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1. GIRIS

Glokom sinsi seyirli, tan1 gecikmesi durumunda gérme kaybi ile sonuglanan
ilerleyici bir optik noropatidir. Hastalikta g6z i¢i basing yliksekligi nemli ve kontrol
edilebilir bir faktér olmakla birlikte, diger faktorler de patogenezde biiyilk 6nem
tasir. Nitekim goz ici basinct (GIB)’ndan bagimsiz ya da diisiik GIB’ye ragmen
gelisen ve/veya ilerleme gosteren olgular séz konusudur. Ozellikle nérotrofin
desteginin azalmasi1 ve oksidatif stres ile RGHlIerinde gelisebilecek mitokondiryal
hasar, konunun son zamanlarda dikkat ¢eken ve iizerinde c¢alismalarin yogunlastigi
Oonemli bir parcasidir. Bu noktadan hareketle glokomda ndron koruyucu ve

antioksidan tedavilerin yeri ve degeri tartisilmaya baslanmistir.

Noron koruyucu ilaglar, multiple skleroz (MS), Alzheimer, amyotrofik lateral
skleroz (ALS) ve Parkinson gibi bazi nérodejeneratif hastaliklarda kullanilmaktadir.
Noron koruyucu ilaglarin glokom hastaliginda kullanimi ise, son yillarda yogun bir
bicimde calisilmaktadir. Bu ajanlar glokomatdz néropati patogenezinde rol oynayan
pek g¢ok faktore etki edebilmekle birlikte, gogunun etkisi deneysel g¢aligsmalarda

gosterilmis olup, bir kismina ait faz ¢aligsmalar1 devam etmektedir.

Bir alfa-2 mimetik adrenerjik ajan olan brimonidinin, GIB diisiirme yaninda
noron koruyucu etkisi de, deneysel ve klinik ¢alismalarda gosterilmistir. Noron
koruyucu etkinligi, esas olarak hiicre dis1 sinyaller ile diizenlenen 6zel kinazlarin
(ERK ve Akt) aktivasyonu sonucunda, anti-apopitotik protein olan Bcl-2’yi arttirmak
yoluyla gerceklesmektedir. Bunun yaninda 6zel protein kinazlar1 uyararak apopitotik
yollart inhibisyon, norotrofik faktdr salinimi, glutamat salinim inhibisyonu ve
dogrudan NMDA reseptor inhibisyonu gibi etkileri de bulunmaktadir. Diisiik basingh
glokom grubunu yayinladiklari son ¢alismada, brimonidin kullanan olgularda timolol

maleata oranla, gorme alaninda daha az progresyon bildirmislerdir.

Glokomda, mitokondriyel fonksiyonlarin bozularak hiicre ic¢in gerekli
enerjinin yeterince tiretilemedigi ve bunun da RGH yasami iizerine olumsuz etkileri
oldugu bilinmektedir. Biyoenerjik tedavi yaklasimlari, mitokondriyel fonksiyonlara

etki ederek ATP iiretimini arttirmaya yonelik yontemlerdir. Koenzim Q10 (CoQ10)



ve vitamin E (Vit.E) antioksidan 6zelligi olan iki molekiildiir. CoQ10 mitokondriyal
membran potansiyelinin devamliligin1 saglayarak, ATP {iretimini destekleyerek,
reaktif oksijen tirleri (ROS) iiretimini inhibe ederek norodejeneratif hastaliklarda

noron koruyu etki olusturan temel kofaktordiir.

Calismamizda ratlarda deneysel glokom modeli olusturularak, brimonidin ve
CoQ10+Vit.E’nin noron koruyucu etkinliklerinin arastirilmasi planlanmigtir. Glokom
hastalarinda GIB’nin diisiiriilmesini hedefleyen hipotansif tedavi stratejileri yaninda,
bu iki molekiilden hareketle noron destekleyici tedavi yaklasiminin etkinliginin

arastirilmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. GORME SIiSTEMIi
2.1.1. Goziin yapisi

Gorme duyusunun gérme merkezine ulastirilmasinda goérevli olan goz, distan
ice dogru sklera, koroid ve retina olmak iizere ii¢ tabakadan olusur. Goziin 6n
tarafinda sklera tabakasi yerini 1518a karsi gegirgen ve saydam kornea tabakasina
birakir. G6z mercegi ve kornea gelen 15181 kirarak retinanin iizerine diismesini
saglarlar. Koroid kan damarlarini ve 15181 absorbe ederek goz i¢inde yansimasini
engelleyen melanin pigmentini igerir ve goziin renkli gériinen kismin, irisi olusturur.
Iriste bulunan diiz kaslar gelen 15181 siddeti dogrultusunda pupil agikligini diizenler
[1]. Pupilin arkasinda saydam, bikonveks ve esnek ozellikte lens bulunur. En ig
tabaka olan retina 1518a duyarli fotoreseptorler hiicrelerini igerir. Retina histolojik

olarak incelendiginde 10 tabakadan olustugu goriiliir
Bu tabakalar igten disa dogru:
1-I¢ limitan membran
2-Sinir lifleri tabakasi
3-Ganglion hiicreleri tabakast
4-I¢ pleksiform tabaka
5-i¢ niikleer tabaka
6-D1s pleksiform tabaka
7-D1s niikleer tabaka
8-D1s limitan membran
9-Koni ve basiller

10-Retina pigment epiteli’dir.
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Sekil 2.1. Retinanin histolojik kesiti.

Bruch Membrani: Bruch membrani RPE ile koryokapiller dokuyu

birbirinden ayirmaktadir.

Retina Pigment Epiteli: Tek katli heksagonal hiicrelerden olusur. Hiicreler
aras1 zonula adherens ve zonula ocludens denilen siki baglantilar sayesinde dis kan—
retina bariyerini olusturur. Retina yiizeyindeki mikrovilluslar sayesinde, fotoreseptor
hiicrelerin pigment iceren 1s18a duyarli dig segmentlerini sarar ve atilan dis segment
parcalarin1 fagositoz yoluyla temizler. Icerdikleri melanin graniilleri sayesinde 151k
sacilmalarin1  absorbe etmek, fotoreseptor dis segmentindeki vitamin A
metabolizmasina katilmak, interfotoreseptdor matriks igerigini muhafaza etmek,
konlarin dis segmentini saran kiliflarla metabolik aligveris ve koryokapillaristen
gelecek olan maddelerin retinaya aktif transport yoluyla segici olarak iletilmesini

saglamak diger gorevleridir [2].

Fotoreseptor hiicreler: Rod ve konlar i¢ ve dis segmentlerden olusmustur,
rod ve konlarm i¢ segmentlerinde sentez organelleri ve nukleuslar: bulunur. Ig
segmentler silium adinda dar ve ince bir parcayla 1518a duyarl pigmentler iceren dis
segmentlerle baglantilidir. Rod hiicrelerinde 500 nm dalga boyuna duyarli rodopsin

denilen bir pigment bulunmaktadir, rodopsin araciligiyla rodlar karanlikta gérmeden



sorumludur. Konlar ise fotopigmentlerinde birbirinden farkli 3 opsin tiirevi igerirler

ve buna gore de 3 farkli alt gruba ayrilirlar:
564 nm (kirmiz1) 1s18a duyarli pigment igeren L konlar,
533 nm (yesil) dalga boyuna duyarlit M konlar ve

437 nm (mavi) dalga boyuna duyarli S konlar.

Santral foveada sadece kirmizi ve yesil konlar bulunurken; rodlar ve mavi
konlar hi¢ bulunmaz. Rodlar perifoveal alanda yogunlasirken kon yogunlugu en fazla
foveal bolgede bulunur (yaklasik 160.000/ mm?2). Retinada toplam 4.6 milyon kon

mevcutken 92 milyon rod oldugu diisiiniilmektedir.

Rodlar ve koniler dis segment, i¢ segment, sinaptik terminal olmak iizere {i¢
bolge igerirler [3]. Dis segmentde fototransdiiksiyon gerceklesir. Bu boliimde 15181
emen goriintli pigmentleri vardir. Rodlarda tek tip konilerde ise ti¢ tip (mavi, yesil ve
kirmizi) gérme pigmenti bulunur. Rodlar ve koniler, 15181 absorbe eden ¢ok sayida
molekiil i¢erir (her hiicrede 108 tane) ve hiicrelerde zarin yiizey alanini ciddi bigimde
genisleten, zarimsi disklere doniligsmiislerdir. Konilerde, diskler plazma zarmin
devamindayken, rodlarda plazma zarindan ayrilmig ve hiicre i¢i bir organel haline
gelmistir. I¢c segment, retinanin i¢inde daha proksimal olarak yerlesmistir, hiicrenin
cekirdegini ve pek cok biosentetik parcasini igerir. I¢c segmentte sitoplazma ve
sitoplazmik organeller bulunur. Bu segmentteki mitokondriler fotoreseptor islevi igin
enerji saglamada 6nemli rol oynarlar. Sinaptik terminal, koni ya da rodun horizontal
ve bipolar hiicreler ile baglantisini saglayan boliimdiir [2, 4]. Fotoreseptorler de diger
noronlar gibi, boliinmez ancak dis boliimlerini siirekli olarak yenilerler. Yeni diskler

hizla olusur, eski diskler ise pigment epitel hiicrelerinin fagositik hareketleri ile atilir

[4].
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Sekil 2.2. Koni ve Basillerin boliimleri

Isik elektriksel degisikliklerin olusmasi ile sonuglanan biyokimyasal
reaksiyon basamaklarini tetikler ve fotokimyasal degisikliklere neden olur. Bu
fotokimyasal degisiklikler rodlarda ve konilerde meydana gelir. Rodlarda bulunan
1518a duyarli maksimum absorbsiyon spektrumu 500 nm olan rodopsin pigmenti
vardir. Konilerde bulunan 1s18a duyarli kimyasal madde ise iodopsindir [2].
Rodopsin opsin proteini ve karotenoid pigmenti olan retinalin (Vitamin A aldehiti ya
da Il-cis-retinal) birlesimiden olusur. Isik, retina tarafindan absorbe edilince rodlarda
bulunan 11-cis-retinali all-trans-retinale donistiiriir. All trans-retinal opsinden ayrilir.
Bu isleme fotodekompozisyon adi verilir. Bu pargalanma sonucunda ortaya ¢ikan
batorodopsin  nanosaniyeler iginde liimirodopsine doniisiir.  Liimirodopsin
mikrosaniyeler i¢inde metarodopsin I 1, sonra yaklasik bir milisaniye i¢inde
metarodopsin Il yi ve sonugta ¢ok daha yavas bir sekilde tamamen pargalanmig
tirtinler olan opsin ve all-trans retinali olusturur [2]. All-trans retinal, A vitaminin bir

sekli olan all-trans retinole doniisiir. Sonra all-trans retinol, izomeraz enziminin



etkisiyle 11-cis retinole doniistiiriiliir. 11 cis retinal rod dis segmentinde opsin ile

birleserek rodopsini meydana getirir [5].

Rodopsin w{jneqmi
4
Batorodopsin

(n sn)
Lumirodopsin
(wsn)
Metarodopsin |
(m sn)
Opsin Metarodopsin |l
(sn)
11-cis-retinal Ifzomeraz All-trans-retinal
NADH 4 RDH
th | l “*NAD
11-cis-retinol «22mer@Z - All-trans-retinol
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Sekil 2.3. Isik uyarimi ile rodopsinde meydana gelen degisimler

Isik 11-cis retinali aktive eder ve fosfodiesteraz enziminin aktivasyonunu
saglar. Bu enzim c¢cGMPyi hidrolize ederek cGMPnin sitoplazmik yogunlugunu
distirir. ¢GMP bagmli kanallar (Na+ ve Ca2+) kapanir ve fotoreseptor
hiperpolarize olur. Hiperpolarizasyon fotoreseptdriin ucuna pasif olarak iletilir ve
hiicreden ndrotransmitter salinimi azalir. Daha sonra Ca kanallarmin kapanmasi
nedeniyle Ca konsantrasyonundaki diisiis, kalsiyuma duyarli proteini aktiflestirerek,
Guanilat Siklaza baglanmasina ve daha fazla cGMP iiretilmesine neden olur. Bu da
Na+ ve Ca2+ kanallarinin ag¢ilmasim1 ve hiicrelerin tekrar dinlenim durumuna

donmesini saglar [2].
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Sekil 2.4. Fotoreseptor dis segmentinde cGMP-kapili kanallarda 1s181in neden oldugu

degisimler.

Dis Niikleer Tabaka: Bu tabakada rod ve kon hiicrelerinin gévde ve

nukleuslar1 bulunmaktadir.

Di1s Pleksiform Tabaka: Burada rod ve konlarin terminal uglar1 horizontal ve
bipolar hiicrelerin dendritleriyle sinapslar yaparlar. Fotoreseptdrlerin invajinasyon
yoluyla sekillenmis sinapslarina, her sinapsta bir bipolar ve iki horizontal hiicre ile
baglanti kuruldugundan ‘triad’ adi verilir. Rod hiicrelerinin tek triadi olurken,

konlarin birden fazla triadi bulunmaktadir.

I¢ Niikleer Tabaka: Bu katmanda cesitli hiicrelerin cekirdekleri ve hiicre
govdeleri bulunmaktadir. Distan ice sirasiyla horizontal hiicreler, bipolar hiicreler,
interpleksiform hiicreler ve en igte amakrin hiicreler bulunmaktadir. Horizontal
hiicrelerin gorevi fotoreseptor — bipolar hiicre sinaptik baglantilarinda elekriksel
iletiyi islemektir. Bipolar hiicreler iki kutuplu yapilariyla rod ve konlardan aldiklar

iletiyi i¢ pleksiform tabakada (IPT) RGH’ye iletirler. Rodlar i¢in dzel ve tek tip bir



bipolar hiicre tipi mevcuttur ve her rod bipolar hiicresi santral retinada 40-50;
periferde ise 15-20 rod sferiilii ile baglantilidir. Tiim bu rod bipolar hiicreleri ‘on
(acik)’ ileti hiicresidir. Kon bipolar hiicreleri ise ‘on’ ve ‘off” ileti tipiyle 2 ana gruba

ayrilir.

‘On’ ileti tasiyan kon bipolar hiicreleri IPT’nin i¢ katmanlarinda, ‘off> ileti
tastyanlar ise IPT nin dis katmanlarinda gangliyon hiicreleriyle sinaps yaparlar. Kon
bipolar hiicreleri yapisal olarak da diffliz bipolar ve midget bipolar hiicreler olarak
iki gruba ayrilmistirlar. Diffiiz olanlar birden fazla konla iligkili iken midget tipi
bipolar hiicreler yalnizca birer konla baglantilidir. Dev miiller hiicrelerinin
cekirdekleri de i¢ niikleer tabaka (INT) da olup yapi olarak glial kokenli hiicreler
olduklarindan ileride noroglia basligi altinda ele alinacaklardir. Amakrin hiicreler
INT’nin en i¢ bolgesinde bulunan hiicre grubudur. Bu hiicreler lateral baglantilariyla
diger amakrin hiicreler, bipolar ve RGH ile iletisim halindedirler ve sinaptik
bileskelere etkileriyle horizontal hiicreler gibi elektriksel iletinin modifikasyonunda

rol alirlar.

