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1.AMAC VE KAPSAM

Glokom retina ganglion hiicreleri (RGH) govdelerinin ve optik sinirdeki ganglion
hiicre aksonlarinin hasar1 sonucu olusan karakteristik optik sinir bas1 cukurlagsmasi ve
gorme alan1 defektlerinin goriildiigii, progresif multifaktoryel bir optik noropatidir ve
korliik nedenidir. Diinya genelinde 60 milyon insanmi etkilemistir ve 2020 yilinda bu
sayinin 80 milyona ulagsmas1 beklenmektedir (1).

Glokom hastaliginin temelinde yatan patolojiyi ortaya koymak, ideal tedavi
stratejisini olusturmak i¢in gereklidir. Glokom retina ganglion hiicrelerinin apoptozis
sonucu Oliimiiyle karakterize nérodejeneratif bir hastaliktir. En 6nemli risk faktorii
olan gozici basinct (GIB) diisiiriilse bile hastaligin progresyonu devam
edebilmektedir. Bu yiizden yeni tedavi arayislart igcine girilmistir. Noronun direkt
kendisini koruyacak tedaviye néroprotektif tedavi diyebiliriz.

Bugiin glokomdaki noronal hiicre kaybinin patofizyolojisine ait temel goriis;
retrograd aksoplazmik transport blokaji nedeniyle norotrofinlerin kaybi, azalan
vaskiiler perfiizyon ve buna bagl iskemi, serbest radikallerin olusumu, nitrik oksit
(NO) toksisitesi ve glutamat aracili eksitotoksisite siireglerinin biri veya birka¢inin
birlikteligi sonucu olusan nekroz ve/veya apopitoz aracili hiicre 6liimii lizerinde
yogunlagmaktadir (2-4).

Bu caligmada, serbest radikal siipiiriicii olan Edaravone (EDA) sicanda
olusturulan deneysel glokom modelinde sistemik olarak uygulanmistir. Glokom
stirecinin erken ve ge¢ donemlerinde uygulanan edaravonenin RGC iizerindeki

noroprotektif etkisi immiinfloresan ve biyokimyasal olarak incelenmistir. Calismada;

1. Glokom indiiksiyonu olusturulmasi siireci ile birlikte verilmeye baslanan
edaravonenin, glokomatéz siirecin erken evresindeki oksidatif hasarin
engellenmesine yonelik etkisi,

2. Glokom indiiksiyonu sonrasi tedavisiz olarak bir siire artmis GIB siirecine
maruz kalmis deneklerde verilmeye baslanan edaravonenin glokomatdz siirecin geg

evresindeki oksidatif hasara etkisi arastirilmistir.



EDA’nin glokomatéz noronal hasarlanma siireci iizerindeki etkinligi; retinal
hiicrelerin immiinfloresan olarak degerlendirilmesiyle yorumlanmustir.

Calisma ayrica, retinal ganglion hiicre sayimi ile retina dokusunda yapilan
malondialdehit (MDA) , nitrik oksit (NO) , total antioksidan kapasite (TAC) gibi
biyokimyasal Ol¢iimler ile glokom modelinde RGH’larin  hasarlanma
mekanizmasinda oksidatif stresin roliinii aydinlatmaya yonelik bulgular da

icermektedir.



2.GENEL BiLGILER

2.1. Glokomatoz Hasarin Patogenezi

2.1.1. Glokomatoz Hasarin Patogenezine Dair Teoriler

Glokom, optik sinir basinda olusan karakteristik degisiklikler ile birlikte retina
i¢ katlarinda hasar, 6zellikle RGH’larin 6liimii ve buna bagli gérme alami kayiplari
ile seyreden bir optik noropati seklinde tanimlanmaktadir (2). Glokom hastaliginin
temelinde yatan patolojiyi ortaya koymak, ideal tedavi stratejisini olusturmak icin
gereklidir. Normotansif glokom hastalarinin yan1 sira bilindigi gibi GIB belli bir
noktaya disiiriildigii halde gérme alami kaybinin devam ettigi olgular vardir.
Randomize kontrollii klinik c¢alismalardan elde edilen sonuclar gostermistir ki;
basaril1 goz ici basing kontroliine ragmen bazi hastalar progresyon gostermektedir (5-
7).

