvan modeli kullanilmigtir. Bu hayvan modelleri,
okiiler inflamasyon modeli olarak da kullanilmis olup hastalik patogenezinin daha
iyi anlasilmasina, yeni terapdtik ajanlarin gelistirilmesine ve test edilmesine

imkan saglamistir.
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Rosenbaum ve arkadaglar tarafindan yapilan bir ¢alismada (12) intravendz,
intraperitoneal veya subkutan yolla gram negatif bakteri endotoksini verilen
hayvanlarda bilateral okiiler inflamasyon gelistigi ilk kez gosterilmistir. Bu model
endotoksin ile indiiklenen tiveit (EIU) modeli olarak adlandirilmistir. EIU modeli
ilk tariflendigi yayinda on kamara, iris, silier cismi tutan 6n {iveit modeli olarak
tanimlanmis (12,13) olsa da sonradan yapilan calismalarda retinal ve koroidal
tutulum gosterilmistir. (14, 15) Bir ¢alismada LPS enjeksiyonu sonrasi 24. saatte
on ve arka segmente inflamatuar hiicre infiltrasyonu oldugu goriilmiistiir. Yine
ayni c¢aligmada koroidit, retinal vaskiilit, vitreus hemorajileri, degisik retina
katmanlarina PMNL infiltrasyonu ve fotoreseptor hiicre hasari izlenmistir. Retina
katmanlar1 i¢cinde yogun PMNL ve mononiikleer hiicre infiltrasyonu izlenmesi
inflamatuar yanit sirasinda retina kan bariyerinin bozuldugunun bir gostergesidir.
Bagta TNF-a ve IL-1 olmak tizere proinflamatuar mediyator salinimi ile vaskiiler
endotele PMNL migrasyonu ve adezyonu izlenmekte ve endotelyal permeabilite
artisi ile retinada inflamatuar yanit olusmaktadir. (15)

EIU modelinde retinokoroidal degisiklikler ile ilgili yapilan bagka bir
calismada LPS enjeksiyonu sonrasi 4. saatte retina kan damarlar1 duvarina
monositlerin yapismaya basladigi 16. saatte ise damar duvari i¢ine monosit
migrasyonu izlendigi gosterilmistir. Bu ¢alismada retinanin i¢ tabakalarinin
etkilenip dis fotoreseptor tabakasinin etkilenmemis olmasi ve silier cisme komsu
retina alanlar1 ile diger alanlar arasinda inflamasyon derecesi agisindan fark

olmamasi olusan immiin yanitin direkt LPS etkisi ile olustugu ve 6n segment

34



inflamasyonundan bagimsiz oldugunun gostergesi olabilecegi ifade edilmistir.
(14)

LPS enjeksiyonu sonrasinda retinada izlenen inflamasyon bazi yonlerden 6n
segment inflamasyonundan farklilik arzeder. Retinal degisiklikler 6n segment
degisikliklerine gore daha ge¢ ortaya ¢ikar. Retinadaki inflamasyon 48. saatte pik
yaparken 6n kamaradaki inflamatuar yanit 24. saatte en ileri diizeydedir. Bu
farkliligin nedenleri arasinda silier cismin fenestre kapiller yataktan daha zengin
olmasit ve On {iveadaki makrofaj yogunlugunun retinadan daha fazla olmasi
sayilabilir. (86, 87)

EIU modellerinde stereoanjiografi kullanilarak retinadaki mikrovaskiiler
degisiklikler ve inflamatuar doku hasari ile ilgili yapilan in vivo ¢aligmalarda da
LPS enjeksiyonu sonrasinda retinal damarlarda dilatasyon, multipl segmental
perivaskiiler sizintilar ve doku i¢ine 16kosit infiltrasyonu izlenmistir. (88) Baska
bir in vivo ¢alismada da LPS ile indiiklenen okiiler inflamasyon modelinde PMNL

ile endotel etkilesimi ¢aligilmig ve endotel hasar1 gosterilmistir. (89)

EIU modeli en onemli okiiler inflamasyon modellerinden biridir. EIU
modelinin retina ve retinal mikrovaskiiler sistemde en belirleyici 6zellikleri damar
duvarina PMNL adezyonu ve infiltrasyonu, doku ig¢ine protein ve sivi kagist ve
retina hiicre hasaridir. (16) LPS tarafindan indiiklenen TLR yolaginn son {irtini
olan TNF-a, IL-1, IL-6, IL-4, adezyon molekiilleri ve kemokinler gibi
proinflamatuar mediyatorlerin salinmasi ile dokuda inflamatuar siire¢ baslatilir.
Yapilan bir ¢calismada LPS ile baglatilan 16kosit yuvarlanmasi, adezyonu, doku

infiltrasyonu ve retina-kan bariyeri yikilmasinda 6zellikle TNF-o’nin etkili oldugu
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gosterilmigtir. Ayrica endotel hiicrelerinde apoptozun indiiklendigi ve bunun da
vaskiiler sizintiy1 arttirdigr izlenmistir. EIU modelinde retina-kan bariyerinin
bozuldugu ve bu bozulmanin PMNL adezyonu, endotelyal apoptoz ve

mikrovaskiiler hasar ile korele oldugu gosterilmistir. (17)

2.6 Inflamatuar Go6z hastaliklariin immunopatogenezinde TLR nin rolii

Inflamatuar g6z hastaliklar1 okiiler yiizeyden, retinaya, optik sinirden orbital
yapilara kadar goziin herhangi bir kismini tutabilmektedir. Inflamatuar goz
hastaliklar1 hafif ortam opasitesinden vizyonu ciddi sekilde tehdit eden derecelere
kadar farkli tutulumlar gostermektedir. G6z normalde inflamasyonun vizyon
tehdit edici etkilerinden sakinmak ic¢in immiin korunaklilik gostermektedir.
Immiin korunak, kan-okiiler bariyer ve hiimor akézde immunsiipresif faktorler
gibi ¢esitli anatomik ve hiicresel bilesenlerden olusmaktadir. Tim bu
mekanizmalara ragmen bazi inflamatuar durumlarda bu bariyerler yikilarak tiveit,
keratit gibi kinik tablolar olugsmaktadir. (90) TLR’in PMNL, monosit, makrofaj ve
dendritik hiicreler gibi immiin sistem hiicrelerinde eksprese oldugu bilinmektedir.
(91) TLR4 molekiiliiniin kornea epitel hiicreleri (6), korneal stromal fibroblastlar
(7), silier cisim, iris endotel hiicreleri (8), tiveadaki resident antijen sunan hiicreler
(9) ve RPE’de (10) eksprese edildigi gosterilmistir. Diger TLR tipleri ve eksprese

edildigi okiiler dokular Sekil 8’da gosterilmektedir. (92)
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RPE Silier cisim Epithelium:
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Epithalium:

g T "~ onrna— TR
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Sekil 8: Goz dokularinda TLR ekspresyonu

(Micera A, Stampachiacchiere B, Aronni S, dos Santos MS, Lambiase A. Toll-like receptors and the eye.

Curr Opin Allergy Clin Immunol. 2005 Oct;5(5):451-8. kaynagindan degistirilmigtir.)

Uvea:

Uveit en sik izlenen ve vizyon tehdit edici intraokiiler inflamatuar bir
hastaliktir. Uveit enfeksiy6z veya non-enfeksiyoz olabilmektedir. Her iki durumda
da g6z dokularinin mikrogcevresinde mikrobiyal veya otoimmiin uyar1 neticesinde
TLR aktivasyonu ile baslatilan ve ileri doku hasarina kadar varabilen inflamatuar
cevabir anlamak bu hastaligin patogenezini aydinlatmak ve yeni bir tedavi

segcenegi sunmak agisindan énemlidir. (93)

EIU modeli iyi bir insan tiveit modeli olarak calismalarda kullanilmaktadir.

TLR4 geninde nokta mutasyonu olan ve TLR4 sinyal sisteminde fonksiyon
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bozuklugu olan C3H/HeJ farelerinde yapilan ¢alismalarda bu farelerin LPS’e az
duyarli olduklar1 gériilmiis ve EIU modeli olusturulamamistir. Boylece EIU
patogenezi ile TLR4 sinyal sisteminin baglantili oldugu gosterilmistir. (36) Bir
baska calismada da {iveadaki resident APC’lerin TLR4 eksprese ettigi
gosterilmistir. (9) Iris ve silier cisim epitel ve endotelinde normal sartlarda TLR4
ve MD2 molekiiliiniin eksprese edilmedigi ancak kan yoluyla iletilen enfeksiyon
durumlarinda veya LPS enjeksiyonu sonrasinda TLR4 ekspresyonunun basladigi
izlenmistir. Bu sistem goziin immiin korunaklilig: ile de uyumludur. (9) In vitro
bir ¢alismada da iris endotel hiicrelerinin in vivo TLR4 eksprese etmedigi halde
LPS ile uyarilmast sonucu TLR4 ekspresyonuna basladig1 gosterilmistir. (8) LPS-
TLR4 baglanmasi ile aktive olduklarinda tiveal APC’lerin perivaskiiler alana go¢

ettikleri ve proinflamatuar sitokin salgilamaya basladiklar1 gosterilmistir.

Retina:

RPE hiicreleri yliksek oranda TLR2, 3 ve 4, CD14, MD2 molekiillerini
eksprese etmektedir. (84) Noral retina ile vaskiiler koroid arasindaki stratejik
konumu nedeniyle ve kan retina bariyeri yapisina katilmasiyla RPE tabakasi
hasart pek ¢ok okiiler inflamatuar hastalifin patogenezinde O6nemli rol
oynamaktadir. (94) RPE hiicreleri retinanin immiin yanitinda aktif rol almakta ve
stimule edildiklerinde antijen sunucu hiicre gibi davranarak sitokin ve kemokin
tiretimine katkida bulunmaktadir. RPE hiicrelerinin ayn1 zamanda dis fotoreseptor
segment fagositozu ile iligkili oldugu ve bu fagositozu baglatmak i¢in TLR4
baglantili hiicresel sinyal sistemini kullandig1 gosterilmistir. RPE hiicrelerindeki

TLR4 aktivasyonunun {iveit, retinokoroidit, yasa bagli makula dejenerasyonu gibi
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proinflamatuar  patofizyolojik  degisikliklerin  eslik  ettigi  farkli  retina

hastaliklarinda rol oynadig diistintilmiistiir. (10)

RPE hiicrelerinin kan-retina bariyerinde énemli immiinolojik gorev almasi,
bu hiicrelerde eksprese edilen TLR fonksiyonu ile c¢esitli inflamatuar retina
hastaliklarina ~ verilen  immiin  cevap  arasinda iliski  olabilecegini
distindtirmektedir. TLR eksprese eden RPE hiicreleri enfeksiy6z ajan ile
karslastiginda hizla yanit vermekte ve nérosensdoriyel retina hasarina engel olmaya
calismaktadir. Ancak kan retina bariyerinin bozuldugu durumlarda hem
dolagimdaki immiin sistem hiicrelerinde hem de RPE hiicrelerinde inflamatuar
yanit proinflamatuar yone kayarak immiin yanittaki denge bozulmakta ve

retinokoroidit tablosuna neden olan retina hiicre hasar1 olusmaktadir. (93)

