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i
TESEKKUR: Hizli destek proje kapsaminda yiiriitiilen Poje Kod No: THD-2017-7769
Kuantum nokta gdot temelli biyosensoriin konjuktivaya uygulanmas1” ali ¢alismamiza ERU

BAP Birimi tarafindan desteklendigi i¢in basta proje yiiriitiiciisii olarak sahsim ve calisma

arkadaslarim adina tesekkiir ediyorum.



OZET: Asit kullanilarak yiizeyi fonksiyonlastirilmis CdSe/ZnS kuantum nokta temelli
Qdot655 nano partikiil kullanilarak konjuktivadan emilimleri ve viicuttaki dagilimlar
belirlenmeye ¢alisildi. Bu amacla Invivo imaging goriintiileme sistemi kullanildi. Elde edilen
bulgulara gore ilk 6nce burun mukozasinda , kulaklarin 6n kenarinda ,elleribde ve kuyrukta
hizlica yayildigr goriildii. Konjuktivanin lenf drenji yavas olmasina ragmen genel dolagim

sistemine katildig1 belirlendi.

Anahtar kelimeler: lenf, konjuktiva, rat



ABSTRACT: We tried to determine the absorption from the conjunctiva and their distribution
in the body using Qdot655 nanoparticle based on surface-functionalized CdSe / ZnS quantum
dot using acid. For this purpose, the in vivo imaging imaging system was used. According to
the findings, it was first seen to spread rapidly in the nasal mucosa, at the front edge of the ears,
in the hands and in the tail. Although the lymph drainage of the conjunctiva is slow, it has been

shown to participate in the general circulatory system.

Key words: lymph, conjunctiva ,rat



GIRIS / AMAC VE KAPSAM

Konjuktiva ile viicudun genel dolasim s istemi hakkinda bir fikir edinmek. Elde edilen
sonuglar, Kuantum Nokta Qdot Temelli Biyoalgilayic1 Prob Kullanilarak Goézdeki Lenf
Drenajimin Varlig1 Uzerine Bir Arastirma’nin bir yan ¢alismasi olarak yapildi. Konjuktivadan
emilen sivinin genel dolasim sistemine gecis zamanlart hakkinda fikir vermesi bakimindan
onemlidir. Ciinkii konjuctiv doku glokom gibi goz hastaliklarinda g6z i¢ basincina neden

olan sivinin disaridaki drenaj pargasidir. Bu nedenle 6nemlidir.
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1. BOLUM

GIRiS

Konjuktiva goziin aksesuar elemanlarindan olup, zarsel tabiathi bir dokudur.
Dolasim sistemi bakimindan oldukca zengin olup serbest kenar1 kornaya kadar yaklasir.
Goziin medial agisinda caruncula lacrimalis adi verilen bir kabarti yapar. Glandula
lakrimalisin ve konjuktivanin lenf damarlari lenfonodium mandibulanisa drene olur. Ust
g6z kapagin konjktivasinin sinirleri n.oftalmikustan, alt géz kapaniginin konjuktivasinin
sinirleri ise n.maksillaristen gelir [1].