Bu sonuclar ¢ok sayida arastirmaciyr GIB’i diisiirmeye yonelik klasik glokom
tedavisine ek olarak yeni tedavi stratejileri gelistirmeye yoneltmistir. Giinlimiizde
glokoma ait arastirmalarin cok ©nemli bir kismini glokomdaki noéronal hiicre
kayiplarinin engellenmesine yonelik ¢calismalar olusturmaktadir (8-11).

Bugiin glokomdaki noronal hiicre kaybinin patofizyolojisine ait temel goriis;
retrograd aksoplazmik transport blokaji nedeniyle norotrofinlerin kaybi, azalan
vaskiiler perfiizyon ve buna bagli iskemi, serbest radikallerin olusumu, NO
toksisitesi ve glutamat aracili eksitotoksisite siireclerinin biri veya birkacinin
birlikteligi sonucu olusan nekroz ve/veya apopitoz aracili hiicre Oliimii {izerinde
yogunlasmaktadir (2-4,12).

Glutamat, SSS’de en fazla bulunan eksitator norotransmitterdir. Glutamat
kaynakli eksitotoksite, ekstraselliiler glutamat konsantrasyonun artis1 veya sinaptik
araliktan geri aliniminda azalma nedeniyle olusabilir. Oksidatif hasar ve serbest
radikal hasarinin da tetikciligini yapabilmektedir. Yiiksek konsantrasyonda glutamat
N-Metil-D-Aspartat (NMDA) reseptorlerine baglanarak hiicre icerisine yogun

miktarda kalsiyum girisine neden olur. Intraselliiler kalsiyum bir¢ok enzimin



aktivasyonunda ve membran iyon kanallarmin gecirgenliginde kritik role sahiptir.
Sitoplazmada fazla miktarda bulunmasi ile kontrolsiiz sekilde hiicre i¢i proteazlar,
niikleazlar ve lipazlar aktive olur. Ayrica mitokondri fonksiyonlar1 baskilanarak,
hiicre enerji yetmezligi ve serbest radikal olusumunu baslatilir. Kalsiyum, énemli bir
serbest radikal Onciisii olan nitrik oksitin olusumunu, uyarilabilir nitrik oksit sentaz
(INOS veya NOS-2) enzimini aktive ederek hizlandirir (13).

Nitrik oksit bir norotransmitter olmasinin yani sira bircok patolojik olaya da
katilir. Retinanin rod hiicreleri, bipolar hiicreler ve amakrin hiicrelerinin fizyolojik
medyatoriidiir. Ayrica trabekiiler ag hiicreleri tizerinden, hiimor akoz dinamiginde de
rolii vardir. Primer agik acili glokomu olan hastalarin optik sinir basinda artmis NOS
aktivitesi bildirilmistir (14).

Eksitotoksisite teorisine gore ise noronal dejenerasyonun glutamat, serbest
oksijen radikalleri ve oliime maruz kalan RGC’lerden salinan nitrik oksit gibi toksik
faktorler tarafindan siirdiiriildiigiine inanilmaktadir (15).

Mekanik teoriye gére GIB artisi kompresyon etkisiyle direk olarak néronlarin
oliimiinden sorumludur. Yiiksek GIB’e bagli olarak skleral duvarda olusan gerilim,
bag dokusu desteginin daha az oldugu lamina kribrozanin iist ve alt kutuplarinda
distorsiyona ve arkaya dogru c¢ukurlasmaya neden olur. Lamina kribrozada olusan
distorsiyon lateral genikiilat niikleusa dogru olan aksoplazmik akimi bozar ve optik
atrofiye yol acar (16). Schnabel ise aym yiizyilin sonlarinda noral elemanlarda atrofi
gelistigini ve bunun sonucunda bos alanlarin olustugunu ve optik sinir baginin arkaya
dogru c¢ekildigini ifade etmistir (17).