I¢ Pleksiform Tabaka: INT’de bulunan farkli hiicre gruplarryla RGH bu
tabakada sinaptik baglantilar yaparlar.

Gangliyon Hiicre Tabakasi: RGH’nin hiicre govdesinin bulundugu bu
tabakada tiim retinal yiizeyde yaklasik 1.5 milyon hiicre bulundugu diisiintilmektedir.
RGH’nin IPT’ye uzanan dendritik uzantilari ve SLT’ye katilan birer aksonlart

bulunmaktadir.

Retinal ganaglion hiicreleri iki fonksiyonel sinifa ayrilir: M (magno, biiyiik)
ve P (parvo, kiigiik). M hiicrelerinin biiyiikk alici alanlar1 vardir ve devaml
aydinlanmaya gegici olarak tepki verirler. Optimum olarak biiylik nesnelere tepki
verirler ve uyaricilardaki ani degisiklikleri fark edebilirler. Daha kiiciik olan P

hiicreleri ise goriintiideki detaylardan sorumlu olarak kabul edilir.

Optik siniri gangliyon hiicrelerinin aksonlari olustururlar. Retinanin nazal
yarimlarindan gelen lifler optik kiazmada caprazlasarak, temporal yarimdan gelenler

ise ¢apraz yapmadan dorsal genikiilat niikleusa girerler ve sinaps yaparlar. Dorsal



genikiilat niikleus; gorsel bilgi sinyallerinin ne kadarmin kortekse gececeginin
bilgisini, optik radyasyon (genikiilokalkarin traktus) yolu ile gérme korteksine iletme
ve kontrol etmede islev goriir. Dorsal genikiilat niikleusda M hiicrelerinden sinyalleri
alan magnoseliiler tabaka (1. ve 2. tabakalar), P hiicrelerinden sinyalleri alan
parvoseliiler (3, 4, 5 ve 6. tabakalar), olmak iizere iki alt tabaka bulunmaktadir. Bu
tabakada bulunan noronlar morfolojik ve fizyolojik olarak farklilik gosterirler.
Parvoseliiler ve magnoseliiler tabakada bulunan noronlar gorsel korteksin farkli
tabakalarina parvoseliiler ve magnoseliiler sistem olarak isimlendirilen ayr1 kortikal
yollarla ulasirlar [4]. Diger yandan, hem parvoseliiler hem de magnoseliiler yoldan
primer gérme korteksine (17. alan) giris yapan ligiincii bir sistem de bulunmustur.
Diger iki yoldan tamamen farkli olan bu sistem renkli gérmeden sorumlu olup,
mitokondriyal bir enzim olan sitokrom oksidazi bol miktarda igeren ve renk
damlalar1 (blob) adi verilen bolgelerde (17. bolge) sonlanir. Magno sistem hareket ve
derinlik algilanmasindan, parvosistem sekillerin ayirt edilmesinden ve hizli yersel
degisikliklerin algilanmasindan, blob sistem ise renkli gormeden sorumludur. Dorsal
genikiilat niikleustan cikan gorsel bilgi sinyalleri primer gérme korteksine ulasir.
Gorme korteksi primer ve sekonder olarak ikiye ayrilir. Sekonder gorme korteksine
gorsel asosiyasyon alanlart da denir. Gorsel uyaranlarin analizi i¢in primer gérme

korteksinden gelen sinyallerin iletildigi alanlardir [4].

Sinir Lifi Tabakasi: Optik disk kenarinda en kalin halinde 20-30 um olan
SNT perifere dogru incelerek devam eder. Bu katman RGH nin aksonlarinin MH ve
astroglial hiicrelerce birbirlerinden ayrilmis sekilde demetler halinde organize
olmastyla olusmustur. Retina genelinden OD’e uzanan aksonlar en kisa mesafeyi
katedecek sekilde dizilmisken foveanin temporalinden gelen aksonal demetler
foveanin etrafin1 dolasacak sekilde arkuat fibrilleri olusturarak OD’e ulasirlar. RGH
aksonlar1 0,6-2 um kalinlikta olup, intraretinal seyirleri boyunca myelinsizdirler,
ancak OD’in lamina kribrozasindan gectikten sonra myelin kilifla sarilirlar ve bu
nedenle optik sinir lamina kribroza’dan sonra ¢ap olarak genisler. Makiiladan ¢ikip

OD’e uzanan liflerin toplamina ise “papillomakiiler band” adi verilir [2].

Internal limitan membran: ILM retina i¢ yiizeyinde gercek bir bazal

membrandir. Retinal yiizey ise retinanin ana glial hiicresi olan miiller hiicrelerin
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ayakst cikintilarindan olusmaktadir. OD kenarinda astroglial hiicrelerin bazal
laminas1 olarak devam eder ve Elschnig membrani olarak adlandirilir. ILM; inceldigi

vitre bazi ya da fovea gibi bolgelerde vitreal kortekse siki baglantilar igerir.

Noroglia: Genel olarak retinanin destek hiicreleridir ve bariyer olusturma,
yapisal organizasyon, sinir hiicre ve uzantilarinin izolasyonu, herhangi bir
zedelenmede retinal tamir (gliosis) ve rejenerasyondan sorumludurlar. Retinada
bulunan glial hiicreler yap1 ve fonksiyon agisindan merkezi sinir sistemindeki glial
hiicrelerle bircok agidan benzerler. Embriyolojik koken ve morfolojik agidan
makroglia ve mikroglia olmak {izere iki ana gruba ayrilirlar. Makroglial hiicreler
embriyolojik olarak ndral katlantidan koken alirlar ve retinanin en biiyiik hiicresi
olan miiller hiicreleri ve astroglialardan olusurlar. Mikroglial hiicreler vaskiiler
endotel hiicreleri ve perisitler gibi mesodermal kokenlidir, morfolojik olarak c¢ok

daha ufak boyutlardadir [2].

2.1.2. Sican Gorme Sistemi

Rat retinasin1 olusturan elementler alici hiicreler ve onlarini arasindaki
etkilesimi saglayan tabakalar seklindedir. Retina rat goziiniin 175 derecelik kismini
kaplar. Optik sinir %6,5 luk alani olustutur. Kan damarlari optik diskten esit olarak

cikar ve foveal depresyonun herhangi bir gostergesi yoktur.

Retinada ti¢ farkli noral element ve bir tek yapisal eleman olan miiller hiicresi
bulunur. Noronal unsurlar sunlardir: (1) reseptorler, (2) i¢ noronlar ve (3) efferent
noronlar. Reseptorler tipik memeli rod hiicreleridir. I¢ noronlar horizontal hiicreler,
bipolar hiicreler ve amakrin hiicrelerdir. Efferent noronlar gangliyon hiicreleridir.

Rat retinasi tabakalar1 su sekildedir [6]:

a) Pigmente hiicre tabakasi

b) Reseptor tabakasi

- Reseptor hiicrelerin dis segmentleri

- Reseptdr hiicrelerin i¢ boliimleri
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c¢) Dis niikleer tabaka
- Reseptdr hiicre somalart
d) D1s pleksiform tabaka
e) I¢ niikleer tabaka
- Horizontal hiicre somalar1
- Bipolar hiicre somalari
- Amakrin hiicre somalar1
f) I¢ pleksiform tabaka
g) I¢ niikleer tabaka

- Ganglion hiicre somalar1

Sicanlar, insanlara gore, retinada, lateral geniculate nukleusta ve gdrme
korteksinde ¢ok az 6zellesme gosterirler. Siganlar renkli gérmeden ve tahminen blob
sisteme karsilik gelen bir sistemden yoksundurlar. Sicanlarin temporal (zamansal)
frekanslar1 ayirt etme yetenekleri vardir [7]. Magno sisteme karsilik gelen bir sistem
varken, parvo sistemine karsilik bir sistemlerinin oldugu siiphelidir. Cilinkii uzaysal
rezoliisyonlar1 insanlarinkinden daha kiictliktiir. Tiirler arasi topografik 6zellesme ve
alg1 yeteneklerindeki farkliliklara ragmen, iki tiir arasinda nitelik olarak parvoseliiler
ve magnoseliiler sistemlerinde benzerlik bulunmaktadir. Primatlara benzer olmakla
birlikte, sicanlarin gorsel yolaklar retinal ganglion hiicrelerinin morfolojisi, optik
traktustaki sinir liflerinin hizi, retinal ganglion hiicrelerinin, lateral geniculate
nukleusta tabakalarindaki dagilimi, talamokortikal projeksiyonlarin kortikal dagilimi
ve ileti hizlari, dLGNdeki ndronlarin reseptif alan o6zellikleri ve gorsel korteks

bakimindan fonksiyonel ve yapisal olarak fakliliklar gosterirler [7].

2.2. GLOKOM

Glokom genellikle GIBnin artis1 ile seyreden, optik sinir basinda
canaklagsma; RGH dejenerasyonu ve gorme alani kaybi olusturan, kronik optik

noropatidir. Glokom diinya ¢apinda geriye doniigsiiz ve dnlenebilir korliigiin en 6nde
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gelen nedenidir [8]. Glokomun goriilme insidansi ¢esitli yazarlara gore %0.47 ile %8

arasinda degismektedir. Ayni zamanda bu insidans yasla birlikte artmaktadir [8].

2.2.1. Glokomun Siniflandirmasi
2.2.1.1. Edinsel Glokomlar
Acik Acili Glokom
1. Trabekiilum Oncesi Engel (membran olusumu)
a) Neovaskiiler Glokom
b) Travma
¢) On Kamaraya Doku ilerlemesi
d) Iltihabi Membranlar (Fuchs Heterokromik Siklitisi, Interstisyel Keratit)
2. Trabekiilum Engeli
a) Stizme Yeteneginde Azalma
-Primer Agik A¢ili Glokom
-Steroid Glokomu
b) Trabekiilum Aginda Birikim
-Alyuvar Birikimi
*Hemorajik Glokom
*Hayalet Hiicreli Glokom
-Makrofaj Birikimi
*Hemolitik Glokom
*Fakolitik Glokom

*Melanolitik Glokom

-Neoplastik Hiicre Birikimi
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*Malign Ttiimorlere Bagli Glokom
*Jiivenil Ksantograniiloma Bagli Glokom
-Pigment Partikiilleri Birikimi
*Pigmenter Glokom
*Pseudoeksfoliasyon Glokomu
*Uveite Bagli Glokom
*Malign Melanoma Bagli Glokom
-Protein Birikimi
*Lense Bagli Glokom (Fakolitik ve Fakoanaflaktik Glokom)
-Viskoelastik Maddeye Bagli Glokom
-Vitreusa Bagli Glokom
-Alfa Kimotripsin Glokomu
¢) Trabekiilumda Degisiklik
-Odem
*Trabekiilitis
*Episklerit ve Sklerit
*Alkali Yanig1
-Travmatik Ac¢1 Resesyonu
-Goz i¢i Yabanci Cisim
*Salkosis
*Siderosis
3.Trabekiilum Sonras1 Engel
a) Schlemm Kanal1 Tikanmasi
-Schlemm Kanal1 Kollaps1

-Orak Hiicre ile Tikanma
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b) Yiiksek Episkleral Venoz Basing
-Karotiko-Kavernoz Fistiil
-Kaverndz Siniis Trombozu
-Retrobulber Tiimor
-Troid Oftalmopati
-Vena Kava Siiperior Tikanmasi
-Mediastinal Tiimorler

Ac1 Kapanmasi Glokomu
1. Irisin One Cekilmesi
a) Membran Kontraktiirii
-Neovaskiiler Glokom
-Travma
b) Inflamatuar Membran Kontraktiirii
2. risin One Itilmesi
a) Pupilla Bloklu
-Pupilla Blogu Glokomu
-Lense Bagli Glokom
-Siskin Lens
*Sublukse Lens
*Hareketli Lens
- Cevresel On Yapigikliklar
*Iris-Vitreus Blogu
*Pseudofakik Glokom

*Uveit
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b) Pupilla Bloksuz
-Plato Iris
-Malgn Glokom (Silyer Blok Glokomu)
-LenseBagli Glokom
-LensEkstraksiyonu
-Sklerl Cokertme
-Panetinal Fotokoagiilasyon
-Santal Retinal Ven Tikanmasi
-Gozlci Timérler

-On vea Kistleri

2.2.1.2. Dogumsal ve Gelisimsel Glokomlar
Acik Acili Glokom:
1. Trabekiilum Oncesi Nedenler
a) Irido-Korneal Endotelyal Sendrom
b) Posterior Polimorf Distrofisi
2 Trabekiiler Nedenler
a) On Kamara Agisiin Tikanmasi
-Tiimr Hiicreleri
-A¢id Anomali
*Primer Konjenital Glokom
*Juvenil Glokom
*Axenfeld-Rieger Sendromu
*Peter’s Anomalisi

*Aniridi
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3. Trabekiilum Sonras1 Nedenler
a) Episkleral Venoz Basincin Artmasi
-Sturge-Weber Sendromu
-Ailevi Yiksek Episkleral Venoz Basing
Ac¢1 Kapanmasi Glokomu:
1. Acida Membran Kontraktiirii
a) Irido-Korneal Endotelyal Sendrom
b) Posterior Polimorf Distrofisi
2. Pupiller Bloklu
a) Lens Subluksasyonu
-Marfan Sendromu
-Weill-Marchesani Sendromu
-Homosistiniiri
3. Pupiller Bloksuz
a) Retinoblastom
4. Lens Arkas1 Membran Kontraktiirii
a) Prematiir Retinopatisi

b) Persistan Hiperplastik Primer Vitreus

2.3. GLOKOM VE NORON KORUMA

Optik sinir hasarinin gelisiminde GIB artis1 halen en 6nemli risk faktorii
olarak bilinmekle beraber son yillarda glokomun etyopatogenezinde farkli
mekanizmalarinda rol oynadig1 diisiiniilmektedir [9, 10]. GIB kontrol edilen bazi
hastalarin gérme alaninda goriilen ilerleyici hasar ya da GIB normal olan kisilerde

izlenen glokom, GiB’nin bu hastaligin tek nedeni olmadig1 bilinmektedir [11].
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Randomize kontrolli klinik ¢aligmalardan elde edilen sonuglar gostermistir
ki; basarilh GIB kontroliine ragmen gdérme alani kaybmin ya da GiB’nin normal
oldugu hastalardaki RGH hasarinin 6niine gegilememektedir [12, 13]. Bu sonuglar
cok sayida arastirmaciyr GIB’yi diisiirmeye yonelik klasik glokom tedavisine ek

olarak, yeni tedavi stratejileri gelistirmeye yoneltmistir.

Noroproteksiyon RGH’lar1 canli ve fonksiyonel kilmayr hedefleyen bir

terapotik stratejidir.

Noroproteksiyonun, glokom ve diger nérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde
geleneksel methodlarla iliskisi yoktur. Ciinkii GIB’den, okiiler kan akimindan ve
diger mekanizmalardan bagimsizdir. Bunun yerine, néronun daha uzun yasamasini

hedefleyen bir stratejidir [14].