TLR ile ilgili arastirmalar derinlestikce okiiler immiinitede ve
inflamasyondaki rolii ag¢ikliga kavusacaktir. TLR’lerin okiiler immdiinoloji
alaninda pek ¢ok c¢alismaya konu olmasi gibi korneal transplantasyon ve
intraokiiler timor patogenezi ile de ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir. Vizyonu
koruma amacl gozde normalde bulunan immiin korunak sisteminin inflamatuar
bir atakta nasil bir molekiiler mekanizma ile bozuldugu net olarak
bilinememektedir. Mikrobiyal ajan veya PAMP ile TLR etkilesiminin gozde
inflamatuar siireci baslatan kritik bir nokta oldugu ve bu etkilesimin
aydinlatilmasinin okiiler inflamatuar hastaliklarinin tan1 ve tedavisinde yol

gosterici olabilecegi diistintilmektedir. (93)
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3. MATERYEL- METOD

Bu ¢alismada 8 haftalik ortalama agirliklart 240-310 gram arasinda degisen
50 adet Wistar-albino erkek rat kullanilmistir. Ratlar standart kafeslere 2 rat bir
kafeste olacak sekilde konularak standart laboratuar sartlari saglanmistir. (22°C,
%40-60 nem, 12 saat aydinlik/karanlik doéngiisii). Hayvanlar Gazi Universitesi
Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’nden elde edilmis olup ¢alisma da yine ayni
merkezde gerceklestirilmistir. Etik kurul onayr Gazi Universitesi Deney

Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan alinmistir.

Sepsis modeli intraperitoneal olarak 1.5 mg/kg lipopolisakkarid (LPS)
(Sigma-Aldrich, Germany) enjeksiyonu ile olusturulmustur. TLR-4 antagonisti

olarak eritoran (E5564, Onicon Chemical Co, China) kullanilmistir.

100 mg/kg ketaminin (Ketalar, Eczacibasi, Istanbul, Tiirkiye) intramiiskiiler
verilmesi ile olusturulan anesteziyi takiben biyokimyasal parametreler i¢in vena
cavadan 4-5 ml kan o6rnegi alinmistir. Takiben konjonktiva agilip, kaslar ekarte
edildikten sonra goz nazik¢e 6ne cekilip optik sinir ¢ok kisa giidiik kalmayacak
sekilde kesilerek entikleasyon yapildiktan sonra hayvanlar sakrifiye edilmistir.

Her grupta 10 hayvan olmak {izere hayvanlar 5 grupta incelenmistir:

Grup I (sham): Sepsis olusturulmayan ve tedavi edilmeyen ancak eniikleasyon
yapilarak baz degerlerin alindig1 grup.
Grup II (12. saat kontrol grubu=12KG): Sepsis olusturulmak iizere verilen LPS

ile es zamanl olarak 0.5 mg/kg serum fizyolojik soliisyonunun kuyruk veninden
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intravendz olarak verildigi grup. 12. saatte kan Ornegi alinmig ve eniikleasyon
yapilmugtir.
Grup III (24. saat kontrol grubu=24KG): Sepsis olusturulmak iizere verilen LPS
ile es zamanl olarak 0.5 mg/kg serum fizyolojik soliisyonunun kuyruk veninden
intravendz olarak verildigi grup. 24. saatte kan 6rnegi alinmis ve eniikleasyon
yapilmstir.
Grup IV (12. saat ¢alisma grubu=12CG): Sepsis olusturulmak tizere verilen LPS
ile es zamanli olarak 0.5 mg/kg E5564°lin kuyruk veni kullanilarak intraven6z
olarak verildigi grup. 12. saatte kan 6rnegi alinmig ve eniikleasyon yapilmistir.
Grup V (24. saat calisma grubu=24CG): Sepsis olusturulmak iizere verilen LPS
ile es zamanl olarak 0.5 mg/kg E5564’tin kuyruk veni kullanilarak intravenoz
olarak verildigi grup. 24. saatte kan 6rnegi alinmig ve eniikleasyon yapilmistir.
Her ratin her iki gozii de ¢aligmaya dahil edilmistir. Bir gézde histopatolojik
degerlendirme yapilirken, diger goz de retinokoroidal dokuda TNF-a, MDA ve
NFkB olgtimleri icin kullanilmistir. Ratlardan Serum TNF-o (pg/ml),
retinokoroidal dokuda TNF-o (ng/mg protein), Serum MDA (U/ml),
retinokoroidal dokuda MDA (U/ml) ve yine retinokoroidal dokuda NFkB (ng/mg
protein) degerleri elde edilmistir. Kan orneginde TNF-a ve MDA diizeyleri
ELISA yontemi ile ¢alisilmistir. Retinokoroidal dokuda homojenizasyon
sonrasinda; TNF-o, MDA ve NF«kB &l¢iimii hazir kit kullanilarak ELISA y6ntemi

ile yapilmistir.
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Retinadaki mikrovaskiiler ve parankimal hasar1 ortaya koymak i¢in
histopatolojik inceleme hemotoksilen-eozin ile boyanarak degerlendirilmis ve

asagidaki skorlama sistemine gore skorlanmigstir:

Grade 0= Minimal (minimal hiicre infiltrasyonu, pigment bozuklugu veya

minimal dejenerasyon)

Grade 1= Zayif (anterior retinada hiicre infiltrasyonu ve i¢ limitan membranda

kalinlagsma)

Grade 2 = Orta (retinada ileri hiicre infiltrasyonu, retinal foldlar)

Grade 3 = Kuvvetli (belirgin retina dejenerasyonu)

Grade 4 = Cok kuvvetli (retinal doku izlenemiyor)

Bu olglilen parametreler ile inflamasyona sekonder retinokoroidal hasarin
degerlendirilmesi amaclanmistir. Calisma diizenine 12. ve 24. saat olarak iki
grubun ilave edilmis olmasinin nedeni sistemik sepsisin zamanla retinokoroidal
dokuda nasil etki olusturdugunu izlemek ve eritoranin zamana bagli olarak
etkinliginin degisimini ortaya koymaktir.

Calisma Deseni: Calisma, prospektif randomize kontrollii hayvan deneyi olarak
planlanmistir. Ratlarin ¢alisma gruplarina atamasinda Mahmood Saghaei
tarafindan gelistirilen Random Allocation Software (Ver. 1.0.0 © Mahmood
Saghaei, Isfahan University of Medical Sciences, Isfahan, Iran,

msaghaei@yahoo.com, BMC Med Res Methodol. 2004; 4: 26) paket programi

kullanilarak yapildi.
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Orneklem Biiyiikliigii ve Gii¢: Calisma icin gereken drneklem biiyiikliigii ve giig
hesaplamast G*Power (Ver. 3.0.10, Franz FAUL, Universitdt Keil, Germany,

www.psycho.uni-duesseldorf.de/aap/projects/gpower/) programi ile yapildi.

Calismadan % 80 gii¢ elde edebilmek i¢in f=0.30 etki genisliginde, a=0.05 Tip I
hata ve $=0.20 Tip II hata oranlar ile 3 grupta 2 tekrar i¢in her grupta her tekrar
icin en az 10 rat alinmasi1 gerektigi hesaplandi. Calisma 10’u sham, 20°si kontrol

ve 20’si de deney grubunda olmak iizere toplam 50 rat ile yiirtitiilda.

Istatistiksel Analizler:

Deneysel calisma kapsaminda 3 farkli gruptan 12. ve 24. saatte Olgiilen
serum ve doku TNF-a, serum ve doku MDA ve NFkB degerlerinin normal
dagilima uygunlugu grafiksel olarak ve Shapiro-Wilk testi ile incelendi. Serum
TNF-a ve Doku MDA &l¢timlerinin hem 12 hem de 24 saat degerlerinin normal
dagilima uyduklari, diger 6l¢timlerin ise normal dagilima uymadiklar1 goriildii.
Tanimlayicr istatistiklerin gosteriminde en kii¢iik ve en biiyiik degerin yaninda
normal dagilima bagli olarak ortalamatstandart sapma (SS) ya da ortanca
(Ceyreklikler Arasi Genislik, Interquartile Range — IQR) kullanildi. 12. ve 24. saat
Ol¢lim degerlerinin ¢alisma gruplarina gore karsilastirilmasinda Serum TNF—a ve
Doku MDA i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post-hoc ikili
karsilagtirmalar i¢in ise Bonferroni testi kullanildi. Diger 6l¢tim degerlerinin
gruplara gore karsilastirilmasi i¢in ise ANOVA’nin non-parametrik karsiligi olan
Kruskal-Wallis non-parametrik varyans analizi uygulandi. Farklilik bulundugunda

farkin hangi gruptan kaynaklandigin1 belirleyebilmek amaci ile post-hoc ikili
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karsilagtirmalar i¢in Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney testine basvuruldu.
Calisma gruplarina gore Ol¢im degerlerindeki 12. saat — 24. saat degisimini
incelemek amaci ile Serum TNF—a ve Doku MDA i¢in paired sample t testi, diger
Ol¢tim degerleri i¢in ise Wilcoxon isaretli siralar testi uygulandi. Histopatoloji
sonuclarint degerlendirmek amaci ile ki-kare likelihood ratio (olabilirlik orani)
hesaplandi. Ttim istatistiksel analiz ve hesaplamalar MS-Excel 2003 ve SPSS for
Win. Ver. 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL., USA) paket programlar ile yapildi.
[statistiksel kararlarda p<0.05 diizeyi anlamli farklihgin gdstergesi olarak kabul

edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Serum ve Doku TNF—a, Serum ve Doku MDA ve NFkB Sonuclar:

Calisma baglangicinda normal ratlarin (Sham) degerlerini belirleyebilmek
amaci ile 10 rattan Serum TNF—-o, Doku TNF—a, Serum MDA, Doku MDA ve

NF«B degerleri elde edildi (Tablo 5).

Tablo 5: Sham grubu TNF—a, MDA ve NF«kB degerleri

Ortalama+SD
Degisken En Az En Cok Ortanca (IQR)
Serum TNF-o 15.00 24.00 19.90 + 2.89
(pg/ml)
Doku TNF-o 0.30 1.00 0.75 (0.43)
(ng/mg protein)
Serum MDA
(Ufml) 8.00 8.00 8.00 (0.00)
Doku MDA
. 12.1 94 £ 1.
(Ufml) 7.70 0 9.94 £1.71
NF«B
) . 0.27 0.32 0.30 (0.02)
(ng/mg protein)
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4.1.1 12. saatte Serum ve Doku TNF-a, Serum ve Doku MDA ve NFxB

degerlendirilmesi

Calismanin 12. saatinde Kontrol ve Deney grubu ratlardan elde edilen
degerler Tablo 6°da, calisma baslangicindaki Sham grubu degerleri ile birlikte

Sekil 9-13’de gosterilmistir.