En yiiksek lenfatik damar yogunluguna sahip dokularin dermis ve oral mukoza
zarlar1 oldugunu gosterdik. Aksine, nazal mukoza zari, vomeronazal organin altindaki en
bazal kisimlari haricinde, lenfatiklerden yoksundur.[2]. Goz kapaklari ve konjunktivanin
lenfatikleri, alt nazal konkavitelerle baglantilidir. Serebro-omurilik sivisinin [BOS], optik
sinir ve NLD lenfatikler yoluyla drenaj yapabildigini, Fila olfakteri ile nazal mukoza zarina
akitilan BOS'un solunum havasinin nemlendirilmesinde gorev yapar. Bununla birlikte,
kafadaki lenfatik paterni, BOS ve diger interstisiyel sivilar1 alip iletmek hala tam olarak
anlasilamamistir [2]. Son zamanlarda, CNS'nin plasenta disinda, lenfovaskiiler sisteme
sahip olmayan tek organ sistemi kabul edilmesine ragmen son yillarda yapilan
calismalarda lenf sistemine sahip dolasimin varligin1 ortaya konulmustur. [Aspelund ve
ark. 2015; Louveau ve ark. 2015]. Konjonktivayr drene eden derin bir sistem ve goz
kapaklar1 tanimlanmamustir. Onceki histolojik ve miirekkep enjeksiyon ¢alismalari ile derin
bir toplama lenf sistemi Onerilmis olmasina ragmen, konjonktivayr drene eden ve goz
kapaklarinin ve yiiziin lenfatiklerine baglanan derin bir yolu gdsteren ayrintili bir ¢calisma
yapilmamistir [5-9]. Yiizeysel verin lenfatik drenaj olarak sekillenen konjuktiva drenaji;
Derin lenfatik sistem konjonktivayr bosaltirken, yiizeyel lenfatik sistem ile preseptal
orbicularis kasiyla baglantili oldugu , ekstremite vendz sistemine benzer ancak alt

ekstremitenin aksine bir miktar kapak¢ik bulundugu tespit edildi. Yiizeyel Lenfatik Sistem



medialde nazolabial yag bolmesi ve lateral orbital yag bélmesi i¢inde yer aldig1 toplandigi
tespit edildi. Derin Lenfatik Sistem. Yiiziin derin lenfatik sistemi, konjonktivay1 dogrudan
alt goz kapagi lateralinde {igiincii tarsal plak ve Meibomian bezlerinden gecen On-
toplayicilardan drene etmistir. Derin lenfatik sistem, géz kapagi derisinden ve yliziin

yukarisinda tarif edildigi gibi ylizeysel lenfatik sistem ile baglanti ile birlestirildi [10-11].

Normalde lenfatik damarlarla donatilan viicuttaki ¢ogu dokulardan farkli olarak, okiiler
dokular heterojendir: konjunktiv, lenfatikler bakimindan zengindir, kornea ve retina
bunlardan yoksundur. Bununla birlikte, iltihapli korneada lenfanjiyogenez indiiklenir. Son
zamanlarda, endotel olmayan LYVE-1 + hiicrelerinin biiyiikk bir popiilasyonunun, ¢ogu
okiiler dokularda bulundugu bildirilmistir. Korneanin aksine, normal konjonktivanin hem
kan hem de lenfatik damarlarla [14,34-39], dokunun temel metabolik fonksiyonlarini
destekledigi gibi, goziin 6n kompartmanina hiicresel immiin efektdrler saglamasi da
saglanir. Son zamanlarda yapilan iki ¢aligma, normal konjonktivanin, kemik iligi kaynakli
LYVE-1 + makrofaj soyu hiicrelerinin biiylik bir popiilasyonuna sahip oldugunu
gostermistir [Sekil 3] [14,15]. Ac¢ik bir kanit olmamasina ragmen, bu hiicrelerin
inflamasyon sirasinda kornea lenfanjiyogenezine katkida bulunabilecegi hipotezi akla
yatkindir [12,13].



2. BOLUM

MATERYAL ve METOT

Bu arastirma TOA-2017-7362 kodlu Kuantum Nokta Qdot Temelli Biyoalgilayici
Prob Kullanilarak Gozdeki Lenf Drenajinin Varligi Uzerine Bir Arastirma’da kullanilan
farelerin konjuktivalarindaki emiliminin viicuttaki dagilim siiresini ve yerlerini incelemek
lizere tasarlanmistir. Bu amacla 5’er adet erkek ve disi Wistar albino rat kullanildi.
Hayvanlara cerrahi herhangi bir islem uygulanmadi. Arastirmada Veteriner Anatomi
laboratuvarina alinan In-vivo goriintiileme cihazi Syngene GBOX:XRQ cihazi kullanild.
Hamilton enjektor kullanilarak konjuktivaya 1 pl Qdot655 damlatildi. 30 ve 60.dk daki
invivo goriintiileri alindi. Qdot655 ITK Carboxyl [Invitrogen] i¢in Epimid wave 655nm
emisyon filtresi kullanildi Tarama siiresi 720 ile 900 ms arasinda uygulandi. Goriintiiler
otomatik olarak alindi. Calismada Veteriner Fakiiltesi Anatomi lab, DEKAM ve ERNAM
laboratuvar imkanlar1 kullanildi.