Mekanik teorinin devami olan mekaniko-vaskiiler hipoteze gore de yiiksek GIB
optik sinirin laminer ve prelaminer bolgelerindeki kiig¢iik capli damarlarda ve
bunlardan c¢ikan kiiciik koroidal damarlarda bir kompresyon olusturmakta,
otoregiilasyon mekanizmalarinda olusan bir bozulma nedeni ile kan debisi azalarak
agriya neden olan ve sinir dokusunda harabiyetle sonuclanan bir iskemi ortaya
cikmaktadir (18). Akson kaybinin lamina kribrosanin en az konnektif doku destegi
olan optik sinir bagi iist ve alt kadranlarinda olmas1 ve en fazla bozulma olan
disklerde bile kan damarlariin kalan akson sayisina uygun oranda olmasi bu teoriyi
destekler goriinmektedir (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-
apoptotik yolaklara saptirabilir.

Glokomatoz hasarmn her zaman yiiksek GIB’de ortaya cikmamasi ve GIB’in
diisiiriilmesine ragmen optik noropatinin devam edebilmesi, yiiksek GIB disinda
baska faktorlerin de glokomun patolojisinde rol oynadigini diisiindiirmektedir.
Vaskiiler teoride etkili olabilecegi diisiiniilen mekanizmalar; optik sinir basinin
perfiizyon bozuklugu, anormal vaskiiler rezistans, sistemik hipotansiyon ve diger
faktorlerdir (16). Optik sinir basini besleyen damarlardaki perfiizyon basimcinin
diisiikliigii doku beslenmesini etkiler ve akson atrofisine neden olur. Okiiler kan
akimu perfiizyon basinci ile dogru, vaskiiler rezistans ile ters orantilidir (16). Retinal
dokulardaki kan akimi, SSS’de oldugu gibi sempatik sinir sisteminden bagimsiz
olarak otoregiilasyon adi verilen lokal (NO, prostaglandinler, endotelin ve renin-
anjiyotensin sistemi) ve metabolik faktorlerle idare edilir. Saglikli bir gézde GIB’in
30-35 mmHg degerlerine kadar otoregiilasyon normal bir sekilde siirer. Glokom
olgularinin migren ve Reynaud Fenomeni gibi hastaliklarla siklikla beraber
goriilmesi, etyolojide vazospastik bir komponentin de rol oynayabilecegini
diistindiirmektedir. Sistemik hipotansiyon da perfiizyon basincim diisiiren 6nemli bir
risk faktoriidiir. Normotansif glokom olgularinda ambulatuvar olarak kan basincinin
monitorize edilmesi sonucunda, noktiirnal diastolik kan basincinda ciddi diisiisler
saptanmustir (16).

Artan GiB’e ragmen glokomatéz optik noropati goriilmeyen okiiler
hipertansiyonlu hastalarin uzun dénem takip sonuglart ile vaskiiler faktorler ve optik
sinir basinin histolojik yapis1 glokomatéz optik noropati gelisiminde Onem
kazanmistir. Optik sinir basinin basinca karsi olan hassasiyeti tanimlanmis ve bu
hassasiyetin noral dokunun yapisal Ozelliklerine bagli oldugu belirtilmistir (21).
Lamina kribrozanin strese karsi cevap verebilme yetenegi olan bir doku oldugu ve
GIB degisimlerine gore kollajen tipleri ve elastin yapis1 ve miktarini sentez ve/veya
parcalanma ile degistirdigi ancak bu mekanizmanin GIB artisa kars1 koruyucu
oldugu ve bu cevabin herkeste mevcut olmadig gosterilmistir (22).

Glokom taramasmin sadece GIB ile yapilmasi halinde %50 hastanin
atlanabilece@ini, glokomatéz optik noropatili hastalarin %20 sinde GiB’in

diisiiriilmesine ragmen optik noropati progresyonunun devam ettigini bildirmistir. Bu



nedenle mikrosirkiilatuar degisiklikler ve dolayis1 ile vaskiiler teori, glokomatoz
optik noropati gelisiminde gerek primer bir faktor olarak gerekse de diger faktorler
ile beraber bozulmus otoregiilasyon altinda GIB’e bagli hasar1 artiran bir yardimci
faktor olarak etkilidir (19). Kombine vaskiiler ve mekanik goriise gore, yiiksek
tansiyonlu ve normal tansiyonlu glokomu aciklamak daha kolaydir (23,24).
Glokomda RGH’nin 6liimiinde, Apoptozis ve/veya Nekrozis teorisi de tartigilan
konular arasindadir. Apoptozis; nekrozdan farkli olarak inflamasyonla beraber
olmayan, genetik olarak programlanmis hiicre Oliimiidiir. Apoptozisin olusumunu
saglayan norotoksik eksitotoksinlerden birisi olan glutamat, glokomlu olgularin
vitreusunda yiiksek diizeyde saptanmustir. Yine yapilan calismalarda glokomlu
olgularin gangliyon hiicrelerinde immunoglobulin birikimlerine rastlanmistir. Bu
bulgular RGH lerin, apoptozis tipi hiicre 6liimiine ugradig fikrini desteklemektedir