Tablo 6: Calismanin 12. saatinde Kontrol ve Deney grubu degerleri

Ortalamat+SD
Degisken En Az En Cok Ortanca (IQR)
Kontrol 25.00 39.00 32.50 +£4.48
Serum TNF—a
Deney 19.00 36.00 28.20 £ 5.43
Kontrol 1.90 2.70 2.15(0.53)
Doku TNF—-a
Deney 1.70 2.40 2.15(0.33)
Kontrol 14.00 25.00 17.50 (5.50)
Serum MDA
Deney 11.00 20.00 15.50 (4.75)
Kontrol 20.00 34.00 24.50 £ 6.75
Doku MDA
Deney 16.00 30.00 22.50 £ 4.62
Kontrol 0.32 0.77 0.38 (0.03)
NF«B
Deney 0.28 0.37 0.34 (0.05)

Sekil 9-13  hazirlanirken  Sham  grubundaki ratlarin  ¢alisma
baslangicindaki degerlerinin c¢alismanin 12. saatinde de degismeyecegi kabul
edilmistir.
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4.1.1.1 12. saatte Serum TNF—a

12. saat Serum TNF—o ortalamalar1 ¢alisma gruplarina gore istatistiksel
olarak da anlamli miktarda farklilik gostermektedir (F=21.260; p<0.001).
Farkliligin hangi gruptan kaynaklandig: incelendiginde; Sham ve Kontrol grubu
arasindaki 12.60 birimlik fark istatistiksel olarak da anlamlidir (p<0.001). Sham
ve Deney grubu arasindaki 8.30 birimlik farklilik da istatistiksel olarak dnemlidir
(p=0.001). Kontrol ve Deney grubu arasindaki 4.30 birimlik farklilik ise
istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0.112). Serum TNF—o 12. saat ortalamalari
biiylikten kiigiige; Kontrol, Deney ve Sham grubu olarak belirlenmistir (Sekil 9).
Deney hayvanlarinda sepsis modeli tam olarak olusmustur. Sepsis modeli
olusturulan ancak tedavi uygulanmayan Kontrol grubundaki ratlarda TNF-a
ortalamasi tedavi goren Deney grubundan daha yiiksektir. Calismanin 12. saatinde
tedavi goren deney grubunda tedavinin etkileri gézlenmeye baglamis ve TNF—a
degerlerinde diisiis gézlenmistir. Ancak etkiler istatistiksel olarak anlamli olmaya

yeterli olacak kadar belirgin degildir.
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Sekil 9: Calisma gruplarina gore 12. saat Serum TNF-o ortalamalar1 (standart
sapmalar ile birlikte)
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4.1.1.2 12. saatte Doku TNF—«.

12. saat Doku TNF-a ortancalar1 ¢alisma gruplarina gore istatistiksel
olarak da anlamli miktarda farklilk gdstermektedir (x*=14.372; p<0.001).
Farkliligin hangi gruptan kaynaklandig: incelendiginde; Sham ve Kontrol grubu
arasindaki farklilik istatistiksel olarak da anlamlidir (Z=3.791; p<0.001). Sham ve
Deney grubu arasindaki farklilik da istatistiksel olarak onemlidir (Z=3.791;
p<0.001). Kontrol ve Deney grubu arasindaki farklilik ise istatistiksel olarak
anlaml1 degildir (Z=0.952; p=0.353). Doku TNF—a 12. saat ortancalar1 biiyiikten
kiigtige; Kontrol, Deney ve Sham grubu olarak belirlenmistir (Sekil 10). Doku
TNF-a degerlerinin Kontrol grubunda Sham grubuna gore yiiksek olmasi deney
hayvanlarinda sepsis modelinin tam olarak olustugunu desteklemektedir. Sepsis
modeli olusturulan ancak tedavi uygulanmayan Kontrol grubundaki ratlarda Doku
TNF—a ortalamasi tedavi goren Deney grubundan daha yiiksektir. Calismanin 12.
saatinde tedavi goren deney grubunda tedavinin etkileri gézlenmeye baslamis ve

Doku TNF—a degerlerinde diisiis gozlenmistir.

3,0

2,54

i

2,0 4

1,5 4

1,0 4
0I5 -
0,0 +

Sham Kontrol Deney

Doku TNFy, (12. saat)

Calisma Gruplari

Sekil 10: Calisma gruplarina gore 12. saat Doku TNF-o ortalamalart (standart

sapmalar ile birlikte)
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4.1.1.3 12. saatte Serum MDA

12. saat Serum MDA ortancalar1 ¢aligma gruplarina gore istatistiksel
olarak da anlamli miktarda farklilik gostermektedir (3°=16.337; p<0.001).
Farkliligin hangi gruptan kaynaklandig: incelendiginde; Sham ve Kontrol grubu
arasindaki farklilik istatistiksel olarak da anlamlidir (Z=4.042; p<0.001). Sham ve
Deney grubu arasindaki farklilik da istatistiksel olarak onemlidir (Z=4.040;
p<0.001). Kontrol ve Deney grubu arasindaki farklilik ise istatistiksel olarak
anlamh degildir (Z=1.633; p=0.105). Serum MDA 12. saat ortancalar1 biiylikten
kiigiige; Kontrol, Deney ve Sham grubu olarak belirlenmistir (Sekil 11). Sepsis
olusturulan ancak tedavi almayan Kontrol grubundaki ratlarda serum MDA
degerleri yine sepsis olusturulan ve tedavi edilen Deney grubundaki ratlara gore
bir miktar daha yiiksektir ancak bu farklilik istatistiksel olarak anlamli

olamayacak kadar azdir.
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Sham Kontrol Deney
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Sekil 11: Calisma gruplarina gére 12. saat Serum MDA ortalamalar1 (standart

sapmalar ile birlikte) (Sham grubunda standart sapma yoktur)
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4.1.1.4 12. saatte Doku MDA

12. saat Doku MDA ortalamalar1 ¢aligma gruplarma gore istatistiksel
olarak anlamli farklilik gostermektedir (F=43.494; p<0.001). Farkliligin hangi
gruptan kaynaklandigr incelendiginde; Sham ve Kontrol grubu arasindaki 15.46
birimlik fark istatistiksel olarak da anlamlidir (p<0.001). Sham ve Deney grubu
arasindaki 12.56 birimlik farklilik da istatistiksel olarak onemlidir (p<0.001).
Kontrol ve Deney grubu arasindaki 2.90 birimlik farklilik ise istatistiksel olarak
anlamli degildir (p=0.334) (Sekil 12). Serum MDA degerlerinde oldugu gibi doku
MDA degerlerinde de tedavi goren deney grubundaki ratlarin ortancalart kontrol
grubundaki ratlardan daha diisiiktiir, ancak bu farklilik istatistiksel olarak onemli

olamayacak kadar azdir.

35,0

30,0 4

25,0

20,0

15,0

10,0 -

Doku MDA (12. saat)

A

5,0

0,0

Sham Kontrol Deney
Galisma Gruplari

Sekil 12: Calisma gruplarina gore 12. saat Doku MDA ortalamalar1 (standart

sapmalar ile birlikte)
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4.1.1.5 12. saatte NFxB

12. saat NFxB ortancalar1 ¢alisma gruplarina gore istatistiksel olarak da
anlamli miktarda farkhilik gostermektedir (3°=14.307; p<0.001). Farkliligin hangi
gruptan kaynaklandigi incelendiginde; Sham ve Kontrol grubu arasindaki
farklilik istatistiksel olarak da anlamhidir (Z=3.782; p<0.001). Sham ve Deney
grubu arasindaki farklilik da istatistiksel olarak onemlidir (Z=3.782; p<0.001).
Kontrol ve Deney grubu arasindaki farklilik ise istatistiksel olarak anlamli degildir
(Z=1.293; p=0.218). NF«B 12. saat ortancalar1 biiyiikten kii¢tige; Kontrol, Deney
ve Sham grubu olarak belirlenmistir (Sekil 13). Serum ve Doku TNF-a degerleri
ile yine serum ve doku MDA degerlerine benzer sekilde sepsis olusturulan ancak
tedavi edilmeyen kontrol grubundaki ratlarin NFxB ortancalari tedavi géren deney
grubundaki ratlara gore daha yiiksek olmasina karsin aradaki farklilik istatistiksel

olarak anlamli olmaya yeterli degildir.
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=
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Sekil 13: Caligma gruplarina gore 12. saat NFxB ortalamalar1 (standart sapmalar
ile birlikte)
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4.1.2 24. saatte Serum ve Doku TNF-a, Serum ve Doku MDA ve NF«xB

degerlendirilmesi

Calismanin 24. saatinde Kontrol ve Deney grubu ratlardan elde edilen
degerler Tablo 7’de, Sham grubu degerleri ile birlikte Sekil 14-18°de

gosterilmistir.

Tablo 7: Calismanin 24. saatinde Kontrol ve Deney grubu degerleri

Ortalamat+SD
Degisken En Az En Cok Ortanca (IQR)
Kontrol 22.0 48.00 39.40 £ 7.55
Serum TNF—a
Deney 15.00 34.00 25.20 £5.59
Kontrol 2.20 3.60 2.90 (0.80)
Doku TNF—-a
Deney 1.40 2.90 1.95(0.43)
Kontrol 24.00 35.00 29.00 (6.00)
Serum MDA
Deney 8.00 18.00 13.00 (4.25)
Kontrol 21.00 37.00 28.40 £ 4.74
Doku MDA
Deney 15.00 27.00 20.00 + 3.80
Kontrol 0.35 0.46 0.41 (0.04)
NF«B
Deney 0.24 0.36 0.31 (0.05)

Sekil 14-18 hazirlanirken Sekil 9—13’de oldugu gibi Sham grubundaki
ratlarin c¢aligma baslangicindaki degerlerinin ¢alismanin 24. saatinde de
degismeyecegi kabul edilmistir.
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4.1.2.1 24. Saatte Serum TNF—-o

24. saat Serum TNF—oa ortalamalar1 ¢alisma gruplarina gore istatistiksel
olarak da anlamli miktarda farklilik gostermektedir (F=31.591; p<0.001).
Farkliligin hangi gruptan kaynaklandig: incelendiginde; Sham ve Kontrol grubu
arasindaki 19.50 birimlik fark istatistiksel olarak da anlamlidir (p<0.001). Sham
ve Deney grubu arasindaki 5.30 birimlik farklilik istatistiksel olarak anlamli
degildir (p=0.139). Kontrol ve Deney grubu arasindaki 14.20 birimlik farklilik
istatistiksel olarak da onemlidir (p<0.001). Serum TNF-—a 24. saat ortalamalari
biiytikten kiiciige; Kontrol, Deney ve Sham grubu olarak belirlenmistir (Sekil 14).
Sepsis olusturulan ve tedavi edilmeyen Kontrol grubunda 6l¢iilen Serum TNF-a
degerleri tedavi edilen Deney grubundan istatistiksel olarak da anlamli miktarda
daha yiiksektir. Uygulanan tedavi Serum TNF-o degerini azaltma yoniinde ige
yaramaktadir. Tedavi sonrasi Serum TNF-o degerleri sepsis olusturulmayan
Sham grubundan istatistiksel olarak farkli degildir. Tedavi Serum TNF-a

degerlerini normale dondiirme konusunda bagarilidir.
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Sekil 14: Calisma gruplarina goére 24. saat Serum TNF-o ortalamalar1 (standart
sapmalar ile birlikte)
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4.1.2.2 24. saatte Doku TNF—a