Gortintiilerin iglenmesi ve gerekli raporlarin alinmasi i¢in Syngene tools yazilim

programi kullanildi.



3. BOLUM

BULGULAR

Erkek ve disilerin konjuktivasindaki, lenf sisteminin genel dolasima katilincaya
kadarki stireleri hakkinda bir fikir edinmek iizere tasarlanana ¢alismada erkek ve disi
arasinda herhangi bir farkin olmadigi tespit edildi. Goze damlatilan Qdot655’in
enjeksiyondan hemen sonraki goriintiileri ile 60 dk dansonraki goriintiileri arasinda
ciddi bir farkin olmadig1 tespit edildi. Yapilan goriintiileme islemlerinde ilk 20 dk. Kol
ve bacaklarinda hatta kulak ve kuyruklarinda goriintii alinamazken 30 dk dan itibaren
kuyruklarmda ve kulaklarinda floresan goriintii elde edildi. On bacaklarda ve burun
ucunda 1s1ma tespit edilmesinin sebebi olarak tarafimizca yapilan yorumunda ana

dolasim sistemine gectikten hemen sonra aorta vasitasiyla biitiin viicuda yayilmas: olarak

yorumlandi.

3.1 DiSi BULGULAR

3.1.1 Enjeksiyon yapildiginda

Spot [Raw vol. | ng
Spot 1] 25645,00 [100.00
Spot 2| 52960,00 [208.51

Quantity calibration details

Curve type Linear through origin {single standard value
Units ng

Calibrated quantity - ng

2EA45 1654 E2687.8




3.1.2. Enjeksiyondan 15-20 dk sonra

Spot | Raw vol. ng

Spot 1| 24597,00 | 100,00
Spot 2| 768229,00 (3062,82
Spot 3| 28418,00 (1138.01
Spot 4|82151,00 (2489,03

Calibrated quantity - ng

250D 4
2000 4
1500
1000

B00 —]

T | T | T [ T T
2457 IRGo4 R TEAG2T

Raw volume { ¥ =00 "x; R=1)

Spot Raw vol. Azsigned quantity
1 24970 100,0




3.1.3.Enjeksiyondan 30 dk sonra

Spot | Raw vol. | ng

Spot 1| 98785,00 100,00
Spot 2|301402,00)311,48
Spot 3(311001,00 321,40
Spot 4(321483,00 332,21

Calibrated quantity - ng

220 —

Raw wolume { ¥ =00013 "x;R=1)



3.1.4. Enjeksiyondan 60 dk sonra

Spot

Raw vol.

ng

Spot 1

8488.00

100,00

Spot 2

1168803,00

137212

Spot 3

102860,00

1210,40

Spot 4

125013.,00

1471,08

Spot &5

£0424,00

248,51

Spot 8

95550,00

1124,48

Spot 7

a7711.00

798,79

Spot 8

T2231,00

249,98

Spot9

36953.00

1140,88

Spot 10

47411,00

55791

Spot 11

137474,00

1617, 72

Calibrated guantity - ng
1800 —

Faw volume { Y =0,0118 "x;R=1



3.2 ERKEK BULGUAR

3.2.1 Enjeksiyondan hemen sonra

Calibrated quantity - ng

0 o
250 o
200 o

150 o

100 T T T T T T T T |
30934 T2318 11330

Raw volume { Y =00023 “x;R=1)