(16).
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2.1.2. Glokomatoz Hasarda Oksidatif Stresin Rolii

2.1.2.1. Serbest Radikal Tanimi

Molekiillerin dis yoriingelerinde biri digerine zit yonde hareket eden elektron
ciftleri bulunmaktadir. Bu elektron ciftleri, molekiiliin kararli kalmasin saglar. Dig
yoriingelerinde en az bir adet eslesmemis elektron iceren atom veya molekiile serbest
radikal denir (25-27). Serbest radikaller rastlantisal bir sekilde metabolizmanin yan
tiriinleri olarak veya belli bir amaca yonelik olarak (6r: fagositoz) hiicre igerisinde

surekli tiretilirler.

2.1.2.2. Reaktif Oksijen Uriinleri ve Antioksidanlar

Reaktif oksijen iiriinleri (ROU) tek elektrona sahip atom veya molekiillerdir. Bu
ozellik onlar1 diger molekiil tiirlerine gore oldukca reaktif yapmaktadir. ROU
biyolojik sistemlerde radyoliz, fotoliz, organik materyalin termal yikimi, metal
iyonlarinin ve enzimlerin katalize ettigi redoks reaksiyonu gibi cesitli reaksiyonlar
sonucu olusur (28,29). Ornegin ROU, oksijen varliginda doymamis yag asitleri ile
reaksiyona girmektedir (30). ROU’niin neden oldugu oksidan yikim; iskemi,
hiperoksijenizasyon ve doku inflamasyonu gibi bircok olayda yer alarak hastaliklarin
patogenezinde rol oynar (31). ROU olusumu, aerobic kosullar altinda siiren yasam ile
ve hem fizyolojik hem de patofizyolojik kosullar altinda iiretilen reaktif aracilar ile
ilgilidir (32). ROU DNA, karbohidratlar ya da proteinler gibi biyolojik makro
molekiillere hasar verebilme yetene8ine sahiptir. Bu oksijen metabolitleri ya
hidroksil radikali (OH.), peroksil radikali (ROO.) gibi radikal ya da singlet oksijen ya
da hidrojen peroksit (H,O;) gibi reaktif radikal olmayan bilesiklerdir (33).

Siiperoksit hiicre icerisinde molekiiler oksijenin rediiksiyonu ile olusan baslica
serbest radikaldir (32). Siiperoksit anyonu elektron fazlasim1 bir baska elektron
alicisina vererek tekrar molekiiler oksijene (O,) oksitlenebilir. Ya da bir elektron
daha alarak peroksil anyonunu olusturur, bu da ortamdan iki proton alarak (H") H,O,

olusumuna neden olur (33).
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Sekil 2. A. Molekiiler oksijenin superoksit radikaline indirgenmesi B. Superoksit
radikalinin hidrojen peroksite indirgenmesi C. Hidrojen peroksitten su ve hidroksil

radikali olusumu

Mitokondrideki respiratuar zincir serbest oksijen radikalleri (SOR) nin giiglii bir
kaynagidir (34). Bir diger 6nemli SOR kaynagi inflamatuar (6zellikle kronik
inflamasyon) reaksiyonlardir. Aktive olmus makrofajlar ve notrofiller gibi
inflamatuar hiicreler cesitli SOR’lar1 (H,O,, NO) ve hipokloriti (HOCI) serbest
birakirlar. Notrofiller membrana bagh cok bilesenli nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat (NADPH) oksidaz olarak adlandirilan bir enzim kompleksine sahiptirler.
NADPH oksidaz aktive edildiginde biiyiik miktarda SOR iiretir (35). Bu sistem
notrofil “respiratuar patlama”dan (fagositozda artmis solunum) sorumludur.
Siiperoksit anyonu, hiicre membranlarindan kolay gecemedigi icin kendisi dogrudan
zarar vermemektedir (36). Siiperoksitin asil Onemi, gecis metal iyonlarinin
indirgeyicisi ve HO, kaynagi olmasidir. Hidrojen peroksit diisiik elektriksel yiikii ve
noniyonize Ozelliklerinden dolay:r hiicre membranlarindan hizli bir sekilde gecger.
Gecis grubu metal iyonlarinin varliginda yiiksek derecede reaktif serbest radikaller
olusur (36,37).