24. saat Doku TNF-a ortancalari ¢alisma gruplarina gore istatistiksel
olarak da anlamli miktarda farklilik gostermektedir (x2=24.847; p<0.001).
Farkliligin hangi gruptan kaynaklandig: incelendiginde; Sham ve Kontrol grubu
arasindaki farklilik istatistiksel olarak da anlamlidir (Z=3.795; p<0.001). Sham ve
Deney grubu arasindaki farklilik da istatistiksel olarak onemlidir (Z=3.801;
p<0.001). Kontrol ve Deney grubu arasindaki farklilik da istatistiksel olarak
anlamlidir (Z=3.468; p<0.001). Doku TNF-o 24. saat ortancalar1 biiyiikten
kiigtige; Kontrol, Deney ve Sham grubu olarak belirlenmistir (Sekil 15). Doku
TNF—a degerleri ¢calisma gruplarinin her birinde digerlerinden farkli bulunmustur.
Saglikli ratlar (Sham) en dusiik doku TNF-o degerlerine sahipken, sepsis
olusturulan ancak tedavi edilmeyen (Kontrol) ratlarda doku TNF—o degerleri en
yiiksek diizeydedir. Sepsis olusturulan ve tedavi edilen (Deney) gruptaki ratlarda
doku TNF-a degerleri Sham grubuna gore halen yiiksek olmasina karsin Kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak da anlamli miktarda daha dustiktiir.
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Sekil 15: Calisma gruplarina gore 24. saat Doku TNF-a ortalamalar1 (standart

sapmalar ile birlikte)
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4.1.2.3 24. saatte Serum MDA

24. saat Serum MDA ortancalar1 ¢aligma gruplarina gore istatistiksel

olarak da anlamli miktarda farklilik gostermektedir (3°=25.888; p<0.001).

Farkliligin hangi gruptan kaynaklandigi incelendiginde; Sham ve Kontrol grubu

arasindaki farklilik istatistiksel olarak da anlamlidir (Z=4.040; p<0.001). Sham ve

Deney grubu arasindaki farklilik da istatistiksel olarak onemlidir (Z=3.734;

p<0.001). Kontrol ve Deney grubu arasindaki farkliliklar da istatistiksel olarak

onemlidir (Z=3.790; p<0.001). Serum MDA 24. saat ortancalar1 biiylikten kiictige;

Kontrol, Deney ve Sham grubu olarak belirlenmistir (Sekil 16). Sepsis olusturulan

ve tedavi edilen Deney grubundaki ratlarin serum MDA degerleri Kontrol

grubuna gore daha diisiik olmasmma karsin halen saglikli ratlara gore daha

yiiksektir.
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Sekil 16: Calisma gruplarina gére 24. saat Serum MDA ortalamalar1 (standart

sapmalar ile birlikte) (Sham grubunda standart sapma sifirdir)
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4.1.2.4 24. saatte Doku MDA

24. saat Doku MDA ortalamalar1 ¢aligma gruplarina gore istatistiksel

olarak anlamli farklilik gostermektedir (F=64.298; p<0.001). Farkliligin hangi

gruptan kaynaklandigi incelendiginde; Sham ve Kontrol grubu arasindaki 18.46

birimlik fark istatistiksel olarak da anlamlidir (p<0.001). Sham ve Deney grubu

arasindaki 10.06 birimlik farklilik da istatistiksel olarak onemlidir (p<0.001).

Kontrol ve Deney grubu arasindaki 8.40 birimlik farklilik da istatistiksel olarak

anlamhidir (p<0.001) (Sekil 17). 24. saat doku MDA degerleri biiyiikten kii¢ciige

dogru Kontrol, Deney ve Sham gruplari olarak siralanabilir.
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Sekil 17: Calisma gruplarina gore 24. saat Doku MDA ortalamalar1 (standart

sapmalar ile birlikte)
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4.1.2.5 24. saat NFxB

24. saat NFxB ortancalar1 ¢alisma gruplarina gore istatistiksel olarak da
anlamli miktarda farklihk gostermektedir (3°=19.408; p<0.001). Farkliligin hangi
gruptan kaynaklandigi incelendiginde; Sham ve Kontrol grubu arasindaki
farklilik istatistiksel olarak da anlamlidir (Z=3.800; p<0.001). Sham ve Deney
grubu arasindaki farklilik istatistiksel olarak onemli degildir (Z=0.655; p=0.529).
Kontrol ve Deney grubu arasindaki farklilik ise istatistiksel olarak anlamlidir
(Z=3.717; p<0.001). NFxB 24. saat ortancalar1 biiyiikten kii¢tige; Kontrol, Deney
ve Sham grubu olarak belirlenmistir (Sekil 18). Sepsis olusturulan ratlardan
tedavi edilenlerin 24. saat NFkB degerleri Sham grubu ratlardan istatistiksel
olarak farksiz duruma gelmistir. Uygulanan tedavi sepsise bagli NFkB degerlerini

normale dondiirme yoniinde 24 saatte bile etkili sonuglar vermektedir.
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Sekil 18: Calisma gruplarina gore 24. saat NFxB ortalamalar (standart sapmalar
ile birlikte)
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4.1.3 12. saat ve 24. saat Serum ve Doku TNF—a, Serum ve Doku MDA ve NFxB

degerlerinin karsilastirilmasi

Deney gruplar1 arasindaki 12. saat — 24. saat farkliliklar1 arastirildi. Sonuglar
Tablo 8’de gosterilmistir. Tablo 8 incelendiginde; Serum ve Doku TNF—a
degerlerinde 12. saat — 24. saat farkliliginin Kontrol grubunda énemli oldugu
(swrastyla Z=3.427; p=0.008 ve Z=2.844; p=0.004), Deney grubunda ise anlaml
olmadig1 (p>0.05) goriilmektedir. Kontrol grubunda Serum ve Doku TNF—a
degerleri 24. saatte 12. saate gore artis gostermektedir ve bu artis istatistiksel
olarak da anlamlidir. Deney grubunda ise Serum ve Doku TNF—a degerleri 24.
saatte 12. saate gore azalmis olmasina karsin gozlenen bu disiis istatistiksel olarak

anlaml degildir.

Serum ve Doku MDA o6l¢iimleri Kontrol grubunda 24. saatte 12. saate
gore istatistiksel olarak da anlamli miktarda ylikselirken, deney grubunda 24.
saatte 12. saate gore istatistiksel olarak da anlamli bir diisiis gozlenmistir. Sepsis

tedavisi Serum ve Doku MDA degerini 24 saat icerisinde diisiirmeye baglamistir.

NF«B o6l¢timleri incelendiginde Kontrol grubunda 24. saatte 12. saate gore
bir miktar artis olmasina karsin bu artis istatistiksel olarak anlamli olamayacak
kadar azdir. Sepsis tedavisi uygulanan Deney grubunda ise 12. saatten 24. saate
gecilirken istatistiksel olarak da anlamli miktarda NFxB degeri disiisi

gozlenmistir.
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Tablo 8: Calisma gruplarina gore 12. ve 24. saat degerleri ve karsilastirma

sonuglari
SHAM KONTROL DENEY
Test Test
12. Saat 24. Saat istatistigi 12. Saat 24, Saat Istatistigi
Ortalama+SS OrtalamatSS  OrtalamazSS OrtalamatSS  OrtalamatSS
Ortanca Ortanca Ortanca Ortanca Ortanca
Degiskenler (IQR) (IQR) (IQR) Z/t (p)* (IQR) (IQR) Z/t (p)*
Serum 10.9042.88  32.50+4.48 39404755 o7 58004543 25204550 b 20
TNF-o R T B (0.008) e S (0.069)
Doku 7=2.844 7=1.903
0.75 (0.43 2.15 (0.53 2.90 (0.80 2.15 (0.33 1.95 (0.43
TNF-« (0.43) 0.53) (0.80) (0.004) (0.33) (0.43) (0.057)
Serum 8.0 (0.0) 17.50 29.00 Z=2911 15.50 13.00 7=2.676
MDA R (5.50) (6.00) (0.004) (4.75) (4.25) (0.007)
Doku 9.94+1.71 25404472 28404474 ' o0% 5y s0s462 20008380 L 160
MDA R T T (0.003) T T (0.002)
7Z=1.794 0.31 8 7=2.722
NFxB 0.30 (0.02 0.38 (0.03) 0.41 (0.04 0.34 (0.05
* 0.02) 0.03) 0.04) (0.073) 0.03) (0.05) (0.006)

* Z: Wilcoxon isaretli siralar test sonucu

4.2 Histopatoloji Sonuclar:

t: Paired sample t test sonucu

Deney ve kontrol grubundaki ratlardan alinan retina 6rnekleri hemotoksilen-

eozin ile boyanarak preparatlar hazirlandi ve histopatolojik olarak incelendi ve

retina hasari skorlandi.

histopatolojik olarak degerlendirildi.

gosterilmistir.

Calisma gruplarindaki ratlarin retinalart ¢alismanin 12. ve 24. saatinde

Degerlendirme sonuglart Tablo 9°de
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Tablo 9: Deney ve kontrol gruplarinda retina histopatoloji sonuglar1

Takip

Histopatoloji Kontrol Deney Toplam
Zaman Sonucu
Minimal n (%) 7 (70.0) 9 (90.0) 16 (80.0)
Zayif n (%) 3 (30.0) 1(10.0) 4 (20.0)
§ Orta n (%) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
g Kuvvetli n (%) 0(0.0) 0(0.0) 0 (0.0)
Cok Kuvvetli n (%) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
Toplam n (%) 10 (100.0) 10 (100.0) 20 (100.0)
Minimal n (%) 0 (00.0) 6 (60.0) 6 (30.0)
Zay1f n (%) 9 (90.0) 4 (40.0) 13 (65.0)
§ Orta n (%) 1(10.0) 0(0.0) 1(5.0)
;; Kuvvetli n (%) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
Cok Kuvvetli n (%) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
Toplam n (%) 10 (100.0) 10 (100.0) 20 (100.0)

Tablo 9’a gore; sepsis olusturulup tedavi uygulanmayan kontrol ve tedavi

uygulanan deney gruplarinda ¢alismanin 12. saatinde “Orta” ya da daha {izerinde

histopatolojik olarak siniflanan retina 6rnegi yoktur. Calismanin 24. saatinde ise

deney grubundaki ratlarin 3’{inde Minimal’den Zayif’a gecis gozlenirken, kontrol

grubunda Minimal grubundaki ratlarin tamami zayif ve orta histopatolojik

sonuglarima dontismiistiir. Kontrol grubunda 24. saatte histopatoloji sonucu

kotilesmeye baglamistir.
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9% ¢

Histopatoloji sonucu “Minimal” olanlar “Etkilenmemis”, “Zayif” ve daha
yiiksek olanlar ise birlestirilerek “Etkilenmis™ olarak yeniden kodlandi. Yapilan
yeni kodlama sonucunda ¢alisma gruplarinda 12. ve 24. saat retina histopatoloji

sonuglar1 Tablo 10°daki bi¢imde olusmustur.