Glokomda noroproteksiyonun hedefi RGHlerinin goévdesi, aksonu ve
dendritik agacidir. Clinkii RGHsi glokomat6z optik néropati sonucu 6lmektedir ve bu
kaybin geri doniisiimii olmamaktadir. Retina ganglion hiicreleri retinadan ¢ikis
noronlaridir ve bu sebeple gorsel sinyallerin gézden beyindeki hedef bolgelere
ulastirilmasindan sorumludurlar. Bu demek degildir ki, diger hiicre tipleri (6rnegin
astrositler ya da glia) noroproteksiyon igin onemsizdirler. Ancak optik ndropatinin

sonucu RGH kaybi1 olup, néroprotektif ¢abalarin amaci bu hiicreleri yasatmaktir [14].

RGH hem normal gelisim sirasinda hem de cesitli optik sinir hastaliklarinda
apopitoz denen bir tiir hiicre 6liimii ile 6lmektedir. Apopitoz ya da programlanmis
hiicre 6liimii; kalitsal olarak kodlanmis, hiicrelere artik ihtiya¢ kalmadiginda veya bu
hiicreler ciddi olarak hasarlandiginda aktive olan bir tiir hiicresel intihardir. Heniiz
tam olarak anlasilamamis mekanizmalarla hiicre 6liim sinyalini alir. Ilk olarak
gerceklesen olay hiicresel hasarlanmadir. Bu proteinlerin yapilarinin bozulmasi ve
DNA'nin ayrismastyla olur. Daha sonra mitokondrilerden serbest oksijen radikalleri
(SOR) agiga ¢ikar. Bu ilk hasarlanma bilinmeyen bir proteince diizenlenir, bu protein
hiicre oliimiine katkisi olan p53 proteinini aktifler. p53 de daha sonra apopitozu
devam ettiren Bax genini indiiklerken antiapopitotik Bcl-x1’1 baskilar. Bdylece bir tiir
proteaz enzim grubu olan kaspazlar harekete gegirilerek hiicre apopitotik

cisimciklere ayrilip, makrofaj etkinligi gosteren komsu hiicrelerce yok edilir.
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Nekrozdan farkli olarak apopitozda; belirli bir hiicre grubu degil hiicreler ayr1 ayri
olaydan etkilenir ve bu durum kalitsal olarakta kodlanmistir. Yine apopitozda
belirgin bir DNA ayrigsmasi vardir. Apopitotik cisimcikler fagosite edilirken herhangi

bir inflamasyon bulgusu izlenmez [15].

2.3.1. Glokomat6z Hasarin Patogenezi

Glokomatdz optik sinir hasari i¢in ana risk faktorii yiiksek GIB olmasina
ragmen, bazi kisilerde bu basing normal sinirlarda olmasina ragmen (Normal basingh
glokom olarak da adlandirilan, ya da NTG) hasar olmaktadir. Aksine, yiiksek GIB’ye
ragmen optik noropati gelistirmeyen bireyler vardir. Bugiin i¢in glokomda optik sinir
hasarin1 agiklayacak 3 temel goriis vardir. ik ikisi vaskiiler ve mekanik

mekanizmalara, ti¢linciisii eksitotoksisiteye yogunlagmistir.

Mekanik teori, yliksek basincin RGH’larda direkt ve indirekt hasara neden
oldugunu vurgulamaktadir. Bu mekanizmaya gore, lamina kribrozaya olan basi
nedeniyle akson hasar1 olmakta ve sonucta akson tagima sistemi engellenerek RGH
hasar1 olusmaktadir. Aksoplazmik akimin obstruksiyonu RGH goévdesine norotrofik
faktorlerin retrograd transportunu engeller ve bu faktdrlerin lamina cribrosada

birikimine neden olur [16, 17, 18, 19].

Deneysel modellerde, devamli yiiksek basing RGH mitokondrisini de direkt
olarak hasarlamaktadir [20].

Growth faktor acligi ve mitokondriyal hasar, RGH gen ekspresyon dengesini

hiicre idamesinden pro-apopitotik yolaklara saptirabilir

Vaskiiler hipoteze gore optik sinir basini besleyen damarlardaki perfiizyon

basincinin diisilikliigli doku beslenmesini etkiler ve akson atrofisine neden olur.

Aksonal kaylp oOncelikle bir iskeminin sonucudur. Cesitli vaskiiler
bozukluklarda buna hiperlipidemi, arteriyoskleroz, hipertansiyon ve vazospastik

hastaliklar da dahil olmak {iizere endotel disfonksiyonu oldugunu biliyoruz.
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Glokomlu hastalarda, plazma endotelin—1 (ET-1) diizeyi kontrol gurubu ve NTG
grubunda daha yiiksek bulunmustur [21].

Bazi glokom formlarinda, optik sinir basi (OSB) kan akiminda kronik
bozulmalara yola agabilecek vaskiiler disregiilasyon olduguna dair kanitlar mevcuttur

[22].

OSB perfiizyonundaki primer veya sekonder vaskiiler disregiilasyonun sebep
oldugu dalgalanmalar iskemi-reperfiizyon sinir hasarini uyarabilir. Primer vaskiiler
disregiilasyon vazospastik hastalik tablosu olarak bilinmekte ve Rayno fenomenini
ve migreni kapsamaktadir. Sekonder vaskiiler disregiilasyon sistemik ET-1
seviyelerinin arttig1, romatoid artrit ve sistemik lupus eritematozus gibi hastaliklarda
gortlir [23]. Bazi glokom formlarinda bir risk faktorii olan primer vaskiiler
disregiilasyon, RGH’larda oksidatif strese neden olan okiiler kan akimindaki
otoregiilasyon bozukluklarindan kaynaklanir. Diger taraftan sekonder disregiilasyon
glokom icin bir risk faktorii olarak goriinmemektedir. Olasi agiklamalar; bu
durumlarda kan akimi global olarak azalir ya da goze patojenik olmayan sistemik
seviyesi yiikselmis ET—1 gibi vazokonstriktif peptidlerin parakrin faktorler olusu
gercegini icermektedir. Birgok c¢alisma glokom hastalarinda OSB kan akiminin
azaldigim1 gostermesine ve hayvan c¢alismalarinda bu hipotez desteklenmesine
ragmen, RGH hasar1 ile gergek iliskisi heniiz agiklanamamistir [24, 25]. Son
zamanlarda, iskemi veya iyonotropik glutamat reseptorlerinin asir1 uyarilmas: yani
eksitotoksisite sonucu olustugu diisiiniilen glutamata bagh toksisitenin de glokomda
ganglion hiicre Oliimiine yol acabilecegi bildirilmektedir [26]. Glutamata bagl
eksitotoksisite inme, travma, epilepsi, Huntington hastaligi, amiyotrofik lateral
skleroz ve AIDS demansinda da gozlenmistir [27, 28]. Glokomda hasarlanan
noronlarin santral sinir sistemi ile iligkili oldugu diisliniiliirse, eksitatuar
aminoasitlerin glokomdaki ganglion hiicre hasarinda da rol oynayabilecegi olasi
goriinmektedir. Ganglion hiicreleri lateral genikulata dek uzanmalari nedeniyle
retinada 6zellikli durumdadir. Buda ganglion hiicrelerinde eksitotoksik hasarlanmaya

kars1 yatkinlik olusturmaktadir.
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2.3.2. Retina Ganglion Hiicre Oliim Mekanizmalar1

Ik travmanin tipine bakmaksizin, aksonal hasar RGH’nin &liimiinii
apopitozis ile indiiklemektedir [17, 29]. RGH hasarmin ilk belirtileri, dendritik
agacin incelmesi, sonrasinda hiicre gévde ve aksonlarinda boyutlarinda kii¢iilmedir

[30].

Glokomlu gézlerde GIB yiikselmesi sonucu ortaya ¢ikan akson hasari
eksitatuar bir aminoasit olan glutamat artisina neden olur. Noron kaybi ile
ekstraseliiler ortama glutamat salinir. Glokomda tasiyici diizeyinin azalmasi ile de

glutamat diizeyi ytikselir. Bu artts NMDA reseptorlerini aktive eder.

Nitrik oksit (NO) etkisi: NMDA reseptorlerinin uyarilmasi ile NO sentaz
enzimi aktive olur. NO bir mesaj mediyatoriidiir ve retinal kan akiminimn
diizenlenmesinde, hiimor akéz yapiminda gorev almaktadir. NO serbest oksijen ile
birlesir ve ¢ok giiclii bir toksin olan peroksinitrit anyonlarini olusturur. Bu da

apopitozise yol acar. NO glokomda RGH 6liimiinde 6nemli bir mediyatordiir.

Norotrofik Faktorlerin Etkisi: Beyin kokenli norotrofik faktor (Brain derived
neurotrophic faktdr, BDNF) reseptorii olan Trk B retinada NO sentaz ile aym
lokalizasyondadir. BDNF ile Trk B uyarimi ayni zamanda NO sentaz enzimini de
aktive etmektedir. NTF aksonal geri tasima ile beyinden RGH ne gelen yasam
sinyalleridir. Noron hasarinda aksonal norotrofik faktor tasimasi artar. Ancak akson
basis1 devam ettigi siirece beyinden RGH ne ulagan NTF’de azalma olur. Bu
durumda RGH ne yasam sinyalleri ulagamaz ve hiicre 6liimii hizlanarak devam eder.
Memeli sinir sisteminde bu tiirden pek c¢ok faktor vardir, ama ganglion hiicreleriyle
en yakindan iliskili olan1 beyin kdkenli norotrofik faktoérdiir (BDNF). Bu faktor
beyindeki hedef noronlar tarafindan salinir. Ganglion hiicreleri de bu noronlarla
sinaps yapar ve ndrotrofini alip retinaya ulastirir. Gelisim donemi siiresince BDNF
bu yolla gelir, kullanilir ve tiim RGHlIeri de bu destege bagimli kalir. Deneysel olarak
eger BDNF taginimi bir sekilde engellenecek olursa, ganglion hiicrelerinin hasara

ugradigi goriilmistiir [31].
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Apopitozis: NMDA reseptorlerinin glutamat tarafindan aktive edilmesi,
hiicreler i¢in enerji kaynagi olan mitokondrilerde NO artisina ve mitokondride
serbest radikal siiperoksit anyonu ve peroksinitrit olusumuna yol agar. Bu aktivasyon
apopitozis olarak isimlendirilen inflamasyonsuz hiicre Oliimiiniin baslangicidir.
Apopitozis normal ortamda planlanmis hiicre 6liimii iken, glokomda erken aktive
edilmis olur. NMDA reseptorlerinin uyarilmasi1 Ca+2 yiikselmesine ve Cat2’a
bagimli hiicre i¢i enzim sisteminin ¢alismasina neden olur. Apopitozisteki kimyasal
olaylar proteolitik enzimlerle iligkilidir. NMDA reseptor uyarimi ile hiicre i¢i Ca+2

artmakta, kaspaz sistemi aktive olmakta, hiicre i¢i yikim baglamaktadir.

Glokomda erken donemde sinir lifi harabiyeti ve ileri donemde RGH o6limii
tek bir mekanizma ile agiklanamayacak birgok faktoriin rol oynadigi karmasik
olaylar dizisidir. Apopitozisin dnlenmesi ve noroprotektif yanit i¢in ilk unsur akson
basisinin azaltilmast yani GIB’nin diisiiriilmesidir. Glokomda retrograd nérotrofik
faktor akiminin (BDNF) olmamasi RGH 6liimii i¢in 6nemli bir nedendir. Bunun
disinda NO sentaz enzim inhibitorleri, ilave NTF, kaspaz sistem inhibitorleri, NMDA

reseptor antagonistleri gibi potansiyel néroprotektif ajanlar arastirma sathasindadir

[32, 33, 34].

Glokomda tedavinin primer amact RGH harabiyetini azaltmaktir. RGH kaybi1
yillik 10 bin civarinda olup 80 yasinda yaklasik %30’u kaybolmaktadir. GIB
yiiksekligi ve diger faktorlerle kayip daha da artar [35]. Asil néron koruma, GIB
diistiriicii etkiden bagimsiz glokomatdz optik ndropatinin potansiyel tedavisidir.
Amag, RGHlerinin devaminin saglanmasidir, bunun i¢in néron koruyucunun hedef
dokuya yeterli oranda geg¢mesi gerekir. Su anda miidahale edebildigimiz tek risk
faktérii GIB’dir. Bu da indirekt bir néron koruma olarak degerlendirilebilir [36].

2.3.3. Glokomatoz Hasarda Glutamatin Rolii ve Eksitotoksisite

Ik olarak 1957 yilinda Lucas ve Newton isimli arastirmacilarin retinal
distrofiyi iyilestirmek icin fare retinasi iizerinde c¢esitli maddeleri dener iken

glutamatin subkutan enjeksiyonunun retinanin i¢ sinir katmanlarinda agir hasara yol
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actigin1 gézlemlemesiyle glutamatin toksik potansiyeli oldugu anlasilmigtir [37, 38].
Sonrasinda Olney ve Sharpe sonradan eksitoksisite olarak adlandirilacak bu
norotoksik etkinin yalnizca glutamat ve retinal ndronlar ile smirli olmadigmni,
eksitotoksik amino asitlerin (EAA) santral noronlar iizerinde genel bir etki
olusturduklarini bildirmislerdir [39]. Son yillarda bu hipotez glutamat reseptor
fonksiyonlarmin ortaya konulmasi ve etkili glutamat antagonistlerinin gelisimi ile
desteklenmistir. Giiniimiizde kafa travmasi, spinal travma, serebral iskemi, epilepsi
ve kronik dejeneratif hastaliklarin fizyopatogenezinde eksitotoksisitenin énemi kabul
edilmektedir [40, 41]. Glutamat ve aspartat gibi EAA’lar memeli santral sinir
sisteminin ana norotransmitterleridir. Beyinde oldukga yiiksek konsantrasyonlarda
bulunurlar (glutamat 10 mmol/l ve aspartat 4 mmol/L), sinir terminallerindeki
sinaptik gecisi yonlendirir ve ndron igine iyon gegcisini kontrol ederler. Noronal
yagsam, sinaptogenesis, noronal plastisite, 0grenme ve hafiza iizerinde etkili
bulunmusglardir [42]. EAA’lar normalde sinir iletiminden sorumlu olduklari halde,
norotoksisitenin de potansiyel kaynagidirlar. Glutamatin anormal diisiikliigli normal
eksitasyonun bozulmasina, asir1 yiikselmesi ise kalsiyum homeostazisini bozarak
eksitotoksiteye ve hiicre 6liimiine neden olabilir. Glutamat ve benzeri aminoasidlerin
néronun gdévdesinde, dendridlerde, glialarda akut sismeye ve daha yavas olarak

noronal dejenerasyona yol agtiklart gosterilmistir [41, 43].
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Bu nedenle normal sartlarda sinaptik araliktaki glutamat seviyelerini
diizenleyen hassas bir mekanizma mevcuttur. Bu mekanizma, sinir terminalinin
presinaptik ucundaki reseptorler ve glia hiicreleri araciligiyla hiicre dis1 fazla
glutamatin sinaptik araliktan hiicre igine geri alimina dayanir (Sekil) [38]. Bu
mekanizma sayesinde fizyolojik kosullarda glutamat kuvvetli ve hizli etki gosteren bir
toksin oldugu halde glutamatin beyne direkt uygulanmasi bile hasar yaratmayacaktir
[44]. Bununla beraber sistemin yetersizligine yol agabilen veya ¢ok yiiksek glutamat

saliimina neden olan patolojik durumlar ise néron kaybina yol agacaktir.