Spot [ Raw vol. [ ng

Spot 1| 20934,00 |100,00
Spot 2(114181,00|369,05




3.2.2. Enjeksiyondan 15-20 dk sonra

Spot | Raw vol. ng

Spot 1| 1377,00 | 100,00
Spot 2| 1257400 | 913,14
Spot 3| 1947400 (141423
Spot 4| 12573,00 | 913,07

Calibrated quantity - ng

1200 o
1000 o
B o
0
400 o

200 —

1377 102255 15234

FRaw wolume { ¥ =00TE "x; R=1}



3.2.3. Enjeksiyondan 30 dk sonra

Spot | Rawvol. | ng

Spot 1(119813,00 (100,00
Spot 2|385034,00 (321,35
Spot 3| 203751,00 (170,08
Spot 4|212084,00 (177,00
Spot §|5603686,00 (467,70
Spot 8| 374005,00 (312,16

Calibrated quantity - ng
450 —

100 T | T | T | T T |
115813 13TRET FeRee 1

Raw wolume { Y =0,000835 *x; R=1)

10
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3.2.4. Enjeksiyondan 60 dk sonra

Spot | Raw vol. ng
Spot1 | 8243,00 | 100,00
Spot 2 | 45094,00 | 595,58
Spot 3 | 69511,00 | 843,27
Spot 4 | 82085,00 | B37.86
Spot & |128521,00 |1534,89
Spot 8 | 43208,00 | 524,18
Spot 7 | 3922900 | 4759
Spot8 | 71428,00 | 868,53
Spot9 | 41792,00 | 507,00
Spot 10| 2022400 | 245,35
Spot 11| 53005,00 | 843,03

Calibrated quantity - ng

1200
1000 o
BO0

00
200 —|

Fa
o
[VT]
1
1
=
wr =

125338

Raw volume | Y =001H "xx R=1})

¥
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4. BOLUM

TARTISMA VE SONUC

Bu calisma aslinda bagli basina genis bir proje olabilecek nitelikte bir ¢alismadir.
Ciinkii  gilinlimiizde goziin gerek i¢c drenaji gerekse dis drenaji iizerine yapilan
caligmalar ¢ok nadir sayidadir. Glinlimiizde goziin i¢ tansiyonunun agildig1 lenf yumrusu
ile beyin zarlarinin tagidig1 lenf damarlariin da drenajint ayni lenf yumrusuna yapmast,
buna parotis tiikriik bezinin lenf yumrusununda katilmas: basta, Parkinson ve Ms
hastaliklarinin tedavisinde yep yeni arastirma imkanlar1 yaratmast bakimindan

Onemlidir.

Konu ile ilgili asil séz konusu proje kapsaminda yapilan literatiir ¢alismasinda
konjuktiva ile genel dolasimin arasindaki iligkinin gegisi lizerine dnceligin hangi sisteme

ait oldugu hakkinda herhangi bir bilgiye rastlanilmamasi bakimidan da énemlidir.

Yiriitiilen bu arastirmada ilk bir saat i¢inde mandibular lef yumrusunda bir floresan
goriintii alinmadi.  Ancak TOA-2017-7362 kodlu Kuantum Nokta [Qdot] Temelli
Biyoalgilayict Prob Kullanilarak Gozdeki Lenf Drenajmin Varligi Uzerine Bir Arastirma
projesinde submandibular lenf yumsuruna agildigi tespit edilmistir. Yiriitilen bu
arastirmada siireler bakimindan 30. Ve 60. Dk da goriintii alinmasi ile ilgili oldugu igin

birkac saat sonra lenf yumrusuna drenaji tespit etmek imkanimiz olmamustir.