Tablo 10: Deney ve kontrol gruplarinda retina histopatoloji (kodlanmis) sonuglari

Takip

Histopatoloji
! S P n Kontrol Deney Toplam Xz p
Zamani onucu
Etkilenmemis (;) 7(70.0)  9(90.0) 16 (80.0)
(1)
12. Saat 1.297 0.255
Etkilenmis n 3(30.0) 1(10.0) 4 (40.0)
(%)
Etkilenmemis ( (;) 0(0.0)0 6(60.0) 6(30.0)
(1)
24. Saat 10.974  0.001 *
Etkilenmis n 10 4(40.0) 14 (70.0)

(%)  (100.0)

xz : Ki-kare Likelihood ratio degeridir * Istatistiksel olarak anlamli farklilik

Tablo 10 incelendiginde; 12. saat retina histopatoloji sonug¢larinin Kontrol
ve Deney gruplar1 arasinda istatistiksel olarak farksiz oldugu, 24. saate
gelindiginde ise sepsis kaynakli kotiilesmenin tedavi almayan kontrol grubunda
cok daha belirgin hale geldigi goriilmektedir. 24. saatte kontrol grubundaki
ratlarin tamaminda sepsis retinay1 etkilemisken, tedavi uygulanan deney grubunda

ratlarin yarisindan fazlasi (n=6; % 60.0) “Etkilenmemis” olarak kalmaya devam
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etmektedir. Retina histopatoloji sonuglari 24. saatte ¢alisma gruplar1 arasinda

istatistiksel olarak da anlamli miktarda farklidir (%*=10.974; p=0.001).

Sepsis olusturulmayan ve tedavi edilmeyen, baz degerlerin alindig1 grup 1°e
ait (sham) bir histopatolojik goériiniim Resim 1°de izlenmektedir. Normal retina

yapist siyah okla isaret edilen kisimda gosterilmektedir.

Resim 1: Grup 1 (Sham); Normal retina goriintiisii (siyah ok)

Resim 2’de sepsis olusturulan ancak sepsis olusturulmak tizere verilen LPS
ile es zamanli olarak 0.5 mg/kg serum fizyolojik verilen 12. saat kontrol grubuna
ait bir kesit izlenmektedir. Calismanin 12. saatinde retinal histopatolojik skorlama
sistemi ile skorlandiginda 7 rat Grade 0 (minimal) tutulum gosterirken, 3 rat
Grade 1 tutulum (zayif) gostermektedir. Resim 2’de anterior retinada belirgin
retina infiltrasyonu (siyah ok) ve i¢ limitan membranda kalinlagma (kirmiz1 ok) ile

karakterize Grade 1 tutulum goriilmektedir.
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Resim 2: Grup 2; Anterior retinada belirgin retina infltrasyonu (siyah ok) ve i¢

limitan membranda kalinlasma (kirmizi1 ok) (Grade 1 tutulum)

Resim 3’te ise sepsis olusturulan ve LPS ile es zamanli olarak 0.5 mg/kg
Eritoran verilen 12. saat ¢alisma grubuna ait bir histopatolojik goriinti
izlenmektedir. Calismanin 12. saatinde tedavi verilen grupta 9 ratta Grade 0, 1
ratta ise Grade 1 tutulum izlenmektedir. Tedavi sonrasinda retina generalize yapisi
sham grubuna benzer olmakla birlikte, Resim 3’te retinada birka¢ infiltran hiicre

ve pigmentte minimal bozulma (siyah ok) ile karakterize Grade 0 tutulum

goriilmektedir.

Resim 3: Grup 4; retinada birkag infiltran hiicre ve pigmentte minimal bozulma

(siyah ok) (Grade 0 tutulum)
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Resim 4°de sepsis olusturulan ancak sepsis olusturulmak tizere verilen LPS
ile es zamanli olarak 0.5 mg/kg serum fizyolojik verilen 24. saat kontrol grubuna
ait bir kesit izlenmektedir. Calismanin 24. saatinde retinadaki histopatolojik
tutulumun kotilestigi izlenmekte ve 9 rat Grade 1, 1 rat ise Grade 2 tutulum
sergilemektedir. Resim 4’te retinada belirgin infiltrasyon (siyah ok) ve retinal

foldlar (kirmiz1 oklar) ile karakterize Grade 2 tutulum izlenmektedir.

Resim 4: Grup 3; Retinada belirgin infiltrasyon (siyah ok) ve retinal foldlar
(kirmiz1 oklar) (Grade 2 tutulum)

Resim 5°te ise sepsis olusturulduktan sonra 0.5 mg/kg Eritoran verilen 24.
saat calisma grubuna ait bir histopatolojik goriintii izlenmektedir. Calismanin 24.
Saatinde tedavi ile retinal tutulumun hafifledigi izlenmekte ve 6 rat Grade 0 , 4 rat
ise Grade 1 tutulum gostermektedir. Resim 5°te retinada birkag infiltran hiicre ve
pigmentte minimal bozulma (siyah ok) ile karakterize Grade 0 tutulum

izlenmektedir.
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Resim 5: Grup 5; retinada birkag infiltran hiicre ve pigmentte minimal bozulma

(siyah ok) (Grade 0 tutulum)
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S. TARTISMA

Sepsis, gelisen tedavi yontemlerine karsin yiiksek mortalite ile seyreden bir
hastalik olma 6zelligini korumaktadir. Sepsis patofizyolojisi son yillarda yapilan
aragtirmalarla 6nemli oranda aydinlatilmis olmakla birlikte bu konuda

aciklanamayan pek ¢ok durum halen mevcuttur. (18)

Sepsis; enfeksiyona karst verilen sistemik inflamatuar yanit olarak
tanimlanmaktadir. Molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler, sepsiste olusan
patolojik olaylarin bir¢ogunun anlagilmasina yardimci olmustur. Arastirmacilar,
konagin enfeksiyona karsi pasif kalmadigini, enfeksiyona inflamatuar yanit
esnasinda Oncelikle mikrobiyal Oldiirme ig¢in {iretime baslanilan ancak bazi
durumlarda kontrolden c¢ikarak sepsis klinigine kadar gidebilen ve doku/organ
hasar1 olusturan endojen proinflamatuar mediyatorlerin  salindigin1  fark
etmislerdir. LPS’in septik siireci baslatabilmesi icin konak¢1 hiicrelerinde LBP
tarafindan baglanmas1 gerekmektedir LPS-LBP kompleksinin hangi yolla
hiicreleri aktive ettigi ve inflamatuar siireci nasil baslattigini agiklamak bir siire
miimkiin olamamistir. 1996 yilinda Hoffman ve arkadaslarinin Drosophilia’da
kesfettikleri Toll molekiiliintin insandaki homologu olan Toll like reseptorler
(TLR)’in 1997°de kesfi ile bu belirsizlik ortadan kalkmistir.(33,34) Kisa siirede
insanda 11 farkl ¢esit TLR kesfedilmis ve bu konuda binlerce yayin yapilmstir.
TLR’lerin dogal immiin sistemin en temel reseptorlerinden biri olarak patojenin
taninmast ve inflamatuar siirecin baglatilmasi gibi immiin sistem i¢in hayati
gorevinin yani sira adaptif immiin sistemin aktive edilmesi, bagisiklik kazanilmasi

ve inflamatuar siirecin sonlandirilmasi amaciyla apoptoz regulasyonu ve anti-
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inflamatuar dengenin saglanmasi gibi sekonder gorevleri de mevcuttur. TLR’lerin
sepsis patogenezindeki ve immiin yanittaki 6neminin anlasilmasiyla birlikte
inflamatuar siireclerin rol oynadigi c¢esitli romatolojik ve otoimmiin hastaliklar,
inflamatuar  bagirsak  hastaliklar1, alerji/astim, dermatolojik hastaliklar,
atheroskleroz gibi pek ¢ok farkli hastalik patogenezi ve TLR arasinda iliski
bulunmus ve TLR fonksiyonlarinin modulasyonu ile farkli terapétik alternatifler

glindeme gelmistir.

Okiiler inflamatuar hastaliklarin patogenezinin aydinlatilmasi amaciyla goz
dokusunda da TLR fonksiyonu ile ilgili pek ¢ok c¢alisma yapilmistir. Yapilan
molekiiler in vitro veya deneysel in vivo ¢alismalarda TLR’lerin okiiler
ekspresyonu oldugu gosterilmis ve pek ¢ok farkli immiinopatolojik okiiler siirecte
rol oynadig1 kesfedilmistir. Hangi TLR tipinin hangi dokuda eksprese edildigi
Sekil 8’de izlenilmekte olup, bu ¢alismaya konu olan TLR4 molekiiliiniin kornea
epitel hiicreleri (6), korneal stromal fibroblastlar (7), silier cisim, iris endotel
hiicreleri (8), tiveadaki resident antijen sunan hiicreler (9) ve retina pigment

epitelinde (10) de eksprese edildigi gosterilmistir.

Kornea dokusunda TLR ekspresyonunun kesfi ile TLR molekiillerinin ¢esitli
enfeksiyoz ve inflamatuar hastaliklarin patogenezindeki roliinii aydinlatmak
amaciyla kornea ve TLR iliskisini goz oniine seren pek ¢ok calisma yapilmistir.
Song ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢calismada (6) kornea epitel, stroma ve endotel
hiicrelerinin TLR4 koreseptorii olan CD14 molekiilinii ve ayrica epitel
hiicrelerinin de TLR4 molekiiliinii eksprese ettikleri gosterilmis ve gram negatif

bakteriyel keratitlerin fizyopatolojisinde rol oynayabilecegi ifade edilmis ve TLR4
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inhibisyonunun tedavi se¢enekleri arasinda olabilecegi soylenmistir. Bundan 8 yil
sonra Sun ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada (95) kontakt lense baglh
Pseudomonas keratit modelinde TLR4 antagonisti olan Eritoran kullanilmis ve
korneadaki kemokin, sitokin saliniminin ve 16kosit infiltrasyonunun etkin bi¢imde
inhibe edildigi gosterilmistir. Bu ¢alisma Eritoranin g6z dokularinda kullanilip
inflamasyonu inhibe ettigi ve sekonder doku hasarim1 Onledigini gosteren
literatiirdeki tek ¢alismadir. TLR etkinligi ayrica Herpes simplex virus
keratitlerinde (96), keratoplasti sonrasi red reaksiyonlarinda ve kuru goz

immiinitesinde de (97) calisilmaktadir.