Eksitotoksisite terimi ilk olarak ekzojen uygulanan glutamat veya glutamat
agonistlerinin neden oldugu noronal 6liimii ifade etmek i¢in kullanilmistir. Daha
sonra bu terim endojen olarak ortaya ¢ikan glutamat aracili noérotoksisite i¢in de
kullanilmaya baslanmistir [45]. Eksitotoksisitenin akut travmalardan (inme,
hipoglisemi, travma, ve epilepsi) kronik nérodejeneratif hastaliklara (6r: Huntington
hastaligl, Alzeimer hastalifi, ALS, ve insan bagisiklik yetmezlik virusiine baglh
demans) kadar degisen g¢esitli bozukluklarin etiyolojisinde rol alabilecegi
diistiniilmektedir; glokomda muhtemelen bunlarin arasinda yer almaktadir [46, 47,
48, 49]. Deneysel glokom modellerinde, vitreus igerisinde yiiksek glutamat
konsantrasyonlari, retina ganglion hiicresine (RGH) toksik olacak kadar yiiksek
diizeylerde bulunmustur. Glokomlu insanlarda postmortem yapilan ¢aligsmalarda da
vitreus igerisinde yaklagik iki kati glutamat yiiksekligi tespit edilmistir [50, 51, 52,
53]. Eksitotoksisitenin glokoma katkisi bundan bagka, glokom ve retinal hasar
olusturulmus deneysel glokom modellerinde NMDA reseptor blokeri ajanlarin

noroprotektif etkisinin gosterildigi calismalar ile de desteklenmistir [54, 55].

Eksitator aminoasit, glutamat (glutamik asit), postsinaptik hiicre yiizeyindeki
etkilerini glutamat reseptdrlerine baglanip néronal sinyali tetikleyerek olustururlar.
Glutamat reseptorleri iki major kategoriye ayrilmistir; iyonotropik (iletken iyonlar)
ve metabotropik (biyokimyasal sinyali tetikleyen). Iyonotropik reseptdrler
uyarildiklarinda hiicre membranindan hiicre i¢ine iyon gegisini dogrudan etkileyen
reseptorlerdir. Na+, K+ ve Ca+2’a olan farkli gecirgenlikleri nedeniyle N-methyl-D-
aspartate (NMDA), a-Amino—3-hydroxy— 5-methyl-4-isoxazole propionate (AMPA)

ve kainat olmak {izere 3’e ayrilirlar. Eksitotoksisite ¢ogunlukla bu iyonotropik
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reseptorler araciligiyla yonetilir. Biitiin bu ligand-kapili iyon kanallari normalde
ligand baglandiginda hiicre icine katyon girisine olanak saglar. NMDA, kainat ve
AMPA  reseptorleri  eksitator etkiler olustururlar. Metabotropik  glutamat

reseptorlerinin ise hem eksitatér hem de inhibitor etkileri bildirilmistir [56].

NMDA reseptorleri iizerinde en ¢ok calisilan ve bilgi sahibi olunan reseptor
kompleksidir. Monovalan katyonlara ek olarak, Ca+2 iyonunun da hiicre
membranindan gegisini saglar. Diger iyonotropik reseptorlere kiyasla Ca+2’a kars1 en
az 5 kez daha fazla gegirgen oldugu gosterilmistir [57]. NMDA reseptoriiniin islevini
kolaylastirmak igin once glisin (kofaktor olarak rol oynar) bu reseptdre baglanmalidir.
Sonrasinda ise glutamat bu bolgeye baglanir. Ancak normal membran potansiyeli
halinde bu kanal Mg ile bloke edilmis haldedir ve blok; ancak reseptorii igeren néron
kismen depolarize oldugu zaman ortadan kalkar. Norotransmitter aracili ligand kapili
iyon kanallar1 arasinda hem kimyasal hem de voltaja bagl acilabilen tek kanal NMDA
reseptoridiir. Santral sinir sistemine yaygin olarak dagilmustir. Duysal ileti ve iletinin
integrasyonu ile motor fonksiyon ve aktivitenin koordinasyonu ve programlamasinda
yer alir [44]. Bu reseptor baslica 6 bolge igerir. NMDA reseptorleri lizerindeki yogun
calismalar yakin zamanda bir¢ok subiinitinin de ortaya konulmasini saglamistir. Bu
sublinitler degisik beyin bolgelerinde daha yogun konsantrasyonlarda yer almakta ve
canlinin gelisim evresine gore de farkliliklar gosterebilmektedir. Bunlar; baglayici
NRI alt tinitesi ile birlikte modiilator 4 farkli tipte NR2A NR2D alt tiniteleridir [58,
59, 60]. NMDA reseptorlerinin alt iiniteleri, 6zellikle RGH, amakrin hiicre govdeleri
ve i¢ pleksiform tabakada olmak {izere; immiinhistokimyasal olarak kemirgenlerin i¢
retina katlarinda ve NRI1 alt {initesi, sican optik sinirinin intraorbital bdlgesinde
gosterilmistir [58, 61]. Agonist olarak glutamat, kofaktor olarak glisin ve antagonist
olarak ¢inkonun baglanabilecegi farkli baglanma yerleri iceren NMDA reseptorleri,
eksitotoksisite nedeniyle klinik olarak ayr1 bir 6nem tasir. SSS de glutamat geri
aliminda astrositlerin ¢ok Onemli rolii olmasina ragmen, Miiller hiicreleri de bu
mekanizmada oldukga aktiftir. Miller hiicresi, retinal ekstraseliiler alanin
homeostazisinin saglanmasi, retinal kan akimmin regiilasyonu ve patolojik kosullarda
da reaktif yanitlarin olusturulmasi gibi fonksiyonlar1 olan, vertebrali retinasinin en
onemli glial hiicresidir [62]. Ayrica Miiller hiicrelerinin RGH’lerin  kiiltiir

caligmalarinda eksitotoksik hasarin Onlenmesinde primer etkili oldugu; eksitator
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glutamatin retinal ekstraseliiler alandan alinmasi ve bir antioksidan olan glutatyonun

ortama verilmesi gibi gorevleri oldugu bildirilmistir [62, 63].

Glutamatin glial hiicreler ile geri alimindan sonra, glutamat glutamine
doniistiiriiliir, ekstraseliiler alana salinir, noronlar tarafindan alimir, tekrar glutamata
dontistiiriiliir.  Boylelikle, bu noronal-glial metabolik gegis formu, eksitator
norotransmitter metabolizmasmi 6nemli bir komponentidir. Bu néoroglial sistemin
disfonksiyonunun, artan ekstraseliiler glutamat diizeyleri ile eksitotoksik hasara ilerledigi
bilinmektedir. Memeli RGH’si 3 iyonotropik reseptoriide i¢erir ve NMDA reseptorleri
RGH’lerinde ve amakrin hiicre alt gruplarinda eksprese edilmektedir [58, 64].

Alfa-amino—3-hydroxy-5-methyl-4-isoazole ~ propionic acid (AMPA)
reseptorleri monovalan katyonlar (Na+, K+, H+) i¢in daha secicidirler. AMPA ve
kainat reseptorleri Na+ iyonlarinin hiicre i¢ine ve K+ iyonlarinin hiicre disina akisina
izin verir. Oligodendrositlerde ve spinal kordda bulunduklarma dair kanitlar
mevcuttur ve bu reseptorlerin asir1 aktivasyonunun ak madde hasart ile
sonuglanabilecegi bilinmektedir [65, 66, 67]. Bir calismada, optik sinir hasari
sonrasinda  AMPA/kéinat reseptorlerinin inhibisyonunun NMDA reseptorlerinin
inhibisyonuna gore hasar1 daha fazla azalttigi gosterilmistirse de AMPA/kainat

reseptorleri myelinize olmayan RGH aksonlarinda gosterilememistir [67].

2.3.4. Glutamat Norotoksisitesinin Olusum Mekanizmalari

Iki ayr1 yolak glutamatin olusturdugu ndrotoksisite icin bildirilmistir. Bunlar
eksitotoksik yolak ve oksidatif yolaktir. Eksitotoksik yolak, NMDA ve diger benzeri
glutamat reseptorlerinin asir1 aktivasyonuna ve sonugta hizli ve yavas sitotoksik
olaylarmn her ikisinin de tetiklenmesine yol agar. Eksitotoksik yolaktaki hizli etkiler,
NMDA reseptdriiniin aktivasyonuna bagli olarak, Ca+2 iyonunun zararli olan yiiksek
konsantrasyonda hiicre igine girisine yol agar. Yavas etkiler ise daha ¢ok
metabotropik glutamat reseptor aktivasyonu sonrasi gelisir. Oksidatif yolak,
glutamat-sistin antiport sistemini bozar, glutatyon seviyelerini azaltir ve norotoksik

olan asir1 reaktif oksijen olusumuna yol agar. Bircok norodejeneratif hastalikta ortaya
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¢ikan hasardan reaktif oksijen radikallerinin (ROR) sorumlu oldugu gosterilmistir
[68]. Glutamat reseptorlerinin asir1 uyarilmasi hiicre i¢i Ca+2 artisi ve serbest radikal
olusumuyla néron hasarina yol agmaktadir [69, 70]. Dagmik bulunan glutamat
reseptOrlerinin yaygin aktivasyonu ve hiicre i¢i serbest radikallerin olusumu bu
noronal hasarda onemli rol oynar. Noronlar gibi replikasyonu olmayan hiicrelerde
oksidatif stres birikmis olabilmektedir. Beyin dokusunda yapilan postmortem
caligmalar esas olarak protein ve DNA yapilarindaki biyokimyasal degisikliklerin
varhigim1 gostermektedir. SOR; siiperoksid dismutaz enzimlerinin, katalazin ve
glutatyon peroksidazin siki kontrolii altindadir. Serbest radikallerin ana iireticisi
mitokondridir. Oksijen radikalleri hiicre, doku ve organ hasari olusumuna katki
yaparlar. Salisilik Asit (SA), OH™ radikali yakalayici olarak glutamat (1077M) ve
kainik asit toksisitesini onlemede ¢ok etkili bulunmustur. Bu durum NMDA ve
kainik asitin serbest radikal olusturarak hiicre 6limi yaptigmi disiindiirmektedir.
SOR glutamat alim inhibisyonu yapabilir. Ayrica NMDA reseptor aktivasyonu
yaparak, siiperoksid salinimina, hiicre i¢i Ca+2 artisina ve NO olusumuna yol
acabilir. ROR’un, iskemi veya aksotomi nedeniyle hatta gelisim sirasinda dogal

olarak ortaya ¢ikan, birgok tiirde néron 6liimiinde yeraldigi agiktir [71].

2.3.5. Brimonidin ve Noroproteksiyon

Insan, s18ir ve domuz retinalarinda alfa-adrenerjik reseptdrlerin varligi ve
sican retinasinin i¢ niikleer tabakalarindaki mevcudiyeti immiinohistokimyasal
calismalar ile gosterilmistir [72, 73]. Histolojik bir ¢alismada, brimonidinin (selektif
alfa-2 reseptorii adrenerjik agonisti) retina metabolizmasini arttirdigi ve kiiltiir retina

hiicrelerinde ndronal bitylimeyi tesvik ettigi ortaya konmustur [74].

Brimonidin hiicre dis1 glutamat birikimini bloke eder ve NMDA reseptor
blokaji saglar boylelikle alfa-2 adrenerjik reseptorlerle dogrudan etkilesim gostererek
RGH o&liimiinii 6nler. Bu etkinin, GIB azaltan mekanizmalardan bagimsiz oldugu
diistiniilmektedir [75, 76, 77]. Bir alfa 2-antagonistinin birlikte uygulanmasiyla
brimonidinin koruyucu etkisinin ortadan kaldirilmasi, bahsedilen etkinin alfa-2

reseptor aktivasyonuna ikincil oldugunu teyit eder [78].
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Okiiler kan akimi degisiminin glokomat6z optik néropatinin patogenezinde
yer aldig1 giderek daha fazla kabul edilmektedir [79, 80]. Okiiler ve sistemik kan
damarlarinin vazokonstriksiyonuna neden olan alfa-1 reseptdr aktivasyonunun
aksine, alfa-2 agonistlerinin optik sinir, retina, koroid veya retrobulber kan akimini

degistirdigine yonelik bir kanit yoktur [81, 82].

Yapilan randomize bir klinik aragtirmada brimonidin ve timololiin glokomat6z
gorme alan1 defekti insidans1 ve akut GIB yiikselisinden sonra gérme alan1 bozulmas1
orani tizerine olan etkisi karsilastirilmistir. Bu arastirmanin sonuglarina gore 16
haftalik takip periyodunda gorme alani testleri degerlendirildiginde brimonidinin
herhangi bir koruyucu etkisi saptanmamistir [83]. Bununla birlikte, baska bir
calismada okiiler hipertansiyon hastalarinda 12 aylik tedaviden sonra yapilan tarama
lazer polarimetresiyle (GDx) RNFL kalinhigmin 6lgiimiimde %0.5 timolol ile

karsilastirildiginda brimonidin ile daha az RNFL kayb1 gosterilmistir [84].

“Diisiik Basingli Glokom Tedavi Calismasi (LoGTS)” dort yillik izleme
boyunca hastalarda timolol karsi brimonidinin néronkoruyucu etkisi degerlendirildi.
Bu ¢alisma ile, goz alerjisi gelismeyen brimonidin ile tedavi edilen diisiik basingl
glokom hastalarinda, timolol ile tedavi edilen hastalara gore gorme alani

progresyonunun daha az oldugu gosterilmistir [85].

2.3.6. Antioksidanlar ve Noroproteksiyon

Yapilan arastirmalar, glokom patogenezinde oksidatif stresin roliinii
desteklemektedir [86]. Calismalar esas olarak glokomlu gozlerin ak6éz hiimoriinde
diisiik antioksidan diizeylerini ve yiikselmis oksidatif stres belirteglerini, glutatyon-S-
transferaza karsi antikorlari, diisiik glutatyonun plazma seviyelerini ve glokom

hastalarinin plazmalarindaki artmig lipid peroksidasyon tiriinlerini gostermistir [87,

88, 89, 90].

Teorik olarak, ROS inhibisyonu ve hiicre savunma sistemlerinin
upregiilasyonu RGH sagkalimimi artirabilir [91, 92, 93]. Oksidatif strese karsi hiicre

savunma mekanizmalar1 siiperoksit dismutaz, glutatyon (GSH) ve tioredoksin
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sistemlerini igerir [92]. Tioredoksin sistemi hiicre i¢ci ROS'u siipiirerek oksidatif
hasar1 hafifletir. Reaksiyon tioredoksin oksidasyonuna yol acar, bu da NADPH

varliginda tioredoksin rediiktaz ile indirgenmis haline dondiirtiliir.

Deneysel bir glokom modelinde E vitamininden eksik diyet verilen siganlarda
diyet ile artmig RGH 6limi arasinda bir iligki bulundu. E vitamini eksikligi olan
grup, normal diyetli sicanlara kiyasla daha fazla lipid peroksidasyonu gosterdi. Bu
calisma, E vitamini eksikligi grubunda hizlandirilmis RGH 6liimiiniin artmis lipid

peroksidasyonu ile iligkili olabilecegini 6ngérmektedir [94].