Peroksil radikalleri, poliansatiire yag asitlerinden (PUFA) hidrojen atomunun
cikarilmasi ile baslatilan lipit peroksidasyonu sirasinda meydana getirilebilir (38).
Peroksil radikalleri biyolojik sistemlerde Onemli difiizyon kabiliyetine sahip ve
oldukca uzun Omiirlii tiirevlerdir. Ayrica lipit peroksidasyonunda olusan iiriinler
aldehitlerdir (39). Lipit peroksil radikalleri diger lipitler, proteinler ve niikleik asitler
ile reaksiyona girer boylece elektronlarin transferinin artmasina ve substratlarin
oksidasyonuna sebep olur. Hiicre membranlar1 yapisal olarak oksidatif saldirtya

olduk¢a hassas olan cok miktarda PUFA’dan olusmustur ve PUFA’da meydana



gelen onemli degisiklikler; degismis membran akiskanligi, gecirgenligi ve hiicresel

metabolik disfonksiyon ile sonuclanir (40).

2.1.2.3. Retinadaki Antioksidanlar

Biyolojik sistemlerde serbest radikal temizlenmesi, univalan oksijenin yok
edilmesi ve hidroperoksitlerin enzimatik indirgenmesi gibi birka¢ antioksidan
mekanizma gosterilmistir. Nonenzimatik olanlar; askorbik asit (C vitamini), melanin,
selenyum, vitamin E ve karotenoitlerdir (lutein, zeaksantin). Enzimatik olanlar ise
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ile glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon
transferaz ve glutatyon rediiktazdan (GSH-R) olusan glutatyon sistemidir (30,41).

2.1.2.4 Reaktif Nitrojen Tiirleri ve Kaynaklari

Nitrik oksit aslinda yararli bir metabolit olduguna inanilan bir serbest radikaldir.
Gercekten de lipit peroksidazlar ile reaksiyona girebilir ve antioksidan olarak
fonksiyon gorebilir (42). Ciinkii nitrik oksit biyolojik membranlara kolayca penetre
olabilen serbest bir gazdir. Nitrik oksit sentaz prekiisor aminoasit sustrati olan L-
arjinini, terminal guanidino nitrojeninin oksidasyonunu enzimatik olarak
katalizleyerek L-sitriiline cevirir ve NO’yu meydana getirir (43).

NO bircok hiicre tipi tarafindan siki bir regiilasyonla iiretildigi bilinen,
atmosferik bir gazdir. NO, dokularda ¢6ziinebilir ve membranlarda serbestce difiize
olur (44). NO hem intraselliler olarak plazma membran reseptorlerinin
aktivasyonundan sorumlu ikincil haberci hem de ekstraselliiler olarak hiicreler
arasinda bilgi tasiyan parakrin faktorii olarak genis fonksiyonlara sahiptir (44). Bu
serbest radikalin vaskiiler tonus iizerinde etkili oldugu, norotransmisyonda goérev
aldigi ve immiinsitotoksitede (45,46) rolii oldugu gosterilmistir. Nitrik oksitin
kontrolsiiz iiretimi sonucu proteinlerin nitrolizasyonu, DNA kirilmalar1 ve diger
molekiiler etkilesimler ile beyin dokusunda hasar meydana gelebilir (46).