Kulaga bolgesinde floresan goriintli alinmasinin  sebebi literatiirde [14] belirtigi  gibi
ventral ve rostral ekstraorbital lakrimal bezlerden kaynaklanmaktadir. Kanal, goziin
dorsolateral bolgesinde konjunktivaya acilan intraorbital lakrimal bezle birlesir. Siganlarda
ayrica exorbital bezi lakrimal sivisinin iiretiminde aktiftir. Kulagin biraz altinda ve hemen
ontinde bulunan ekstraorbital lakrimal bezin antero-dorsal sinir kanali, konjuktivaya

acilmadan Once intraorbital lakrimal bezden biriyle birlesmek i¢in goziin dorso-lateral
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bolgesine dogru ilerler. Bu nedenle floresan goriintiiniin =~ g6z ¢evresinde kuvvetli
olmasmin sebebi bu birlesmelerdir.  Konjuktival lenfatik sistemin bozuk oldugu
durumlarda gbz, goziin [cameraoculi anterior ] i¢inden gelen siviyr subkonjonktival
bosluga bosluga biraktig1 bilindigi ic¢in kusurlu lenfatik sistem, siviyr subkonjutival lenf
sistemi ile drene edilemeyecegi igin goz i¢ basincinin yiikselmesine neden olabilir.
Konjonktiva gdzdeki en lenfatik gelismis dokudur. Dolyisiyla GIB azaltmaya gerek
duyulan cerrahisini islemler surasinda kullanilan Kkoterizasyon lenfatik yapilara zarar

verebilecegi husus dikkati ¢ekmistir [15].

Bir grup arastirmaci goziin 6n kamaradaki veya vitrozdeki enjekte edilen markerlarin lenf
diigtimlerine ulasmak i¢in konjunktival lenfatikler kullandigini bildirmislerdir [16,17].
Bununla birlikte, makiiler 6demde sizan interstisyel sivinin emilim mekanizmasi agik
degildir. Yapilan  son arastirmalarda, vitreustan drenajin konjonktival lenfatikler

araciligiyla olabilecegi 6ne siiriilmiistiir [17].

Sonug: yukaridaki bilgiler 1s1¢inda konjuktivanin lenf damarlar1 bakimindan zengin
oldugu, GIB’nin drenajinda saghkli konjectif dokunun énemli oldugu hatta GIB nmn
lenfatiklere drenajin1  konjuktival lenf sitemiyle olabilecegine dair goriislere kismen
katilinmaktadir. Ciinkii konjuctival lenf sistemi parotis ve mandibular lenf yumrusu ile
irtibatli  oldu gibi humor aquousus’un hem konjuctival hemde schlemm kanali
araciliftyla mandibular lenf yumrusuyla irtibati  bilinmektedir. Yapilan c¢aligmada
goriilecegi lizere konjuctival lenf drenaji yaklasik birsaatlik zaman diliminde Rat

modeli olarak biitiin viicut sistemiyle irtibatli oldugu ortaya konulmustur.

Biyouyumlu problarin gelecekteki gelisimi ve daha duyarli hiperspektral
goriintiileme yontemleri yine de bu dezavantajlar atlatabilir ve klinik 6ncesi bulgularin kér

edici goz hastaliginin tedavisine yonelik klinik ¢aligmalara doniistiiriilmesini saglayacaktir.



14

4.1 Ulasilmas diisiiniilen hedefler:
Tiirkiye sartlarinda hi¢ denenmemis bu ¢alisma bir 6n ¢alisma niteligindedir. Konjuktiv
doku g6z i¢ basinciyla koordineli ¢alismaktadir. Bu koordinasyonu ortaya koyabilmek

adma:

1-konjuctiv dokunun 6zellikle limbus bolgesinde immun histokimyasal floresan yapisini
cikartabilmek ona uygun proteinle Qdot655 ‘i birbirine baglayarak bir nanopartikiil prob

elde etmek, ve bu probu kullanilarak floresan mikroskobunda tespit edilmesi,

2- Glukom tedavsinde kullanilan c¢esitli prostoglandin tlirevi kimyasallar kullanilarak

gozdeki lenf kanallar1 iizerinde indiikleyici etkilerini tespit etmek,

3- Paramanyetik Qdot’lar kullanilarak Micro-CT goriintiisiinii alabilmek suretiyle goz ile

lenf yumrusu arasindaki irtibat ortaya konulmalidir.
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