2.4. DENEYSEL GLOKOM MODELLERI
2.4.1. Gegici Iskemi Modeli

Yiiksek GIB ile indiiklenen iskemi, santral retinal arter veya oftalmik arter
okliizyonundan sonra hastalarda goriilen patolojik 6zelliklere hemen hemen benzer
olan retina iskemi arastirmasi i¢in sik¢a kullanilan bir hayvan modelidir. Ancak ayn1
zamanda akut ac1 kapanmasi glokomunun bir modelidir. Bir diger hipotez, artmis
GIB'den kaynaklanan iskemiye maruz kalan hayvanlarda, gériilen retinal hasarin
insanlardaki glokoma benzer oldugu gozlemine dayanmaktadir, retinal kan
damarlarinin okliizyonu (6rnegin, karotid veya vertebral arterleri tikamak suretiyle)
farkli bir hasar paterni olusturur. Ozellikle, karotidlerin sikistirilmasi, opsin mRNA
diizeylerinin carpici bir sekilde diistiiglinii ve fotoreseptdrlerin tercihan etkilenmis
oldugunu gostermektedir. Aksine, artmis GIB ile indiiklenen iskemi, RGH yiizey
iliskili antijen Thy-1'de biiyiik bir diisiise neden olur ve opsin seviyeleri etkilenmez,

bu ganglion hiicrelerinin 6ncelikle etkilenmis oldugunu gostermektedir [95].

2.4.2. Mekanik Optik Sinir Hasar1 Modeli

Mekanik optik sinir hasart modelinde esas mekanizma, olusturulan aksonal
hasarin retrograd olarak néron govdesinde dejeneratif bir cevaba sebep olmasidir. Bu

modelde glutamat diizeyi artar. Superior colliculustan kaynaklanan ndrotrofin
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yoklugu ve diger eksitotoksinlerin varligi, apopitozise sebep olarak ganglion

hiicrelerine spesifik bir dejenerasyon siireci baglatmaktadir.

Mekanik optik sinir hasar1 modeli GiB yiiksek olmadig1 igin birebir glokomu
taklit etmese de bazi oOzellikleri glokom ile benzerlik géstermektedir. Aksonal
ganglion hiicre hasar1 ve beyinden retrograd olarak ndéron govdelerine gonderilen
biiylime faktorlerinin artig1 gibi bazi 6zellikleri glokomla olan benzerlikleridir [96].
[k hasarlanma sonras1 zarar gdrmemis bazi noronlarda da zaman igerisinde sekonder
dejenerasyon izlenmektedir. Bu durum GIB diisiisii saglanan baslangicinda sinir lifi
hasar1 olan glokom hastasinin GIB zaman igerisinde diisse bile neden kétiilesmeye

meyilli oldugunu agiklamaktadir.

2.5. IMMUNOHISTOKIMYASAL MARKERLAR

Brn-3a: Class-4 POU domain transkripsiyon faktorlerinin beyine 6zgi
homeobox / POU domain proteini (Brn) ailesi birbirine yakin {i¢ geni igerir: Brn3a,
Brn3b ve Brn3c. Brn3 genleri, gelismekte olan ve olgun memeli sinir sisteminde yer
almaktadir. Brn-3a RGH i¢in spesifik markerdir. RGH hasarmi degerlendirmek icin

kullanilir.

Bax: Bax, apopitozinin bir¢ok yolunda gerekli olan Bcl-2 ailesinin pro-
apopitotik bir iyesidir; ayrica mitokondrilerden sitoplazmaya c¢ikarak apopitozisi
baslatan proteinlerin kagmasina izin veren mitokondriyal gecirgenlik geg¢is porunu

olusturan bilesenle dogrudan etkilesime girer.

Gfap: Glial fibriler asit protein (GFAP), astrositler i¢in ve Miiller hiicre
aktivasyonunun gosterilmesi igin kullanilan bir markerdir [97]. Glokomatoz

norodejenerasyon progresyonunun izlenmesi i¢in kullanilir.

Iba-1: Mikroglia, merkezi sinir sisteminin yerlesik inflamatuar hiicreleridir.

Iba-1 mikroglialar igin markerdir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu deneysel ¢alismada glokom modellerinin olusturulmasi, ilag uygulamalari,
sakrifikasyon islemi Gazi Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde
yapilmistir. Immunohistokiyasal degerlendirmeler Ankara Numune Egitim ve
Arastirma Hastanesi Patoloji Kliniginde yapilmistir. Calisma Helsinki Bildirgesinde

deneysel arastirmalarda belirtilmis olan esaslara uygun olarak yiirtitiilmiistiir.

3.1. DENEKLER

Calismada Gazi Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde
yetistirilen 36 adet eriskin Wistar albino erkek rat kullanildi. Deneklerin ortalama
agirlign 350+£25 gr olarak hesaplandi. Denekler standart kafeslerde 3’li gruplar
halinde 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde sirkadiyan ritme uygun
olarak, 23 santigrat derece oda 1sisinda, kemirgen diyetine uygun yem ve su verilerek
beslenmesi saglandi. Tiim hayvanlarin sag goziine operasyon yapildi. Ratlarin sol
gozleri kontrol grubunu olusturdu. Glokom modeli olusturulan ratlar su sekilde

siniflandirilmigtir:
Ratlar rasgele alt1 gruba ayrilarak:

1. grup: Mekanik optik sinir hasar1 uygulanarak ilag tedavisi verilmeyen grup

(n=6)

2. grup: Mekanik optik sinir hasar1 uygulanarak brimonidin ile tedavi edilen

grup (n=6)

3. grup: Mekanik optik sinir hasar1 uygulanarak CoQ10+vit E ile tedavi
edilen grup (n=6)

4. grup: Gegici retinal iskemi modeli uygulanarak ila¢ tedavisi verilmeyen

grup (n=6)
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5. grup: Gegici retinal iskemi modeli uygulanarak brimonidin ile tedavi edilen

grup (n=6)

6. grup: Gegici retinal iskemi modeli uygulanarak CoQ10+vit E ile tedavi

edilen grup (n=6)

llag tedavilerine operasyondan hemen sonra baslanarak eniikleasyon
zamanina kadar devam edildi. Brimonidin saat 8:00 ve 17:00 de birer damla,
CoQ10+vit.E saat 8:00 ve 17:00 de birer damla uygulandi. Dordiincii hafta sonunda
arastirmadaki 36 adet erkek rata ksilazin - ketamin ile derin genel anestezi
yapildiktan sonra eniikleasyon islemi ger¢eklestirildi, intrakardiyak kan alinmasi ile

ratlarin yasamlarina son verildi.

3.2. DENEYSEL GLOKOM MODELI

Ratlara ketamin hidroklorid (25 mg/kg) ve ksilazin hidroklorid (10 mg/kg)
intramiiskiiler yoldan enjekte edilerek genel anestezi verildi. Anestezi uygulamasini

takiben ratlara deneysel glokom modelleri uygulandi.

3.2.1. Mekanik Optik Sinir Hasar1 Modeli

Genel anesteziye ek olarak ratlara topikal proparakain HCI %0.5 damla
uygulandi. Operasyon mikroskobu altinda konjonktiva siiperiordan agilarak optik
sinir kiint diseksiyon ile agiga ¢ikarildi. Globun 2mm gerisine Yasargil anevrizma
Klipsi (katalog No. FT250T; Aesculap AG & Co.) yerlestirildi. Oftalmik arter kontrol
edildi. Optik sinire yerlestirilen klips ile 1 dk beklenildi. Sonrasinda klips ¢ikarildi.

Dokular anatomik pozisyonlarina getirilerek isleme son verildi.

Yasargil Anevrizma Klipsleri (Aesculap AG & Co., Tuttlingen, Almanya)
implante edilebilir klipsler, titanyum alagimdan ISO standartlarina uygun olarak

tasarlanmistir. Bir bilgisayar kontrollii 6l¢iim teknigi ile her klips kesin tanimlanmis
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bir kapatma kuvvetine sahiptir. Yagargil anevrizmasi klipsinin kapama kuvveti
(katalog No. FT250T; Aesculap AG & Co), 90 gf (Yaklasik 0,88 N'ye esdegerdir).

Klipsin blade uzunlugu 9.0 mm, maksimal ag¢ikligi 7.0 mm dir (Resim 3.1).

Resim 3.1. Mekanik optik sinir hasart modeli
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3.2.2. Gegici Retinal Iskemi Modeli

30 — gauge igne ile iist temporal limbustan 6n kamaraya girildi. infiizyon
sisesinin yiiksekligini artirarak GIB 50 dakika siire ile 70-80 mmHg yiikseltildi.
Retinal iskemi varligi irisin beyazlamasi ve retinal kirmizi refle kaybinin ortaya
¢ikmast ile teyit edildi. GIB 6l¢iimleri Tono- Pen (Tono-Pen; Medtronic Solan, FL,
USA) ile yapildi (Resim 3.2).

Resim 3.2. Gegici retinal iskemi modeli
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3.3. DOKULARIN HAZIRLANMASI- IMMUNOHISTOKIMYA

GOz enilikleasyon materyalleri %10’luk formalin igerisinde patoloji
laboratuarina goénderildi. Goziin tiim katlarin1 inceleyebilmek i¢in, tespit soliisyonuna
alkol ilave edildi ve ek olarak intaokiiler alkol enjeksiyonu yapildi. Doku 24 saatlik
fiksasyon igsleminden sonra optik sinir merkez alinarak anteriordan posteriora dogru
tam bir kesi ile goz kiiresi ikiye boliindii. Doku takip cihazina alinan dokulardan elde
edilen parafin bloklardan, doku mikroarray ornekleri olusturuldu. Dokular 4

mikronluk kesitler halinde Hematoksilen Eosin (H&E) ile boyanarak incelendi.

Immunhistokimyasal inceleme igin; BRN3A (Diliisyon: 1:500, clone:
EP1972Y, EDTA), Bax antikorlar1 (Diliisyon 1:100, clone:ab 53154, Citrat buffer),
GFAP (Diliisyon: 1:50-1:150, clone: GA-5, Citrat buffer, oncord, CA 94520 USA)
ve Ibal antikoru (Diliisyon:1:100-1:1000, clone: policlonal, EDTA) kullanildi.

H&E ve immunhistokimyasal incelemeler tek bir patolog tarafindan, 10
BBA’ninda (biiyiik biiyiitme alani= 400 liik biiyiitme objektifi) 4 - 6 alan sayilarak
yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. RETINA GANGLION HUCRE SAYIMI

Caligmamizda normal retinalarda RGH ortalamasi 88.9 £7.5 (min:81, max:96),
mekanik sinir hasar1 uygulanan kontrol grubunda (1. grup) RGH ortalamasi 61.0+2.6
(min:58, max:63), gegisi iskemi modeli uygulanan kontrol grubunda (4. grup) RGH
ortalamasi 61.7£3.1 (min:59, max:65) olarak bulundu. Gruplar istatistiksel olarak
karsilagtirlldiginda kontrol gruplarindaki RGH sayisindaki azalma her iki glokom
modelinde de istatistiksel olarak anlamliyd: (Tablo 4.1, Resim 4.1, 4.2), (p<0.05).

Tablo 4.1. Normal retinalar ile deneysel glokom modellerindeki (1. grup ve 4. grup)

RGH sayilariin karsilastirilmast

1. grup 4. grup
(Mekanik Optik (Gegici Iskemi
Sinir Hasari Modeli Kontrol
Parametreler Normal Retina Kontrol Retina) Retina) p
RGH (hiicre/mm?) 88.9£7.5 61.0+2.6 61.7+3.1 <0.05

*Kruskal Wallis test. RGH: Retina ganglion hiicreleri

(A) (B)

Resim 4.1. Normal retina (A) ile mekanik optik sinir hasart modeli kontrol grubu (1.

grup) (B) karsilastirilmasi
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(A) (B)

Resim 4.2. Normal retina (A) ile gegici retinal iskemi modeli kontrol grubu (4. grup)

(B) karsilastirilmasi

4.2. BRIMONIDIN - MEKANIK OPTIK SiNIiR HASARI MODELIi

Mekanik optik sinir hasari modelinde kontrol grubunda (1. grup) RGH
ortalamasi 61.0+£2.6 (min:58, max:63), brimonidin uygulanan grupta (2. grup) RGH
ortalamast  63.3£5.1 (min:59, max:69) olarak saptandi. Birinci grup ile
karsilagtirildiginda 2. grupta RGH sayisi fazla olmasina karsilik istatistiksel olarak
anlamli degildi (p>0.05).

Calismamizda gruplar Brn-3a proteini agisindan karsilastirildiginda mekanik
optik sinir hasari modelinde RGH sayis1 1. grupta ortalama 8.3+£3.5 (min:5, max:12),
2. grupta 15.0+1.0 (min: 14, max:16) idi. Aym gruplarda Brn-3a proteini pozitif olan
hiicrelerin orant 1. grupta %12.944.5 (min:8.5, max:17.4), 2. grupta %24.6+0.7
(min:24.1, max:25.4) olarak tespit edildi.

Mekanik optik sinir hasar1 modelinde Brn-3a pozitif RGH sayilar1 agisindan
1. grup ve 2. grup karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (Resim
4.3), (p<0.05).
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(A) (B)
Resim 4.3. Mekanik optik sinir hasar1 modeli kontrol retina (1. grup) (A) ve

brimonidin tedavisi uygulanan retina (2. grup) (B) karsilastiriimasi

Calismamizda gruplar Bax proteini acisindan karsilastirildiginda mekanik
optik sinir hasart modelinde RGH sayist bakildiginda 1. grupta ortalama 5.7+2.1
(min:4, max:8), 2. grupta 1.3+0.6 (min:1, max:2) iken; ayn1 gruplarda Bax proteini
pozitif olan hiicrelerin orani1 1. grupta %11.8+2.0 (min:9.5, max:13.3), 2. grupta
%4.5+1.4 (min: 3.6, max:6.1) olarak tespit edildi.

Mekanik optik sinir hasar1 modelinde Bax pozitif RGH sayilar1 1. grup ile
karsilagtirildiginda 2. grupta istatistiksel olarak anlamli azalma belirlendi (Resim
4.4), (p<0.05).
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-
(A) (B)

Resim 4.4. Mekanik optik sinir hasart modeli kontrol retina (1. grup) (A) ve

brimonidin tedavisi uygulanan retina (2. grup) (B) karsilastirilmasi

Calismamizda gruplar GFAP agisindan karsilagtirildiginda mekanik optik
sinir hasart modelinde GFAP pozitif RGH sayisi 1. grupta ortalama 11.7+2.1
(min:10, max:14), 2. grupta 10.3+1.5 (min:9, max:12)olarak kaydedildi. GFAP
pozitif RGH sayilart 1. grup ile karsilastirildiginda 2. grupta istatistiksel olarak
anlamli fark yoktu (Resim 4.5), (p>0.05).