Nitrik oksit sentaz izoformlar1 genellikle iki kategoride incelenir (i)
Ca2*/kalmodiilin bagimli constitutive NOS (NOS1 ve NOS3) ve (ii) ekspresyonu

sitokinler ve diger inflamatuar uyaranlar ile artan indiiklenebilir NOS (NOS-2 veya



iNOS). Noronal NOS (nNOS, NOS-I), indiiklenebilir NOS (iNOS, NOS-II) ve
endotelyal (eNOS, NOS-III) olmak iizere iic NOS izoformu bulunmaktadir. Ucii de
NADPH ve oksijene ko-substrat olarak ihtiya¢ duyar. Nitrik Oksit Sentaz- 1 ve NOS-
3 izoformlar1 siras1 ile insan retina ve retinal vaskiiler endotelyal hiicrelerden
klonlanmistir (47,48). Nitrik Oksit Sentaz-1 farkli tiirlerde amakrin hiicrelerde, ic
niikleer tabaka ve retina fotoreseptorlerinde immiinohistokimya ile tanimlanmistir
(49). Nitrik Oksit Sentaz-2 izoformu artmis GIB ve iiveit kosullar1 altinda kornea,
iris, silier cisim, noronal retina, retinal glial hiicreler ve optik sinir basinda

gosterilmistir (44,50).

2.1.2.5 Nitrik Oksit ve Oksijen Radikalleri Arasindaki Etkilesim

Stiperoksit radikalinin NO ’ya kars1 afinitesi yiiksektir. Nitrik oksit ve Os-
arasindaki reaksiyon peroksinitrit (ONOO-) olarak adlandirilan yeni bir molekiilii
meydana getirir (51). Peroksinitrit oldukg¢a reaktif bir molekiildiir ve protein, lipit ve
ozellikle DNA’da yogun hasara neden olabilir. Tiyol gruplarinin oksidasyonu
yoluyla direkt sitotoksik etki gosteren ONOO-, cesitli nitrojen oksit radikallerini ve
OH. olusturarak dekompoze olabilir (51). Nitrik oksitin metalloproteinler, protein
stilfidriller ve oksijenden tiireyen serbest radikaller ile reaksiyonu inflamasyon ve

oksidatif strese aracilik etmesini saglar (52).

2.1.2.6 NO ve Glokom

Akoz damar dis akimin diizenlenmesinde yer alan trabekiiler agin NO veya
endotelin ile gevseyen ya da kontrakte olan intrinsik kontraktil elemanlart mevcuttur.
Bu nedenle NO akoz humér dis akimini arttirabildigi ve boylece GIB' n1 diisiirdiigii
fakat endotelinin GIiB'in artmasina neden olacak dis akimi azaltigi tahmin
edilmektedir (53).

Glokom hastalarinin gozlerinde NO iiretiminde sorumlu enzim NOS’un belirgin
sekilde azaldig1 histolojik olarak da gosterilmistir. Bundan dolayr glokomda
gozlenen GIB yiikselmesinde NO iiretimindeki diisiisle direkt baglantili olabilir (54).

Nitrovazodilatorin retinal kan akimini arttiric1 ve glokomda hasarlanmis retina
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hiicrelerinin iizerinde faydal etkileri de bulunmaktadir. Indiiklenebilir NOS selektif
inhibitorii ilacin RGC olimiinii azalttigi, noroprotektif etkinligi si¢anlardaki glokom

modelinde gosterilmistir (55).

2.1.2.7. Lipit Peroksidasyonu ve Glokom

Oksidatif stres sirasinda iiretilen SOR lipidlerin (hem hiicresel membran lipidleri
hem de dolagimda bulunan lipoprotein molekiilleri) peroksidasyonunu indiikler ve
oldukga reaktif aldehitleri meydana getirir (56). Olusan son iiriinler MDA ya da 4-
hidroksinanenal (4-HNE) oksidatif streste patolojik molekiiler siirecte iyi bilinen
markirlardir (57). Primer agik agili glokom (PAAG) hastalarindan toplanan 49
goziin lens, akoz humor ve trabekiiler ag dokusu lipid ekstraktlarinda kontrol
ornekleri ile karsilastirildiginda glokom hastalarinin akéz humor ve trabekiiler
dokuda lipid peroksidasyon iiriinleri anlamli diizeyde yiiksek konsantrasyonda
bulunmustur (58). Benzer sekilde; yapilan bir diger calismada artmis GIB’e sahip

ratlarda MDA seviyeleri vitreus ve retinada yliksek olarak bulunmustur (59,60).