Cesitli deneysel tiveit modellerinde yapilan ¢alismalarda tiveadaki resident
antijen sunucu hiicrelerin, iris endotelinin ve silier cismin TLR4 eksprese ettikleri
ve endotoksin ile olusturulan 6n iiveit mekanizmasinda TLR molekiiliiniin rol
aldig1 gosterilmistir. (98) Chen ve arkadaslarinin yaptigi bu ¢alismada normalde
iris-silier cisim kompleksinin TLR4 eksprese etmedigi ancak sistemik LPS
enjeksiyonunu takiben 6. saatte iriste TLR4 (+) hiicrelerin goriilmeye basladig ve
48. saatte bu hiicrelerin yogunlugunun pik yaptig1 izlenmistir. iris dokusunda
normalde TLR4 (+) hiicrenin bulunmamasi ve LPS enjeksiyonu ile TLR4 (+)
hiicrelerin iris ve silier cisimde goriilmeleri EIU patogenezinde TLR4 sinyal
sisteminin etkin oldugunu gostermektedir. Uveit patofizyolojisinde TLR rolii ile
ilgili yapilan bagka bir in vitro ¢alismada da iiveal dokunun 6nemli miktarda
TLR4 eksprese ettigi ve kiiltiirdeki iris endotel hiicrelerinde LPS ile indiiklenen
TNF-a, IL-1, IL-6 ve IL-8 iiretiminin TLR4 monoklonal antikoru ile inhibe

edildigi gosterilmistir. (8) Li ve arkadaslarimin yaptig1 bir ¢alismada da EIU
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olusturulan ratlarda iris-silier cisim kompleksinin TLR4 ve TLR4 sinyal
sisteminde rol oynayan Myc88 ve NF«kB proteininin ekspresyonunda Onemli

derecede artis oldugu izlenmistir.(99)

EIU modelinde yapilan bir ¢alismada TLR4 mutasyonu olan ratlarin LPS’ye
yanit vermedikleri ve lethal etkiden korunduklar1 gosterilmistir. Ratlarin TLR4
fonksiyon bozuklugu durumunda LPS toleranst gostermeleri endotoksinin
dokudaki hasarlandirici etkisinden ve lethaliteden TLR4 sinyal sisteminin sorumlu
oldugunu diistindiirmektedir. (100) Diger yandan TLR modulasyonunun iki yiizii
keskin bigak gibi oldugunu ve dogal immiin yanit1 bozabilecegini savunan bazi
aragtirmacilarin yaptig1 bir calismada da TLR inhibisyonunun bakteriyel tanimay1
onledigi, enfeksiyonlara kars1 savunma sisteminde disfonksiyon olusturdugu ve
deneklerin endotoksine duyarsiz olduklar1 ancak gram negatif enfeksiyonlara daha

hassas olduklar1 izlenmistir. (36)

Shibuya ve arkadagslarinin yaptigi bir ¢alismada normal tansiyonlu glokom
hastalarindaki optik sinir hasar1 ile TLR4 gen polimorfizmi arasinda iliski
bulunmugtur. Optik sinir hasarinin  TLR4 yolagt aracilifiyla {retilen
mediyatorlerin ve serbest radikallerin toksik etkisiyle ve heatshock proteinlerin
interaksiyonu neticesinde gergeklestigi diisiintilmiistiir. (101) Bagka bir ¢calismada
da deney hayvanlarinda olusturulan yiiksek intraokiiler basing ve retina iskemisi
sonrasinda reperflizyon uygulandiginda TLR4 (-) hayvanlarin TNF-a, IL-6 gibi
sitokinleri belirgin olarak daha az eksprese ettikleri ve ganglion hiicre surveyinin
daha yiiksek oldugu izlenmistir. Bu ¢alismaya gore iskemi ve reperfiizyon sonrasi

retina hasarinda TLR4 molekiiliiniin rolti oldugu diistiniilmiistiir. (102)
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Son yillarda yapilan calismalar TLR’lerin retina dogal immiin yanit1 ile
iliskili oldugunu ortaya koymaktadir. Ozellikle RPE’nin vaskiiler koroid ile
norosensoryel retina arasinda stratejik bir konumda olmasi ve kan retina
bariyerinin yapisina katilmasi inflamatuar hastaliklarin immiinopatogenezinde rol
oynadigini desteklemektedir. Insan RPE hiicre kiiltiirinde TLR 1, 3, 4, 7, 9, 10
ekspresyonu gosterilmistir. (84) TLR3 virtis dSDNA yapisini taniyan bir molekiil
olup, CMV ve Toxoplazma gondi retiniti patogenezinde onemlidir. (103,104)
TLR3 stimulasyonu ile RPE hiicrelerinden ¢esitli sitokin, kemokin ve adezyon
molekiillerinin salindig1 izlenmistir. RPE hiicre yiizeyinde TLR4 ekspresyonunu
gosteren bir ¢alismada da TLR4 aracili sinyal sisteminin RPE hiicrelerinin
fagositoz fonksiyonunda etkili oldugu ve bu sistem uyarildiginda ¢esitli
proinflamatuar sitokinler ve reaktif oksijen metabolitleri salinarak tiveoretinit,
yasa bagli makula dejenerasyonu veya diabetik retinopati gibi proinflamatuar
patofizyolojik stireclerde rol oynayabilecegi bildirilmistir. (84,10) RPE
hiicrelerinin kan retina bariyerinde aktif immiinolojik gorev {istlenmesi ve bazi
enfeksiy6z ajanlar tarafindan 6zellikle tutulum yeri olarak secilmesi ve TLR4’iin
RPE hiicrelerinde eksprese edilmesi bu sinyal sisteminin inflamatuar retina
hastaliklar1 patogenezinde etkin oldugunu kuvvetle desteklemektedir. RPE
hiicreleri enfeksiyoz ajanla ilk karsilastiginda TLR yolagi ile immiin yaniti
baslatmakta ve norosensoryel retinaya immiin hiicre invazyonunu Onlemeye
calismaktadir. Ancak bazi durumlarda bu hiicresel immiin yanit kontrolden

cikmakta, salgilanan sitokinler ve endotel aktivasyonu sonucunda KRB
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bozulmakta ve ileri doku hasarmin gostergesi olan retinokoroidit tablosu

olusmaktadir. (93)

LPS ile indiiklendiginde NFxB aktivasyonuna yol agcan TLR4 sinyal sistemi,
son yillarda sepsis basta olmak {izere pek ¢ok inflamatuar hastaligin tedavi
aragtirmalarinda hedef alinmaktadir. TLR4’{in antagonize edilmesiyle konagin
enfeksiyon durumunda verdigi asir1 inflamatuar yanitin inhibe edilmesi
amaclanmaktadir. Literatiirde pek ¢ok farkli TLR inhibit6rii deneysel calismalarda
aragtiritlmis olup Eritoran da oldukca giincel ¢alismalara konu olmus bir TLR4
sinyal sistemi antagonisitidir. FEritoranin etki mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle birlikte MD2 molekiiliiniin i¢ cebine baglanarak LPS’nin TLR4 ile
etkilesmesini 6nlemekte ve NFkB aktivasyonuna izin vermemektedir. In vitro
calismalarda Eritoranin hiicre kiiltiirtinde endotoksin benzeri aktivite gostermeden
LPS’i bloke ettigi gosterilmistir. (64) Yine bagka bir in vitro ¢alismada Eritoran
insan myeloid hiicre ve makrofaj kiiltiirlerinde sitokin tiretimini bloke etmekte
(62) ve hiicre i¢i proinflamatuar sitokin iiretiminde down regulasyona neden
olmaktadir. (65) Deneysel sepsis modelleri ile yapilan bir ¢aligmada da lethal
dozda E. coli LPS’i verilen hayvanlarin sadece antibiyotik ile tedavi edilmesiyle
hayvan kaybinin onlenemedigi, ancak 5 mg/kg Eritoran verilmesiyle hayvanlarin
1/3’tintin  hayatta kaldig1 gozlemlenmistir. (62) Saglikli deneklerle yapilan
calismalarda Eritoranin endotoksinin neden oldugu inflamatuar yanit1 ve klinik
semptomlar1 azalttigi gosterilmistir. (66) Yine aynmi ¢alismada Eritoranin serum
TNF-a ve IL-6 seviyesini azalttigi, hipotansiyon, tasikardi gibi dolasim ile ilgili

bulgular1 hafiflettigi izlenmistir. Farmakodinamik ¢alismalarda 12 saatte bir
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yapilan infiizyon ile devamli etkinlik saglanabildigi gosterilmistir. (63) Sepsis
hastalarinda yapilan Faz 2 randomize kontrollii klinik bir ¢alismada da Eritoranin
mortaliteyi azalttigi gosterilmistir. (67) Eritoran ile ilgili Faz 3 klinik randomize

calisma halen devam etmektedir.

Sepsiste izlenen abartili inflamatuar yanitin ve proinflamatuar mediyator
tretiminin TLR4 antagonisti Eritoran ile basarili bir sekilde bloke edilebilmesi,
yapilan pek ¢ok calisma ile retinokoroidal dokularda TLR4 ekspresyonunu varligi
ve TLR4 sistemi stimulasyonunun cesitli retina hastaliklarinin immiinopatolojik
stirecinde etkin olabilmesi fikri bizim ¢alismamizin amaci olan TLR4 antagonize
edilerek retinokoroidal hasar 6nlenebilir mi sorusunu giindeme getirmistir. Biz bu
calismada oncelikle sistemik yolla LPS verilen ratlarda olusan hem serumda hem
retinokoroidal dokuda meydana gelen biyokimyasal degisiklikleri (TNF-a, MDA,
NF«B diizeyleri ile) degerlendirmeyi hem de inflamasyona sekonder retinal doku
hasarini histopatolojik olarak ortaya koymayi1 amagladik. Ayrica 12. ve 24. saat

segeneklerini ekleyerek bu parametrelerdeki zamana bagli degisimi de arastirdik.

Serumda TNF-a diizeylerine baktigimizda 12. saatte kontrol grubunda
anlamlt miktarda TNF-o artist oldugunu ve sepsis modelinin olustugunu
gormekteyiz. 12. saatte Eritoran verilen grupta TNF-o diizeylerinde bir miktar
azalma izlenmekle birlikte bu degisim istatistiksel olarak anlamli olmamaktadir.
24. saate geldigimizde tedavisiz kontrol grubunda sepsis bulgularinin daha da
siddetlendigini TNF-o diizeyindeki belirgin artistan anlamaktayiz ve 24. saatte
tedavi verilen grupta TNF-a diizeyinde oldukc¢a belirgin bir azalma izlenmekte ve

bu degisim kontrol grubuna gore anlamli olmaktadir. Ayrica 24. saatte ¢alisma
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grubunda TNF-a diizeyi olduk¢a anlamli miktarda azalmistir ki hatta sham
grubundan farksiz hale gelmistir. Yani serum TNF-a diizeyleri agisindan 24. saat

calisma grubu ile tamamen normal olan sham grubu ratlar1 benzerdir.