(A) (B)

Resim 4.5. Mekanik optik sinir hasar1 modeli kontrol retina (1. grup) (A) ve

brimonidin tedavisi uygulanan retina (2. grup) (B) karsilastiriimasi
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Calismamizda gruplar anti-Ibal antikoru agisindan karsilastirildiginda
mekanik optik sinir hasar1 modelinde anti-1bal antikoru pozitif RGH sayis1 1. grupta
ortalama 64.3£7.8 (min:58, max:73), 2. grupta 76.3£9.5 (min:69, max:87) olarak
kaydedildi.

Anti-Ibal antikoru pozitif RGH sayilari istatistiksel olarak karsilastirildiginda
1. grup ve 2. grupta arasinda anlamli fark yoktu (Resim 4.6), (p>0.05).

(A) (B)

Resim 4.6. Mekanik optik sinir hasar1 modeli kontrol retina (1. grup) (A) ve

brimonidin tedavisi uygulanan retina (2. grup) (B) karsilastiriimasi

4.3. BRIMONIDIN- GECIiCI RETINAL ISKEMi MODELI

Gegici retinal iskemi modelinde kontrol grubunda (4. grup) RGH ortalamasi
58.7£3.5 (min:55, max:62), brimonidin uygulanan grupta RGH ortalamasi (5. grup)
61.7£3.1 (min:59, max:65) olarak saptandi. Dordiincii grup ile 5. grup
karsilastirildiginda fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).

Gegici retinal iskemi modelinde Brn-3a proteini pozitif RGH sayisina
bakildiginda 4. grupta 7.00+£2.00 (min:5, max:9), 5. grupta 11.7+3.1 (min:3, max:5)
ayni gruplarda Brn-3a proteini pozitif hiicrelerin oram1 4. grupta %11.3+2.7
(min:8.47, max:13.85), 5. grupta %16.9£2.4 (min: 4.84, max:9.09) olarak tespit
edildi.Brn-3a pozitif RGH sayilar1 4. grup ile karsilastirildiginda 5. grupta
istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (Resim 4.7), (p>0.05).
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(A) (B)

Resim 4.7. Gegici retinal iskemi modeli kontrol retina (4. grup) (A) ve brimonidin

tedavisi uygulanan retina (5. grup) (B) karsilastiriimasi

Gegici retinal iskemi modelinde Bax pozitif RGH sayisina bakildiginda 4.
grupta 20.0+£7.9 (min:14, max:29), 5. grupta 11.3£2.1 (min:9, max:13) ayni
gruplarda Bax proteini pozitif hiicrelerin orani1 4. grupta %28.9+9.4 (min: 22.2,
max:39.7), 5. grupta %22.9+2.3 (min:20.5, max:25)olarak tespit edildi.Bax pozitif
RGH sayilart 4. grup ile 5. grup karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
azalma yoktu (Resim 4.8), (p>0.05).

(A) (B)

Resim 4.8. Gegici retinal iskemi modeli kontrol retina (4. grup) (A) ve brimonidin

tedavisi uygulanan retina (5. grup) (B) karsilastirilmasi

Gegici retinal iskemi modelinde GFAP pozitif RGH sayisina bakildiginda 4.
grupta ortalama 22.0 +£3.6 (min:19, max:26), 5. grupta 13.2£1.5 (min:19, max:28)
olarak kaydedildi.
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Gegici retinal iskemi modelinde GFAP pozitif RGH sayilar1 4. grup ile 5.
grup karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli azalma vardi (Resim 4.9), (p<

0.05).
(B)

(A)
Resim 4.9. Gegici retinal iskemi modeli kontrol retina (4. grup) (A) ve brimonidin

tedavisi uygulanan retina (5. grup) (B) karsilastirilmasi

Gegici retinal iskemi modelinde anti-lbal antikoru pozitif RGH sayisina
bakildiginda 4. grupta ortalama 100.7+7.5 (min:92, max:105), 5. grupta 57.7+14.6
(min:61, max:78), olarak kaydedildi. Anti-Ibal antikoru pozitif RGH sayilar1 4. grup
ile 5. grup karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli azalma tespit edildi (Resim
4.10), (p<0.05).

(A) (B)

Resim 4.10. Gegici retinal iskemi modeli kontrol retina (4. grup) (A) ve brimonidin

tedavisi uygulanan retina (5. grup) (B) karsilastirilmasi

42



Brimonidin molekiilii agisindan Brn 3a pozitif RGH sayist her iki glokom
modelinde degerlendirildiginde mekanik optik sinir hasart modelinde fark anlamli
iken (p<0.05), gegcici retinal iskemi modelinde istatistiksel olarak anlamli fark yoktu
(p>0.05).

Mekanik optik sinir hasar1 grubunda Bax proteini ekspresyonunda istatistiksel
olarak anlamli fark varken (p<0.05), gegici retinal iskemi modelinde var olan fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05).

Her iki glokom modeli GFAP ekspresyonu agisindan degerlendirildiginde
mekanik optik sinir hasar1 grubunda istatistiksel olarak anlamli1 fark yokken (p>0.05),
gecici retinal iskemi modelinde var olan azalma istatistiksel olarak anlamliyd:

(p<0.05).

Her iki glokom modeli anti-Ibal antikoru pozitifligi agisindan
degerlendirildiginde mekanik optik sinir hasar1 grubunda istatistiksel olarak anlamli
fark yokken (p>0.05), gegici retinal iskemi modelinde var olan azalma istatistiksel
olarak anlamliyd: (p<0.05).

4.4. KOENZIM Q10+VITAMIN E - MEKANIK OPTIK SiNiR HASARI
MODELI

Mekanik optik sinir hasar1 modelinde kontrol grubunda (1. grup) RGH sayisi
ortalamasi 61.0+2.6 (min:58, max:63),

CoQ10+vit. E uygulanan grupta (3. grup) RGH ortalamasi1 71.5+4.0 (min:68,
max:77) olarak saptandi. Birinci grup ve 3. grup istatistiksel olarak
karsilastirildiginda fark anlamliydi (p<0.05).

Calismamizda gruplar Brn-3a proteini agisindan karsilastirildiginda mekanik
optik sinir hasart modelinde RGH sayis1 1. grupta ortalama 15.0+1.0 (min:14,
max:16), 3. grupta 22.2+4.8 (min:18, max:29) idi. Ayn1 gruplarda Brn-3a proteini
pozitifligi olan hiicrelerin oran1 1. grupta %24.6+0.7 (min:24.1, max:25.4), 3. grupta
%31.4 (min:23.4, max:42.6) olarak tespit edildi. Brn-3a pozitif RGH sayilar1 1. grup
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ile karsilastirildiginda 3. gruptaki Brn-3a sayilarindaki korunma istatistiksel olarak
anlaml1 bulundu (Resim 4.11), (p<0.05).

(A) (B)
Resim 4.11. Mekanik optik sinir hasar1 modeli kontrol retina (1. grup) (A) ve
CoQ10+Vit.E tedavisi uygulanan retina (3. grup) (B) karsilastirilmasi

Calismamizda gruplar Bax proteini agisindan karsilastirildiginda mekanik
optik sinir hasar1 modelinde RGH sayis1 1. grupta ortalama 5.7+2.1 (min:4, max:8),
3. grupta 6.0£2.2 (min:3, max:8) aymi gruplarda Bax proteini pozitifligi olan
hiicrelerin oram1 1. grupta %11.8+2.0 (min:9.5, max:13.3), 3. grupta %13.843.6
(min:9.1, max17.8) olarak tespit edildi. Bax pozitif RGH sayilar1 1. grup ve 3. grup
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0.05).

Calismamizda gruplar GFAP acgisindan karsilagtirildiginda mekanik optik
sinir hasart modelinde GFAP pozitif RGH sayis1 1. grupta 11.7£2.1 (min:10,
max:14), 3. grupta 2.5+1.5 (min:1, max:4) olarak kaydedildi. GFAP pozitif RGH
sayilar1 agisindan 1. grup ile 3. grup karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli

azalma mevcuttu (Resim 4.12), (p<0.05).
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(A) (B)

Resim 4.12. Mekanik optik sinir hasar1 modeli kontrol retina (1. grup) (A) ve
CoQ10+Vit.E tedavisi uygulanan retina (3. grup) (B) karsilagtirilmasi

Calismamizda gruplar anti-Ibal antikoru agisindan karsilastirildiginda
mekanik optik sinir hasar1 modelinde anti-1bal antikoru pozitif RGH sayis1 1. grupta
64.3+£7.8 (min:58, max:73), 3. grupta 72.3+7.8 (min:58, max:73) olarak kaydedildi.
Anti-lbal antikoru pozitif RGH sayilar1 1. grup ile karsilastirildiginda 3. grupta
istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (Resim 4.13), (p>0.05).

Resim 4.13. Mekanik optik sinir hasari modeli kontrol retina (1. grup) (A) ve

CoQ10+Vit.E tedavisi uygulanan retina (3. grup) (B) karsilastirilmasi
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4.5. KOENZIM Q10+VITAMIN E- GECiCi RETINAL ISKEMi MODELI

Gegici retinal iskemi modelinde kontrol grubunda (4. grup) RGH ortalamasi
61.7£3.1 (min:59, max:65),CoQ10+vit. E uygulanan grupta (6. grup) RGH

ortalamasi 68.0+8.2 (min:61, max:77) olarak saptandi.

Dordiincti grup ile 6. grup karsilagtirildiginda CoQ10+vit. E uygulanan grupta
ortalama daha yiiksek olmakla birlikte fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).

Gegici retinal iskemi modelinde Brn-3a pozitif RGH sayis1 4. grupta
3.7+1.2 (min:5, max:9), 6. grupta 7.0+£2.0 (min:9, max:15) aym gruplarda Brn-3a
proteini pozitif hiicrelerin orani 4. grupta %6.3+2.4 (min:8.5, max:13.9), 6. grupta
%11.7+2.7 (min:14.75, max:19.48), olarak tespit edildi. Brn-3a pozitif RGH
sayilar1 4. grup ile karsilastirildiginda 6. grupta istatistiksel olarak anlamli fark
yoktu (Resim 4.14), (p>0.05).

(A) (B)

Resim 4.14. Gegici retinal iskemi modeli kontrol retina (4. grup) (A) ve

CoQ10+Vit.E tedavisi uygulanan retina (6. grup) (B) karsilagtirilmasi

Gegici retinal iskemi modelinde Bax pozitif RGH sayimina bakildiginda 4.
grupta 11.3£2.1 (min:9, max:13), 6. grupta 10.5+4.0 (min:7, max:16) ayn1 gruplarda
Bax proteini pozitif hiicrelerin oran1 4. grupta %22.9+2.3 (min:20.5, max:25), 6.
grupta %14.4+5.6 (min:10.0, max:22.2) olarak tespit edildi. Bax pozitif RGH
yiizdeleri 4. grup ile 6. grup karsilastirildiginda istatistiksel fark tespit edildi (Resim
4.15), (p<0.05).
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(A) (B)

Resim 4.15. Gegici retinal iskemi modeli kontrol retina (4. grup) (A) ve

CoQ10+Vit.E tedavisi uygulanan retina (6. grup) (B) karsilagtirilmasi

Gegici retinal iskemi modelinde GFAP pozitif RGH sayis1 4. grupta ortalama
22.0+3.6 (min:19, max:26), 6. grupta 14.8+2.9 (min:12, max:15) olarak kaydedildi.

Gegici retinal iskemi modelinde GFAP pozitif RGH sayilart 4. grup ile
karsilastirildiginda 6. grupta azalma olmasina ragmen fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmadi (Resim 4.16), (p>0.05).

- \:I
- S

(B)

(A)
Resim 4.16. Gegici retinal iskemi modeli kontrol retina (4. grup) (A) ve

CoQ10+Vit.E tedavisi uygulanan retina (6. grup) (B) karsilastirilmasi

Gegici retinal iskemi modelinde anti-lbal antikoru pozitif RGH sayis1 4.
grupta ortalama 100.7+7.5 (min:92, max:105), 6. grupta 70.3£8.6 (min:42, max:71)
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olarak kaydedildi. Anti-Ibal antikoru pozitif RGH sayilar1 4. grup ile

karsilagtirildiginda 6. grupta istatistiksel olarak anlamli azalma tespit edildi (Resim
4.17), (p<0.05).

Resim 4.17. Gegici retinal iskemi modeli kontrol retina (4. grup) (A) ve

CoQ10+Vit.E tedavisi uygulanan retina (6. grup) (B) karsilagtirilmasi

CoQ+Vit.E tedavisi agisindan her iki glokom modeli degerlendirildiginde
mekanik optik sinir hasari grubunda Brn3-a proteini ekspresyonunda istatistiksel
olarak anlamli varken (p< 0.05), geg¢ici retinal iskemi modelinde fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmadi (p>0.05).

Mekanik optik sinir hasar1 grubunda Bax proteini ekspresyonunda istatistiksel
olarak anlamli fark yokken (p>0.05), gegici retinal iskemi modelinde fark istatistiksel

olarak anlamli bulundu (p<0.05).

Mekanik optik sinir hasari grubunda GFAP ekspresyonunda istatistiksel
olarak anlaml fark varken (p<0.05), gegici retinal iskemi modelinde fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmadi (p>0.05).

CoQ+Vit.E molekiilii agisindan her iki glokom modeli degerlendirildiginde
mekanik optik sinir hasar1 grubunda anti-Ibal antikoru pozitifliginde istatistiksel
olarak anlamli fark yokken (p>0.05), geg¢ici retinal iskemi modelinde var olan azalma
istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05).
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5. TARTISMA

Glokom, diinya c¢apinda 70 milyon kisiyi etkileyen geri dondiiriilemez
korligiin  6nde gelen nedenlerindendir [98]. Gelismis iilkelerde glokomun
prevalansi artmaya yatkindir ve biiyiik bir halk saglig1 problemi olarak goriilmektedir
[99]. Populasyona dayali ¢alismalar her on kisiden birinde sonunda mutlaka glokom
gelisecegini ve bu durumun glokomu ¢ok yaygin bir hastalik yaptigin1 gostermistir
[100]. Yiiksek GIB optik sinir ve RGH icin dnemli bir risk faktorii olsa da, hastalarin
gorsel fonksiyonlarini korumada GIB’yi diisiirmek her zaman etkili degildir [101].

Glutamat eksitotoksisitesi ve oksidatif stress, mitokondriyal disfonksiyon
aracili glokomatdz nérodejenerasyon i¢in dnemli patofizyolojik mekanizmalar olarak

gosterilmistir [102].

Calismamizda brimonidin ve CoQ 10 + Vit. E molekiillerinin néron koruyucu
etkilerini arastirmak iizere RGH sayimi yapildi. Brn 3a, Bax antikoru, GFAP ve

anti-1bal molekiilleri immunohistokimyasal olarak degerlendirildi.