: Respiratory
Protein

damage
Mitochondrial
damage
Membrane
damage
DNA Cell swelling
damage
Increased
permeability

/ Massive influx
of ca**

Lipid peroxidation

Sekil 3. Lipid Peroksidasyonu
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2.2. Retina Ganglion Hiicre Oliim Mekanizmalari

[k travmanin tipine bakmaksizin, aksonal hasar RGH’ nin 6liimiinii apoptozis ile
indiiklemektedir (61). RGH hasarimin ilk belirtileri, dendritik agacin incelmesi,
sonrasinda hiicre govde ve aksonlarinda boyutlarinda kii¢iilmedir (62). Glokomlu
gozlerde GIB yiikselmesi sonucu ortaya cikan akson hasar1 eksitatuar bir aminoasit
olan glutamat artisina neden olur. Noron kaybi ile ekstraseliiler ortama glutamat
salinir. Glokomda tasiyici diizeyinin azalmasi ile de glutamat diizeyi yiikselir. Bu
artis N-metil D-aspartat (NMDA) reseptorlerini aktive eder.

Nitrik oksit etkisi: NMDA reseptorlerinin uyarilmasi ile NOS enzimi aktive olur.
NO bir mesaj mediyatoriidiir ve retinal kan akiminin diizenlenmesinde, hiimor akoz
yapiminda gorev almaktadir. NO serbest oksijen ile birlesir ve ¢ok giiclii bir toksin
olan peroksinitrit anyonlarini olusturur. Bu da apoptozise yol acar. NO glokomda
RGH o6liimiinde onemli bir mediyatordiir.

Norotrofik Faktorlerin Etkisi: Beyin kokenli norotrofik faktor (Brain derived
neurotrophic factor, BDNF) reseptorii olan Trk B retinada NO sentaz ile aym
lokalizasyondadir. BDNF ile Trk B uyarimi ayni1 zamanda NO sentaz enzimini de
aktive etmektedir. NTF aksonal geri tasima ile beyinden RGH ye gelen yasam
sinyalleridir. Noron hasarinda aksonal norotrofik faktor tasimasi artar. Ancak akson
basis1 devam ettigi siirece beyinden RGH ne ulasan NTF’de azalma olur. Bu
durumda RGH’ye yasam sinyalleri ulagsamaz ve hiicre 6liimii hizlanarak devam eder.
Bu faktor beyindeki hedef noronlar tarafindan salinir. Ganglion hiicreleri de bu
noronlarla sinaps yapar ve norotrofini alip retinaya ulastirir. Gelisim dénemi
stiresince BDNF bu yolla gelir, kullanilir ve tiim retina ganglion hiicreleri de bu
destege bagiml kalir. Deneysel olarak eger BDNF taginimi bir sekilde engellenecek
olursa, ganglion hiicrelerinin hasara ugradigr goriilmiistiir. Norotrofinlerin blokaji,
hasar kaskadini baglatir ve hiicreler normal fonksiyonunu siirdiiremezler (63,64).
Retinal gangliyon hiicreleri normal fonksiyonlarini siirdiiremez ve apoptozise

ugrarlar.
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Sekil 4. Norotrofinlerin blokaji1 ve RGC hasari

Glokomda gorme kaybinin ana mekanizmasi, retinanin i¢ niikleer tabakasi ve
sinir lifi tabakasinin zayiflamasina ve optik sinirde aksonal kayiba neden olan RGC
apoptozisidir (65). Makrofajlar (66) , astrositler (67) ve noronal hiicrelerde (68)
nitrik oksitin aracit oldugu sitotoksisite ve apoptozisi uyaran NO miktar1 rapor
edilmigtir. Reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri iki ana yoldan uyarilan apoptozisin
onemli regiilatorleridir. Intrinsik yolakta stres uyarimli mitokondriyal sitokrom c
salinim1 meydana gelirken, ekstrinsik yolak membran reseptorlerine tiimor nekroz
faktor alfa (TNF-a) ve Fas ligandin baglanmasi ile meydana gelir. Salinan sitokrom
¢ apoptotik proteaz aktive edici faktor 1 ve prokaspaz-9 ile kompleks olusturur, bu
olay kaspaz-9’u aktive eder. Her iki yolak da kaspaz-3 aktivasyonunda birlesir.
Kaspaz-3’iin aktivasyonu niikleer yikim ve hiicresel morfolojik degisimler ile
sonuglanir (69). Oksidatif ve nitratif stres kaspaz-3 aktivasyonuna yol acan c-Jun N-
terminal kinaz (JNK), stres ile aktive olan protein kinaz (SAPK) p38 mitojenik aktive
edici protein kinaz (p38 MAPK) ile apoptotik hiicre 6liimiinii uyarir (70). Nitrik
oksit de tirozin nitrasyonu ile mitokondriden sitokrom c’nin direk olarak salinimini
uyarir .