12. saatte retinokoroidal dokudaki TNF-a diizeyleri incelendiginde 12. saatteki
serum TNF-a diizeyleri gibi kontrol grubunda anlamli derecede artis oldugu,
tedavi verilen ¢alisma grubunda ise bir miktar azalma oldugu ancak bu degisimin
anlamli olmadig1 izlenmektedir. 24. saatte dokudaki TNF-a diizeyleri tedavisiz
grupta artmaya devam etmekte ve tedavi edilen ¢alisma grubunda ise kontrol
grubuna gore anlamli oranda azaldig1 goriilmektedir. Ancak doku TNF-a diizeyi,
24. saatte kontrol grubuna gore anlamli sekilde azalmis olsa da tedavi grubu 24.
saat serum TNF-o dizeyinde gordiiglimiz gibi sham grubu seviyelerine

inememistir.

TNF-a, sepsis ve diger inflamatuar hastaliklarin en 6nemli mediyatorlerinden
biridir. IL-1 ile birlikte inflamatuar yanit sirasinda akut faz cevabi, nétrofil
adezyonu ve migrasyonu, endotel aktivasyonu, kapiller permeabilite artisi, doku
ve organ hasari, sok benzeri sendrom gelisiminden sorumludur. Hem sistemik
inflamatuar ve otoimmiin hastaliklarin hem de sepsisin immiin modulasyon
tedavisinde TNF-a 6nemli bir hedef molekiil olmaktadir. Okiiler inflamatuar
hastaliklarin 6zellikle otoimmiin tiveitlerin patogenezinde ve sonugta olusan doku
hasarinda da TNF-o olduk¢a Onemli bir mediyatordiir. Evereklioglu ve
arkadaglarinin yaptign bir ¢alismada TNF-a diizeylerinin Behget hastalii
aktivitesi ile korele olarak artig gosterdigi bulunmustur. (105) TNF-a diizeylerinin

saate bagl degisimi ile ilgili yapilan bir ¢alismada da Lewis ratlarinda bifazik

73



TNF-a pikleri goriilmektedir. LPS enjeksiyonu sonrasinda serumda 2. saatte pik
goriilmekte, 8. saatte preenjeksiyon diizeyine geri doniilmekte ve 22. saatte ikinci
bir pik izlenmektedir. (106) Retina dokusunda sitokin ekspresyonu ile ilgili
yapilan bir calismada da LPS enjeksiyonu sonrasi 4. saatte retinada TNF-a
belirgin bir sekilde eksprese edilmeye baslanmakta ve 22-24. saatte maksimum
diizeye ulagsmaktadir. (107) TNF-a’nin okiiler inflamatuar hastaliklarin
patogenezine bu denli katilmasiyla cesitli hastaliklarda ozellikle refrakter {iveit
tedavisinde infliximab, adalimumab, etanercept gibi anti-TNF-o ajanlarin
kullanilmas1 glindeme gelmistir. Yapilan giincel c¢alismalarda anti-TNF-a
ajanlarin tiveit tedavisinde etkinligini ortaya koymaktadir. (108,109) Literatiirde
TLR4 yolagmin antagonize edilmesiyle retinokoroidal dokuda TNF-a
diizeylerindeki degisim veya okiiler inflamatuar hasarin degerlendirilmesi
konularinda ¢alisma bulunmamasina ragmen hem dokuda hem de serumda
anlamli TNF-o azalmasi elde etmis olmamiz TLR4 inhibisyonu ile proinflamatuar
sitokinlerin tretiminin azaltilmasinin ve ileri doku hasarinin 6nlenmesinin

miimkiin olabilecegini géstermektedir.

Bu ¢alismada serum ve retinokoridal dokudaki lipid peroksidayonunun bir
gostergesi olarak MDA diizeylerini de degerlendirdik. MDA inflamatuar yanit
sirasinda agiga cikan serbest oksijen radikalleri ve 6nemli bir mediator olan
TXA2’nin metabolitidir. MDA bir lipid peroksidasyon triiniidiir. Bu bilesik hiicre
icinde toksik stres olusturan reaktif bir aldehiddir ve hiicre i¢inde proteinlerle ve
DNA ile kovalan baglar yaparak ileri lipoksidasyon son iirtinleri olusturur (51).

MDA’in organizmada oksidatif stres Dbelirteci olarak kullanilabilecegi
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belirtilmistir. (52) Deneysel otoimmiin iiveit modellerinde retinal hiicre
hasarindan lipid peroksidasyonun sorumlu olduguna dair ¢aligmalar mevcuttur.
(110,111) Yine Evereklioglu ve arkadaslarinin yaptigi calismada Behget hastaligi
aktivitesi ile serum MDA diizeylerinin korele oldugu bildirilmistir. (105) Cesitli
antioksidan bilesikler kullanilarak deneysel tiveoretinit olusturulan hayvanlardaki

retina hasarinin geri dondiiriilebildigi bazi ¢aligmalarda gosterilmistir. (112,113)

12. ve 24. saatte serum MDA diizeylerini degerlendirdigimiz zaman TNF-a
diizeyindeki degisime benzer sekilde septik grupta 12. saatte sham grubuna gore
anlamli gekilde artmis olan MDA diizeyi 24. saatte artmaya devam etmektedir.
Tedavi alan grupta ise 12. saatte azalmaya baglayan seviye 24. saatte kontrol
grubu ile anlamli olacak sekilde azalma gostermektedir. Ancak hem 12. hem de
24. saatte calisma grubundaki MDA diizeyi normal ratlardan olusan sham grubuna
benzer olacak kadar azalamamaktadir. MDA seviyesinin 24. saatte kontrol
grubuna gore anlamli olarak azalmis olmasina ragmen 24. saatteki serum TNF-a
diizeyi gibi tamamen normal ratlara benzer hale gelememesinin nedenleri;
MDA’nin inflamasyon sirasinda aciga c¢ikan pek c¢ok farkli serbest oksijen
radikalinin ve ayrica aragidonik asit yolaginindaki TXA2 gibi mediyatorlerin
metaboliti olmasindan dolay1 serum ve dokudaki yiikiiniin daha fazla olmas1 veya
MDA’nin doku i¢inde veya serumda proteinlerle kovalan bag yapmasi sonucu
serumdan TNF-a gibi kolay temizlenememesi seklinde spekiile edilebilir. Yine
serum TNF-a diizeyindeki daha anlamli degisimi doku TNF-o diizeyinde
gormememizin nedeni de ayni sekilde hem TNF-a’nin hem de MDA nin dokudan

uzaklastirilmasinin serumdan uzaklastirilmasindan daha zor olmasi olabilir. Bizim
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caligmamizda TLR4 antagonisti Eritoran ile serum ve doku MDA seviyelerinde
anlaml1 azalma elde edilebilmis olmasi iiveit patogenezinde onemli olan serbest
oksijen radikali ve arasidonik asit metabolitlerinin bu tedavi yontemi ile elimine
edilebileceginin ve olusacak retina hiicre hasarinin Onlenebileceginin bir

gostergesi olabilir diye diistinmekteyiz.

Bu c¢alismada dokuda NFxB diizeylerinde de anlamli degisiklikler elde
edilmistir. NFxB, TLR4 sinyal sistemi neticesinde aktive olarak proinflamatuar
sitokinleri lireten genleri uyarmakta ve inflamasyon siirecinde en 6nemli basamagi
olusturmaktadir. NFkB aktivitesi astim, kardiyovaskiiler hastaliklar, inflamatuar
bagirsak hastaliklar1 gibi pek ¢ok hastalik ile iliskilendirilmis, sepsiste de artmis
NF«kB diizeylerinin mortalite ile korele oldugu saptanmustir. (114,115) Okiiler
inflamatuar hastaliklarin patogenezinde de NF«B aktivitesi retinal hasar ile iliskili
bulunmustur ve NFxB inhibisyonu ile 06zellikle deneysel otoimmiin iiveit
modellerinde doku hasarinin engellendigi saptanmistir. (116,117) Bu calismada
elde edilen sonuglara bakacak olursak; yine serum TNF-a diizeyine benzer sekilde
12. saatte NFkB diizeyinde calisma grubunda kontrol grubuna gore bir miktar
azalma saglanmistir ancak bu istatistiksel olarak anlamli degildir. 24. saatte ise bu
azalma trendi daha da devam etmekte ve ¢alisma grubunu sham grubu ile benzer
hale getirmektedir. Bu degisim TLR4 antagonisti Eritoran verilmesiyle TLR4
sisteminin en 6nemli basamagi olan ve proinflamatuar sitokinlerin salinimi ile
doku hasarina neden olabilen NFxB’ nin etkin bi¢imde inhibe edilebildiginin bir
gostergesidir. NFxB inhibisyonu ile inflamatuar yanitin asir1 olusup doku hasarina

neden olmasi 6nlense de bu inhibisyonun normal immiin yaniti bozup bozmadig1
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veya bakteriyel ajanlara karsi savunmayi zayiflatip zayiflatmadigina dair ilag

dozajlamas1 ve zamanlamas1 agisindan ayrintili ileri ¢aligsmalara ihtiyag¢ vardir.

Kontrol ve ¢alisma gruplart 12. ve 24. saatlerde kendi iglerinde tekrar
degerlendirildiginde kontrol grubunda 12. saatten 24. saate gecerken sepsisin daha
da kotiilestigi ve hem serum hem de doku TNF-a ve MDA diizeylerinde anlamli
artis oldugu izlenmektedir. Ancak NFxB muhtemelen sepsisin daha erken
doneminde yiikselmekte ve 12. ve 24. saatler arasinda belirgin fark
bulunmamaktadir. Calisma grubunda ise 12. saatten 24. saate geg¢ildiginde sepsiste
kotiilesme olmasina karsin ilaca verilen cevap da daha iyi olmaktadir. Bu durum
KRB etkisi ile agiklanabilir. Eritoranin KRB’ni ge¢ip ge¢medigine dair literatiirde
herhangi bir yayin bulunmamaktadir. Ancak yaklasik 1400 kD agirliginda oldukca
biiyiik bir molekiildiir. (118) Inflamasyon kétiilestikce KRB daha da bozulmakta
fakat bu bozulma ayni zamanda ilacin dokuya geg¢isini de hizlandirmaktadir. 24.
saatte kontrol grubunda septik bulgularin agirlasmasina karsin yine 24. saat tedavi
grubunda daha iyi yanit alinmasinin nedeni bu bariyerlerden gecis etkisi olabilir.
Eritoranin bariyerlerden gecisi konusunda ileri ¢aligmalara ihtiya¢ vardir. Calisma
grubunun 12. ve 24. saatler arasindaki degisimine bakildiginda TNF-a diizeyinde
bu iki saat arasinda anlamli fark olmadig1 (her iki saatte de anlamli olarak diizey
distik oldugu ig¢in), MDA diizeyleri arasinda ise anlamli fark oldugu
izlenmektedir. Bu durum bize TNF-o molekiiliinin MDA molekiiliine gore daha
hizl1 ortamdan temizlendigini gostermektedir. Bu durum daha 6nce bahsettigimiz
gibi ortamda daha fazla MDA yiikii olmasi (daha fazla bilesigin metaboliti oldugu