Brimonidin agik acili glokom tedavisinde GIB'yi diisiirmek igin
kullanilmaktadir. Brimonidin etki mekanizmasi akdz humor iiretimini azaltmak ve
trabekiiler ag tizerinden c¢ikisim1 kolaylastirmaktir. Brimonidinin in vitro néron
dejenerasyon modellerinde ve glokomun deneysel modellerinde, néroprotektif bir
etkisi oldugu gosterilmistir [103, 104, 105]. Brimonidinin RGH'leri hipertansif
hasardan korudugu tek mekanizma olarak GIB diisiisii goriilmemektedir, ciinkii
deneysel kemirgen modellerinde sistemik olarak uygulandiginda hipotansif etkisinin
olmadig1, ancak noron koruyucu etkisinin oldugu bildirilmistir [104, 106]. Incelenen
diger olas1 mekanizmalar; apopitotik kaskadin inhibisyonunu, glutamat toksisitesinin
azaltilmasmmi ve RGH'lerin giiclii bir noroprotektoru olan endojen beyin tiirevi

norotrofik faktor (BDNF) ekspresyonundaki artisi igermektedir [106].

Bizim c¢aligmamizda brimonidin tedavisi uygulanan mekanik optik sinir
hasar1 ve gecici retinal iskemi modeli gruplarinda RGH sayilar1 arasindak fark

bulunmakla birlikte burada istatistiksel anlamlilik bulunmadi (p>0.05).
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Ma ve ark. yaptiklar1 g¢alismada mekanik optik sinir hasar1 uyguladiklari
ratlara intraperitoneal brimonidin enjeksiyonu sonrasi sonuglari karsilastirmiglardir.
RGH sayisin1 kontrol grubuyla karsilastirdiklarinda brimonidin grubunda RGH
sayisini istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulmuslardir [107].

WoldeMussie ve ark. yaptigi calismada episkleral ven koterizasyonu sonrasi
kontrol grubuyla karsilstirdiklarinda sistemik tedavi verilen brimonidin gruplarinda

istatistiksel olarak anlamli RGH sayisinda yiikseklik tespit edilmistir [105].

Yigit ve ark. akut iskemi sonrast1 memantin, hiperbarik oksijen tedavisi ve
brimonidin etkilerini arastirdiklar1 ¢calismalarinda RGH sayilarini degerlendirdikleri
retinalarda kontrol grubu ile karsilastirdiklarinda memantin grubunda anlamli fark
bulmazken, brimonidin ve hiperarik oksijen tedavisi gruplarinda farki istatistiksel

olarak anlamli bulmuslardir [108].

Bizim ¢alismamizda RGH sayisinda korunma olmasina ragmen farkin
istatistiksel olarak anlamli bulunmamasi gruplardaki 6érnek sayisinin yetersizliginden

kaynaklaniyor olabilir.

Gilinlimiizdeki arastirmalarin ¢gogu, RGH Oliimiiniin altinda yatan patolojik
mekanizmalar arastiran ya da yeni terapotikleri degerlendiren genetik veya deneysel
glokomatdéz modellerde gergeklestirilmektedir. Tiim glokomatéz modelerde
glokomatdz dejenerasyonun gidisatin1 izlemek i¢cin RGH nicel Olglimleri

yapilmaktadir [109].

Bu yontemlerden baslicalart sunlardir; temel histolojik boyama (hematoksilen
eozin), Nissl boyama, néronal immun boyama (NeuN veya beta tubulin) dir [110,
111, 112]. Bununla birlikte, bu yontemler ayrica rat retinasindaki amacrine hiicreleri
de (tiim hiicrelerin yaklasik%50si) boyadigi i¢in RGH sayisini tam net vermez [113,
114].

Son c¢aligmalarda RGH'ler, Brn3a, RNA-binding protein with multiple
splicing (RBPMS), gama-siniiklein gibi immiin boyama yoluyla spesifik RGH
markerlari ile gorsellestirilmistir [115, 116]. The POU domain class 4 transkripsiyon
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faktori Brn 3a, RGH'lerin biiylik ¢ogunlugunun ¢ekirdegini ve Fluoro-gold isaretli
RGH'lerin %85-97 kadarini etiketlemektedir [117].

Bizim c¢alismamizda brimonidin molekiilii a¢isindan her iki glokom
modelinde Brn 3a poziif RGH sayilar1 degerlendirildiginde mekanik optik sinir

hasar1 modelinde var olan koruma istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).

Galindo-Romero ve ark. eksitotoksik retinal hasardan sonra o2-adrenerjik
reseptdor uyarimiyla ndron korumayr inceledikleri ¢alismalarinda; NMDA
enjeksiyonu yapilan tavuk retinalarinda Brn3a pozitif hiicrelerin %30-50'sinde kayip
saptamiglardir. Brimonidin ile tedavi edilen grupta islemden 7 ve 14 giin sonra Brn3a

pozitif hiicrelerin kaybinin azaldigini gostermislerdir [118].

Literatiire bakildiginda deneysel rat glokom modeli c¢alismalarinda
brimonidin tedavisi uygulanan gézlerde Brn 3a sayiminin yapilmadig1 goriilmektedir,
bu yoniiyle ¢alismamiz topikal brimonidin tedavisi uygulanan ve Brn 3a sonuglarini

arastiran ilk ¢alisma olarak degerlendirilebilir.

Bax, apopitozun birgok yolunda gerekli olan Bel-2 ailesinin pro-apopitotik bir
iyesidir; ayrica mitokondrilerden sitoplazmaya ¢ikarak apopitozisi baslatan
proteinlerin kagmasina izin veren mitokondriyal gegirgenlik gegis porunu olusturan
bilesenle dogrudan etkilesime girer [119]. Brimonidin aracili alfa 2 reseptor
aktivasyonunun, Bcl-2 ve Bcl-xL dahil olmak iizere sagkalim faktorlerini artiran
fosfatidil inositol-3-kinaz (PI3K) ve protein kinaz / Akt yollarin1 aktive ettigi
bildirilmistir [120].

Yaptigimiz ¢alismada mekanik optik sinir hasart modelinde Bax pozitif RGH

sayilarinda brimonidin grubunda istatistiksel olarak anlamli azalma vardi (p<0.05).

Lee ve ark. akut retinal iskemi sonrasi 4 hafta siire ile sistemik brimonidin
tedavisi alan ratlarda Western Blot analizle yapilan degerlendirmede Bax protein
seviyelerinde azalma Bcl-xL and pBad ekspresyonunda artma tespit etmislerdir

[121].
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Yigit ve ark. akut iskemi sonrasi memantin, hiperbarik oksijen tedavisi ve
brimonidin  etkilerini  arastirdiklar1  ¢alismalarinda TUNEL  boyama ile
degerlendirdikleri retinalarda topikal brimonidin uygulanan gobzlerde apopitoz

indeksini istatistiksel olarak anlamli diisiik bulmuslardir [108].

RGH’lerde apopitozisi degerlendirmek igin literatiirde genellikle TUNEL
yontemi kullanilmistir. Bax protein incelemesi yapilan ¢alsmalarda protein miktari
tespiti Western Blot yontemi ile analiz edilmistir. Bizim c¢alismamizda Bax
proteininin immunohistokimyasal olarak inceleniyor olmasi gegici retinal iskemi

modelinde farki gostermemizde yetersiz kalmis olabilir.

Lindsey ve ark. sistemik brimonidin tedavisinin optik sinir hasarini takiben
RGH dendritlerinin belirgin bir sekilde korunmasini sagladigini gostermektedir.
Buna ek olarak, cesitli RGH tiplerinin optik sinir hasarina verdikleri cevaplarda ve
brimonidin tedavisi ile elde edilen bu cevaplar agisindan farkli olduklarini
gostermistir. Toplam dendrit uzunlugundaki degisiklikler, ayn1 olmasa da, dallanma

karmasikligindaki degisiklikler ile benzer bulunmustur [122].

Calismamizda retinadaki reaktif gliozis degerlendirmek icin, astrositler ve
Miiller hiicrelerinde degisen glial reaktiviteyi yansitan isaretciler arasinda en iyi
bilinen GFAP ekspresyonunu degerlendirdik. Her iki glokom modeli GFAP
ekspresyonu ag¢isindan degerlendirildiginde gegici retinal iskemi modelinde var olan

azalma istatistiksel olarak anlamliyd1 (p<0.05).

GFAP retinal stresin bir belirteci olarak kabul edilir, ¢linkii ekspresyonu
farkl1 retina hasar tiplerinden sonra artar [123, 124, 125] Retina'da, GFAP iki farkli
hiicre tiirti, astrosit ve Miiller hiicresi tarafindan eksprese edilir. Astrositler gangliyon
hiicresi aksonlar1 ve kan damarlarinin etrafini sarar. Noronal sinyallerde ve endotel
bariyer 6zelliklerinin korunmasinda rol oynadigi diistiniilmektedir [126, 127] Buna
karsilik, retinanin tim kalinhigin1 kapsayan Miiller hiicreleri, i¢ sinirlayic
membrandan dis smirlayici membrana kadar, potasyum homeostazi ve glutamat
metabolizmasinin regiilasyonu da dahil olmak iizere retinadaki ndronal fonksiyonu

cesitli mekanizmalarla diizenler [126].
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Zhao ve ark. tavsanlarda olusturduklart mikrotaneciklerle indiiklenen okiiler
hipertansiyon modelinde GFAP molekiiliiniin immunofloresan incelemesini
gerceklestirmiglerdir [128]. Calisma sonuglarinda kontrol gozlerde astrositler
tizerinde bir arka plan GFAP ekspresyonu gosterilirken mikrotanecik enjekte edilen
gozlerin biyik bir kisminda giligli GFAP immiinreaktivitesi aktivasyonu
gosterilmistir. Bu durum, astrositler ve Miiller hiicre proseslerinde tiim retina
katmanlar1 boyunca belirgindir [128]. Daha Onceki ¢alismalarda da kemirgen
modellerinde akut ve kronik GIB artisinda ve insanlarda glokom fenotip

caligmalarinda da GFAP up regiilasyonu gosterilmistir [129, 130, 131, 132].

In vitro olarak RGH ve glial hiicrelerin birlikte kiiltiirlerini kullanarak yapilan
caligmalarda, glokomatoz bir uyarana maruz kalan RGH'lerin apopitotik siireglere
girdigini, buna karsilik glial hiicrelerin ayni stres kosullar1 altinda hayatta kaldiklarin

gostermistir [133, 134].

Glial hiicrelerin, glokomatéz lezyonlarda nispeten korunmus oldugu
disiiniilmekte ve artmis GFAP ekspresyonu ile aktive edilmis bir fenotip
gostermektedir [135, 132, 125, 136]. Glial hiicrelerin bu yaniti, glokomatoz
ndrodejenerasyon sirasinda ve hatta GIB normallestikten sonra da kalir [135, 132].
Glial hiicreler bu kosullarda hayatta olsa da asir1 glutamatin ekstraseliiler ortamdan
allnamamasi ve glutamin sentetazin degismesi gibi néron koruyucu kapasiteyle ilgili
islevsel degisiklikler gosterirler. Dahasi, gliotik Miiller hiicreleri, potasyum
kanallarinin degismis bir ekspresyonuna ve islevine sahiptir ve bunun sonucu olarak,
iyon homeostazi degiskendir ve retinal 6dem gelisimi olusur [137]. Aktive edilmis
glial hiicrelerin TNF-alfa ve nitrik oksit sintaz1 gibi norotoksik maddelerin iiretimi ile

noronal doku iizerinde zararli etkiler gosterebilecegi de ileri stiriilmiistiir [134].

Kim ve ark. episkleral ven kotarizasyonu ile olusturulan deneysel glokom
modelinde 8 hafta uygulanan topikal brimonidin tedavisinden sonra GFAP

ekspresyonunda anlamli bir azalma bulmuslardir [104].

WoldeMussie ve ark. episkleral ve limbal venlerin lazerle fotokoagulasyonu

ile indiiklenen deneysel glokom modellinde sistemik brimonidin ve timolol etkilerini
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arastirmiglardir. Brimonidin GFAP boyamasinda belirgin bir azalmaya neden olurken

timolol grubunda anlamli bir azalma goriilmemistir [105].

Vidal ve ark. episkleral ven kotarizasyonu ile olusturduklar1 deneysel glokom
modelinde timolol, latanoprost ve brimonidin tedavilerinde Miiller hiicre
reaktivitesini karsilastirmislardir. Calismalarinda brimonidin ile 3 ay tedaviden sonra
GFAP immiinreaktivitesi, tedavi edilmemis hayvanlara kiyaslandiginda Onemli

Olclide artmis olarak kalmis, brimonidin ile bu oran daha az olarak gosterilmistir

[131].

Jung ve ark. o2-adrenoseptér aktivasyonunun glutamat tasiyicilarini ve
NMDA reseptorlerini modiile edip etmedigini kronik okiiler hipertansiyon modelinde
arastirmiglardir. Episkleral vein kotarizasyonu sonrasi giinde iki kez brimonidin
uygulanan gozlerde topikal brimonidin tedavisinin glutamat tasiyicist ve NMDA
reseptoriiniin -~ modiilasyonu  yoluyla glutamat eksitotoksisitesini  azalttig
bildirilmistir. Ayni ¢aligmada brimonidin tedavisi uygulanan gozlerde belirgin GFAP

immunoreaktivitesinde azalma gbézlenmistir [138].

Brimonidin'in GFAP immiinreaktivitesini etkiledigi mekanizma iyi
bilinmemekle birlikte, astrosit alfa 2 adrenerjik reseptorlerin uyarilmasinin direkt bir

etkisi oldugu distiniilmektedir [104].

Mikroglial hiicreler merkezi sinir sistemindeki birincil immun sistem
hiicreleridir. Sinir sistemi homeostazinin devami, korunmasi ve restorasyonunda
gorev yapmaktadirlar. Beyin, omurilik ve retinan parankimasinda bulunurlar.
Mikroglial hiicreler, noronlarin hayatta kalmasi i¢in yasamsal gorevlerde yer
almasina ragmen, bir dizi ndrodejeneratif bozuklukta nedensel bir faktor olarak kabul
edilmiglerdir. Noronal sagkalimi risk altina sokabilecek stres kosullari altinda
mikroglial hiicreler yeniden aktive olur ve proliferatif siireclere ve hasar gdren

hiicrelerle etkilesime girebilir hale gelirler [139, 140].

Bizim yaptigimiz ¢aligmada brimonidin molekiilii agisindan gegici retinal
iskemi modelinde anti-Ibal immunohistokimyasinda var olan azalma istatistiksel

olarak anlamliydi (p<0.05).
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Literatiire bakildiginda deneysel glokom modelinde birimonidin tedavisi

uygulanip anti-Ibal cevabi bakilan ¢alisma bulunmamaktadir.

CoQ10, mitokondriyal elektron tasima zincirinin 6nemli bir bilesenidir ve
ayni zamanda diger ndrodejeneratif hastaliklarda noron koruma etkileri oldugu

gosterilen gii¢lii bir antioksidandir [28].

CoQ10 'un ndron koruyucu etkisi kismen serbest radikal toplama kapasitesine
baglanmistir. Mitokondriyal permeabilite gecgis gozeneklerinin  Ozgiil bir
inhibisyonunu saglar, bu kanallarin agilmasi mitokondriyal membranin potansiyel

¢Okiisiine neden olarak apopitozise yol agar [141].

Bitki ve hayvan hiicresi membranlarinda bulunan Co0Q10, insan viicudu
tarafindan da sentezlenebilir. Ancak yasla birlikte CoQ10 sentezi azalir ve yash
insanlarda plazma seviyelerinin diismesine neden olur [142]. CoQ10 kaybinin, kalp

yetmezligi ve mitokondriyal defektlere neden oldugu gosterilmistir [143].