icin) veya proteinlerle kovalan bag yapmasi ile iligkili olabilir.
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Histopatolojik  degisiklikleri inceledigimizde sistemik LPS verilerek
retinokoroidal hasar olusmus oldugunu ve Eritoran ile bu hasarin bir miktar geri
dondiirtilebildigini izlemekteyiz. Deneyin 12. saatinde 7 rat minimal retinal
tutulum gosterirken, 3 rat zayif tutulum sergilemistir. 24. saate gecildiginde
sistemik bulgulara bakildiginda da daha da kétiilesen sepsis tablosunun retinadaki
yansimast da daha da kotiilesmektedir. 24. saatte 9 ratta retina hasar1 zayif
tutuluma dontismiisken 1 rat da orta tutuluma ge¢mistir. Tedavi verilen grupta ise
12. saatte 9 minimal 1 zayif tutulum izlenirken, 24. saate gecildiginde 6 minimal 4
zayif tutulum gortilmektedir. 12. ve 24. saat gruplart kendi iglerinde
karsilagtirildiginda 12. saatte Eritoranin retinal hasari bir miktar diizeltebildigi
ancak bu degisimin anlamli olmadigi, 24. saatte ise klinigin daha kotiilesmesine
ragmen ilacin daha etkili oldugu goriilmektedir. Bu durumun daha once
bahsettigimiz septik klinik ilerledik¢e ilacin bariyerlerden daha iyi gecebilmesi ile
iligkili olabilecegini diislinmekteyiz. Retinada kuvvetli ya da ¢ok kuvvetli
tutulumun hi¢ goriilmemesinin nedenlerinden biri de bu bariyer etkisi olabilir.
Eritoranin KRB’ni gecip gecmedigine dair calisma bulunmamaktadir. Hem bu
konunun aydinlatilmasi hem de okiiler inflamasyon modelinde izlenen retinal
hasarin tedavisi veya ila¢ toksisitesinin belirlenebilmesi ag¢isindan Eritoranin
intravitreal kullanimi ile ilgli deneysel g¢aligmalara ihtiyag¢ vardir. Literatiirde
yapilan bir ¢alismada LPS enjeksiyonu sonrasi retinaya makrofaj infiltrasyonunun
saate bagl degisimi arastirilmig ve retinadaki infiltrasyonun 4-6 saatte basladigi,
16-24. saatlerde artarak devam ettigi ve 48. saatte pik yaptigi izlenmistir. (14)

Ayni ¢alismada hiicre infiltrasyonu 6n kamarada da incelenmis ve 6n kamaradaki
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infiltrasyonun daha erken olarak 24. saatte pik yaptig1 gézlenmistir. On kamara ile
retina arasindaki bu zaman farkinin silier cismin fenestre kapiller yataktan daha
zengin olmasi, retinaya gore kan akim hizinin daha yiiksek olmasi veya on
kamaradaki mm?’ye diisen makrofaj sayisinin retinaya gore daha fazla olmasi ile
aciklanabilecegi ifade edilmistir. Retinadaki bu farkli tutulum KRB’nin daha etkin
bir sekilde retinayr immiin hiicre infiltrasyonundan koruyor olmasi ile de
aciklanabilir. Bizim c¢alismamizda da retinal hasarin geri dondiiriilebilmesi
acisindan 24. saat sonuglarimizin 12. saat sonuglarina gore istatistiksel olarak
anlamli olmasi deneyin ilerleyen saatlerinde daha anlamli bir tutulum goérebilir
miydik sorusunu giindeme getirmistir. Ancak calismamiza gore su aciktir ki
Eritoran etkinligi sepsisin sistemik biyokimyasal yansimasi ve retinokoroidal
hasar agisindan TNF-a, MDA ve NF«kB diizeyleri ile birlikte degerlendirildiginde
ilgili parametrelerde anlamli diizelme oldugu izlemektedir. Ayrica sepsisin erken
doneminde retinal hasarin tedavisi acisindan erken miidahelenin etkili olmadigi
goriilmektedir. Bu calisma literatiirde rastlanildigi kadariyla TLR4 antagonisti
Eritoranin retinokoroidal etkinliginin degerlendirildigi tek calismadir. Eritoranin
patogenezinde retinokoroidal inflamatuar komponent bulunduran okiiler
inflamatuar hastaliklarin  klinik kullanimina girebilmesi ag¢isindan ilacin
bariyerlerde nasil davrandigini gosteren, daha uzun siireli takip iceren, hem
sistemik hem intravitreal yolla ilacin verildigi kapsamli ileri ¢aligmalara ihtiyag

vardir.
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6. SONUC

Sistemik LPS enjeksiyonu ile sepsis olusturulan ratlarda Toll like reseptor
antagonisti Eritoran ile hem serum hem de retinokoroidal dokuda TNF-a ve MDA
seviyelerinde hem de dokuda NFxB diizeylerinde anlamli azalma saptandi.
Inflamasyona sekonder retinal hasarda tedavinin 24. saatinde histopatolojik olarak
anlamli diizelme izlendi. Bu c¢alisma literatiirde bilindigi kadariyla retinokoroidal
inflamatuar patolojilerde Eritoranin etkinliginin ¢alisildig1 tek ¢alismadir. Yine bu
calisma retinokoroidit, tiveit, senil makula dejenerasyonu veya diabetik retinopati
gibi patogenezinde inflamatuar siireclerin eslik ettigi okiiler patolojilerde terapstik
alternatif olarak toll like reseptdr antagonizmasinin etkinligi agisindan fikir verse
de ila¢ toksisitesi, ilacin kan retina bariyerindeki davranisi, ilacin intravitreal

etkinligi konularinda daha uzun siire takipli ileri caligmalara ihtiyag¢ vardir.
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8.0ZET

RATLARDA ENDOTOKSINLE OLUSTURULAN SEPSIS
MODELINDE TOLL-LIKE RESEPTOR ANTAGONISTININ
(ERITORAN) RETINOKOROIDAL INFLAMATUAR HASARA ETKIiSI

Enfeksiyoz bir ajan ile baslatilan ve kontrolsiiz sistemik inflamatuar yanita
neden olan sepsis patofizyolojisinde Toll-like reseptorler kilit rol oynamaktadir.
Pek cok farkli mikrobiyal yapiyr baglayabilen bu reseptorlerden TLR4 gram
negatif bakteri lipopolisakkaritini tanimaktadir. Baglica immiin sistem hiicre
ylizeylerinde bulunan ve LPS ile uyarildiginda niikleer faktdor kappa B’nin
proinflamatuar mediyator {lireten genleri stimiile etmesine neden olan TLR4
molekiiliiniin; ¢esitli okiiler dokularda da ekprese edildigi gosterilmistir. TLR4
antagonisti Eritoran, LPS ile TLR4 baglanmasin1 onleyen sentetik lipid A
analogudur. Bu calismanin amaci, endotoksinle sistemik sepsis olusturulan
ratlarda retinokoroidal dokudaki biyokimyasal ve histopatolojik degisiklikleri
ortaya koymak ve TLR antagonisti eritoran ile retinokoroidal inflamatuar

hasardaki diizelme durumunu degerlendirmektir.

Bu c¢alisma Gazi Universitesi Deney Hayvanlari Laboratuvarinda
gergeklestirildi. Her grupta 10 rat olacak sekilde 5 grup olusturuldu. 1. grup
normal degerlerin belirlendigi sham grubuydu. Kontrol ve ¢alisma gruplart 12. ve
24. saat olmak tizere iki farkli grupta incelendi. Kontrol grubuna kuyruk veninden
serum fizyolojik verilirken, ¢alisma grubuna eritoran verildi. Gruplarin ¢alisma
saatlerine uygun olarak 12. ve 24. saatlerde kan ornegi alindi ve eniikleasyon

yapildi. Her ratin bir gozli biyokimyasal degerlendirme diger gozii de
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histopatolojik inceleme i¢in kullanildi. Serum ve retinokoroidal dokuda TNF-o,

MDA, NFkB degerlerine bakildi ve histopatolojik inceleme yapildi.

Sepsisin 12. saatinde ¢aligma grubunda kontrol grubuna gore tiim degerlerde
diizelme izlendiyse de bu degisim istatistiksel olarak anlamli saptanmadi.
Calismanin 24. saatinde sepsisin kotiilesmesine ragmen tiim degerlere istatistiksel
olarak anlamli diizelme izlendi. Serum TNF-a ve NF«B diizeyleri 24. saat ¢alisma

grubunda sham grubundan farkli degildi.

TLR4 antagonisti eritoran, tedavinin 24. saatinde TNF-a, MDA ve NF«B
diizeyleri ile degerlendirildiginde hem sistemik hem de retinokoroidal dokuda
inflamatuar hasarda anlamli diizelme saglamaktadir. Eritoranin g6z dokusunda
bariyerlerden geg¢is, toksisite ve doz belirlenmesi konularinda ileri ¢alismalara

ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: TLR4, Eritoran, Retinokoroidal hasar
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9.SUMMARY

EFFECT OF TOLL-LIKE RECEPTOR ANTAGONIST ERITORAN IN
RETINOCHOROIDAL INFLAMMATORY DAMAGE AT RAT MODEL
OF ENDOTOXIN INDUCED SEPSIS

Toll-like receptors play a key role at sepsis which is characterized by
uncontrolled systemic inflammatory response. These receptor family members
recognize different microbial structures whereas TLR4 recognize gram negative
bacteria lipopolysaccharide. TLR4 molecule stimulated by LPS trigger some
reactions and finally cause proinflammatory mediator release via nuclear factor
kappa stimulation. TLR4 molecule especially found on immun system cells but
also found on some ocular cellular structures. TLR4 antagonist Eritoran is a
synthetic lipid A analogue and prevents the engagement of LPS and TLR4. The
aim of this study was to evaluate the biochemical and histopathologic changes at
retinochoroidal tissue in endotoxin induced sepsis rats and the improvement in

retinochoroidal inflammatory damage with eritoran, TLR4 antagonist.

This study was held in Gazi University Test Animal Laboratory. Rats are
studies in five groups 10 rats found in each. First group was sham group for
evaluation of normal value of parameters. Control and study groups were assessed
parameters in 12th and 24th hour. While control group rats were delivered saline
solution, study groups took eritoran through tail vein. According to the different
timing of groups blood samples were collected and enucleation were done at 12.
and 24. hours. TNF-a, MDA, NF«xB levels were evaluated at serum and

retinochoroidal tissue and also histopathological assessment were made.

99



At 12th hour of study an improvement was seen in all parameters but this
change was not significant istatistically. At 24. hour although sepsis parameters
were worsened all parameters improved significantly. Serum TNF-o and NFkB

levels were not different than normal sham rats at 24th hour.

Eritoran, TLR4 antagonist, provide improvement in inflammatory damage
both in serum and retinochoroidal tissue parameters evaluated by TNF-a, MDA
and NF«B levels especially at 24th hour of the study. Future investigation needed

in transport of eritoran from ocular barriers, toxicity and dosage.

Key Words: TLR4, Eritoran, Retinochoroidal damage
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