E vitamini, lipid ile ¢dziinen tokoferoller ve tokotriyolleri iceren, giiclii
antioksidan aktiviteleri olan gerekli mikro besin Ogelerinden olusan bir ailenin
driiniidir. E vitamini ailesi arasinda, o-tokoferol, memeli dokularinda bulunan temel

bilesendir ve en yiiksek biyolojik etkinlige sahiptir.

Hayvan modellerinde, o-tokoferoliin serebral iskemiden sonra goriilen
hipokampal hiicrelerin dejenerasyonunu azalttigi ve Alzheimer hastaligin
iyilestirdigi bulunmustur [144]. CoQ10 alimi endojen E vitamini miktarlarini

arttirarak dokularin antioksidif potansiyelini arttirir.

Bizim c¢alismamizda Co0Q10+Vit.E gruplarinda RGH sayilar1 ve Brn3a
pozitif RGH sayilar1 degerlendirildiginde mekanik optik sinir hasar1 grubunda
istatistiksel olarak anlamli korunma saptandi (p<0.05). Mekanik optik sinir hasari
modelinde GFAP pozitif RGH sayilar karsilastirildiginda CoQ10 + Vit.E grubunda

istatistiksel olarak anlamli azalma mevcuttu (p<0.05).

Nucci ve ark. larinin CoQ10'un gozi¢i uygulanmasi ile glutamat artigini en

aza indirgeyerek si¢anlarda retinal iskemi / reperflizyon sonrasi noroproteksiyonu
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sagladig1 24 saat sonra yapilan incelemede RGH apopitozisinde azalma oldugunu

gostermiglerdir [145].

Lee ve ark. CoQ10 igeren diyet verdikleri micelarda olusturduklar1 gegici
retinal iskemi modelinde RGH sagkalimlarimi ve oksidatif stress sonuglarini
degerlendirmislerdir. CoQ10 kontrol diyeti ile tedavi edilen iskemik retinayla
karsilastirildiginda RGH  sagkalimmi  6nemli 0Olgiide yiikselttigi Brn 3a
immunflurosan g¢alismalari ile gosterilmistir [146]. Western Blot analizi ile yapilan
incelemelerde Bax protein ekspresyonunda diisiis saptamiglardi, aymi ¢alismada
TUNEL yontemi ile degerlendirilen retinalarda apopitozis de azalma tespit edilmistir
[146].

Astroglial ve / veya mikroglial aktivasyon, insan, sigan veya fare hipertansif
retinasinda RGH dejenerasyonuyla ayni1 anda olmaktadir. Aynm1 ¢aligmada iskemik
retinalarda Western blot ile GFAP ve Iba-1 cevabinada bakilmistir. Kontrol diyetle
tedavi edilen iskemik retinanin ganglion hiicre ve sinir lif tabakasindaki aktif
astroglia ve mikroglial hiicrelerde GFAP ve Iba-1 immiinreaktivitesinin 12. saatte
arttigl, buna karsilik, CoQ10 diyet ile tedavi edilen iskemik retina ile
karsilagtirildiginda, iskemik retinada 12 saatte GFAP ve Iba-1 protein

ekspresyonunun 6nemli dl¢iide azaldigi gosterilmistir [146].

Lee ve ark. diger calismasinda preglokomatéz farelerde 6ay sure ile
uyguladiklart CoQ diyeti sonuglarina baktiklarinda koenzm Q nun glokomat6z
DBA/2] farelerde Brn3a ile yapilan degerlendirmede RGH sagkalimini yaklagik %29
arttirdigini gostermislerdir [102].

Davis ve ark. in vitro ve in vivo olusturduklar1 deney modellerinde (hiicre
kiiltiiri ve episkleral ven koterizasyonu ile olusturulan okiiler hipertansiyon modeli)
topikal CoQ molekiiliiniin DARC (Apopitotik Retinal Hiicrelerin Saptanmasi) ve
Brn3a histopatolojik degerlendirme ile sonuglarina baktiklarinda CoQ nun RGH
apopitozisini engellediginin RGH sayisin1 korudugunu gostermislerdir [147].
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Yapilan c¢alismalarada immunohistokimyasal incelemelerde Brn3a igin
immunflorasan inceleme kullanilmigtir. Bizim c¢alismamizda immunflorasansin

kullanilmamis olmas1 sonu¢larimnzi etkilemis olabilir.

Yaptigimiz ¢alismada gegici retinal iskemi modelinde Bax pozitif RGH

sayilarinda istatistiksel olarak anlamli azalma bulundu (p<0.05).

CoQ+Vit.E ile yapilan ¢aligmalara baktigimizda Nucci ve ark. akut iskemi
sonrasi intraokiiler CoQ tedavisi uyguladiklar1 ratlarda TUNEL yontemi ile
degerlendirdikleri retinalarda CoQ nun glutamat artisin1 oksidatif stresi ve enerji
yetmezligini en aza indirdigi ve RGH 6liim mekanizmalar ile iliskili olabilecegini

diisiindiiren noroproteksiyon sagladigini belirtmislerdir [145].

Literatiirdeki  ¢alismalarada RGH apopitozisi TUNEL yontemi ile
degerlendirilmistir, bizim calismamizda pro-apopitotik bir protein olan Bax 1n

degerlendirilmesi sonuglardaki farkliliga neden olmus olabilir.

Glokomda diger aktivasyon ozelliklerinin yani sira mikroglial cogalma hem
insanda hem de deneysel hayvan modellerinde bildirilmistir [148, 149]. Mikroglial
hiicrelerin miktarinin belirlenmesi, retinayr da iceren sinir sisteminde devam eden

stres durumlar1 hakkinda bilgi verir.

Bizim ¢alismamizda CoQ+Vit.E molekiilii agisindan anti-lbal antikoru
pozitifliginde gegici retinal iskemi modelinde var olan azalma istatistiksel olarak

anlamliydi (p<0.05).

Heiduschka ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada patojenik Opa 1 mutasyonu tagiyan
farelerde yaptiklart ¢alismada, bir mikroglial hiicre bir RGH'yi fagositozlarsa, en
azindan Dil boyasi iceren vezikiillerin izlerini icermelidir hipotezini sunmuslardir
[150]. Bir fagositoza bagl etiketleme kavrami ilk kez Thanos ve ark. tarafindan
sunulmustur [151]. Retrograd etiketlemeden alti hafta sonra, Iba-1 ile boyanan
mikroglial hiicrelerde Dil fliioresansinin vezikiil benzeri inkliizyonlar1 gosterdigini
tespit etmislerdir. Bu durum yazaralara RGH'lerin mikroglial hiicreler tarafindan

fagositize edildigini gosterdigini diisiindiirmiistiir [150].
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Tek tarafli lazere bagli okiiler hipertansiyon fare modelinde, mikroglial
proliferasyon, sadece okiiler hipertansiyon gozlerinde degil, ayni zamanda

kontralateral gézlerde de ortaya ¢ikmustir [152, 153].

Glokomda Miiller hiicrelerinin gliotik yaniti ve bunlarin koruyucu ya da
zararl etkileri hakkinda daha fazla bilgi néron koruma mekanizmalarini uyaran etkili
tedavi stratejilerinin  gelistirilmesi ve gliozun tahrip edici mekanizmalarinin

Onlenmesi i¢in gereklidir.

Calismamizda literatiirle uyumlu olarak brimoninidn molekiiliiniin mekanik
optik sinir hasar1 grubunda Brn3a pozitif RGH sayisinda anlamli korunma,Bax
protein immunohstokimyasinda anlamli azalma goriildii ve gegici retinal iskemi

modelinde ise hem GFAP hem anti-Ibal molkiillerinde anlamli azalma varda.

CoQ+Vit.E tedavisi mekanik optik sinir hasar1 modelinde Brn3a pozitif RGH
‘lerde korunma vardi, GFAP immunohistokimyasinda anlamli azalma gosterildi.
Gegici retinal iskemi modelinde Bax ve anti Iba-1 immunohistokimyasal

caligmalarinda anlamli azalma saptandi.
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6. SONUC

Glokom tedavisinde hipotansif tedavi degerini ve 6nemini korumakla birlikte,
GiB‘dan bagimsiz mekanizmalarin da RGH hayatiyetinde &nemli oldugunun
bilinmesi, giderek glokomda néron koruyucu tedavi yaklasimlarina ilgiyi
artirmaktadir. Literatiirde bu konuya yonelik deneysel ve klinik calismalarin arttig1
gorilmektedir. Bizim c¢alismamizda da ndron koruyucu tedavide giincel iki
molekiiliin iki farkli deneysel glokom modelindeki etkileri arastirildi. Deneysel
calismamizda birimonidin ve CoQ10+Vit. E molekiillerinin RGH ve glial hiicre
markerlarina olan etkileri, glinlimiiz glokom tedavisinde néron korunma konusunda

degerlerinin olabilecegini gosterdi.
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OZET

iki Farkh Deneysel Glokom Modelinde Topikal Birimonidin ve Koenzim
Q10+Vit. E’nin Noron Koruyucu Etkilerinin Arastirilmasi

Bu c¢alismada ratlarda olusturulan iki farkli deneysel glokom modelinde
topikal brimonidin ve CoQ10+Vit. E kombinasyonunun retina ganglion hiicreleri
tizerideki noron koruyucu etkilerinin arastirilmast amaglandi.

Iki farkli deneysel glokom modeli olusturulan ratlar (1. glokom modeli:
mekanik optik sinir hasari, 2. glokom modeli: gegici retinal iskemi modeli) 6 gruba
ayrildi. Birinci,2. Ve 3. gruptaki ratlara mekanik optik sinir hasarlandirilmasi, diger
gruplara gegici retinal iskemi modeli uygulandi. Birinci ve dérdiincii grup ratlara
(n=6) ilag tedavisi verilmezken; 2. Ve 5. grup ratlara (n=6) 4 hafta siireyle topikal
birimonidin, 3. ve 6. grup ratlara 4 hafta siireyle topikal CoQ10+Vit.E uygulamasi
yapildi. Dordiincii hafta sonunda kurban edilen ratlarin gozleri entiklee edilerek
patolojik analizleri yapildi. Patolojik analizde Brn-3a (POU- domain protein), Bax,
GFAP (glial fibriler asidik protein) ve anti- Ibal markerlar1 degerlendirildi.

Calismamizda literatiirle uyumlu olarak brimoninidin molekiiliiniin mekanik
optik sinir hasar1 grubunda Brn3a pozitif RGH sayisinda anlamli korunma (8.3£3.5
karsilik 15.0+1.0), Bax protein immunohstokimyasinda anlamli azalma (%11.8+2.0
karsilik %4.5+1.4) goriildi ve gegici retinal iskemi modelinde ise hem GFAP (22.0
+3.6 karsilik 13.2+1.5) hem anti-lbal (100.7+7.5 karsilik 57.7+14.6) molkiillerinde
anlamli azalma vardi.

CoQ+Vit.E tedavisi mekanik optik sinir hasart modelinde Brn3a pozitif RGH
‘lerde korunma (15.0+1.0 karsilik 22.2+4.8) idi, GFAP immunohistokimyasinda
anlamli azalma (11.7+2.1 karsililk 2.5+1.5) gosterildi. Gegici retinal iskemi
modelinde Bax (%22.9+2.3 karsilik %14.4+5.6) ve anti Iba-1 (100.7+7.5 karsilik
70.3£8.6) immunohistokimyasal ¢aligmalarinda anlamli azalma saptandi.

Glokom tedavisinde hipotansif tedavi degerini ve 6nemini korumakla birlikte,
GiB‘dan bagimsiz mekanizmalarin da RGH hayatiyetinde 6nemli oldugunun
bilinmesi, giderek glokomda ndron koruyucu tedavi yaklagimlara ilgiyi
artirmaktadir. Literatiirde bu konuya yonelik deneysel ve klinik ¢aligmalarin arttig
goriilmektedir. Bizim c¢alismamizda da noron koruyucu tedavide giincel iki
molekiiliin iki farkli deneysel glokom modelindeki etkileri arastirildi. Deneysel
calismamizda birimonidin ve CoQ10+Vit. E molekiillerinin RGH ve glial hiicre
markerlarina olan etkileri, glinlimiiz glokom tedavisinde néron korunma konusunda
degerlerinin olabilecegini gosterdi.

Anahtar kelimeler: Glokom, Noron koruma, Brimonidin, CoQ, Vit. E.
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ABSTRACT

Investigation of Neuroprotective Effects of Topical Bimonidine CoenzymeQ
10+Vitamin E in Two Different Experimental Glaucoma Models

In this study we aimed to create two different experimental glaucoma models
in rats and to investigate the neuroprotective effects of topical birimonidine and
coenzyme Q10 + Vit.E molecules on retinal ganglion cells. Rats were divided into 6
groups with two different experimental glaucoma models (1% glaucoma model:
mechanical optic nerve damage, 2" glaucoma model: transient retinal ischemia
model). Mechanical optic nerve model was created in the 1%, 2" and 3™ group;
transient retinal ischemia model was applied to other groups. While drug treatment
was not given to the 1%t and 4" group rats (n = 6); topical brimonidine treatment was
applied to 2" and 5™ group rats (n = 6), topical coenzyme Q10 + Vit.E was applied
to 3™ and 6™ group rats for 4 weeks.

At the end of the fourth week, the eyes of sacrificed rats were enucleated and
pathological analyzes were performed. Brn-3a (POU-domain protein), Bax, GFAP
and anti-1bal markers were evaluated in pathological analysis.

In brimoninidine groups, significant decrease in the number of Brn3a-positive
RGC (8.3 = 3.5 vs. 15.0 £+ 1.0) and decrease in Bax protein immunohistochemistry
(11.8 = 2.0 vs. 4.5 = 1.4%) were observed in the mechanical optic nerve damage
model. In the transient retinal ischemia model, there were significant reduction in
both GFAP (22.0 £ 3.6 vs. 13.2 £ 1.5) and anti-Ibal (100.7 £ 7.5 vs. 57.7 + 14.6)
immunohistochemical studies.

In the mechanic optic nerve damage model, CoQ+Vit.E treatment showed
significant protection in Brn3a positive RGCs (15.0 = 1.0 vs. 22.2 + 4.8) and reduction
in GFAP immunohistochemistry (11.7 £ 2.1 vs. 2.5 £ 1.5). In the transient retinal
ischemia model significant decrease in Bax (% 22.9 + 2.3 versus 14.4 £+ 5.6) and anti-
Iba-1 (100.7 + 7.5 vs. 70.3 £ 8.6) immunohistochemical studies were observed.

In the glaucoma knowing that IOP independent mechanisms are also
important in the survival of RGC is increasing attention in neuroprotective treatment
approaches while hypotensive treatmen maintains its value and importance.

In the literature, experimental and clinical studies on this subject are
increasing. In our study, neuroprotective effects of two molecules were investigated
in two different experimental glaucoma models. Our experimental study has shown
that in glaucoma treatment the neuron protecting effect of birimonidine and CoQ 10
+ VIit.E can be valuable.

Key words: Glaucoma, Neuro-protection, Brimonidine, Coenzyme Q,
Vitamin E.
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