Nitrik oksit aracili apoptozisin mekanizmasi tam olarak agiklanmamasina
ragmen yliksek konsantrasyondaki NO ve peroksinitritin apoptozisin uyarilmasina ve
p53’i (apoptozise neden oldugu rapor edilen) aktive ederek hiicre biiyiimesinin
durmasina neden olarak DNA hasarina yol a¢tig1 bildirilmistir (71). Niikleer faktor-
kB (NF-xB) antiapoptotik proteinleri kodlayan genleri arttirarak apoptozise karsi

koruyucu rol oynar (72). Nitrik oksit NF- kB inhibitorii alt iinitesi olan IkBo’nin
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ekpresyonunu ve NF-xB/ IkBa kompleksinin stabilizasyonunu uyararak NF- kB
aktivasyonunu inhibe eder (71).

Nitrik  oksitin tersine oksidatif stres NF-kB aktivasyonu ve IkBa
fosforilasyonuna yol acan IkB kinaz1 (IKK) aktive eder. IkBa’nin fosforilasyonu ve
IKK’nin aktivasyonu NO ve antioksidanlar tarafindan bloke edilebilir. Daha 6nce
yayimlanan caligmalar ile apoptozis indiiksiyonunun oksijen ve nitrojen tiirleri
arasinda hassas biyokimyasal bir etkilesimi gerektirdigi Ongoriilebilir. NO’nun
baslattigi apoptotik hiicre Oliimiiniin baglica sinyal bilesenleri Sekil 5 ve 6 ‘da
gosterilmistir.  Apotozis’in  en tamimlayici1 Ozelligi DNA fragmantasyonunun

olmasidir.
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Glokomda tedavinin primer amact RGH harabiyetini azaltmaktir. RGH kaybi
yillik 10 bin civarinda olup 80 yasinda yaklasik %30’u kaybolmaktadir. GIB
yiiksekligi ve diger faktorlerle kayip daha da artar (73).

Asil noron koruma, GIB diisiiriicii etkiden bagimsiz glokomat6éz optik
noropatinin potansiyel tedavisidir. Amag, retina ganglion hiicrelerinin devaminin
saglanmasidir, bunun i¢in néron koruyucunun hedef dokuya yeterli oranda gecmesi
gerekir. Su anda miidahale edebildigimiz tek risk faktorii GIB dir. Bu da indirekt bir

noron koruma olarak degerlendirilebilir (74).

2.3. Glokomda Noroprotektif Tedavi

2.3.1. Glokomda Noroprotektif Tedavinin Temeli ve Gerekcesi

Noronal hiicre 6liimii, normal SSS gelisiminin akut ve kronik norodejeneratif
hastaliklarinin  belirgin 6zelligidir. Noroproteksiyon terimi siklikla Alzheimer
hastalig1, inme ve glokom gibi bircok norodejeneratif hastaliktaki ortak son agsamanin
patojenik faktorlerine karsi gelistirilen tedavi modellerini ifade etmektedir. Bu
faktorler eksitotoksite, serbest radikaller, oksidatif stres, mitokondrial disfonksiyon,
intraselliiler birikimler ve apoptozisin kendisidir (75).

Retina gangliyon hiicre oliimii klinikte optik noropati olarak bilinir. En sik
goriilen formu glokom olmakla birlikte bircok antiapoptotik ve noroprotektif
mekanizmalar iizerinde ¢alisilmaktadir. Glokomda Onerilen noroprotektif ilaglar eger
retinaya ulasabiliyorsa “direkt noroproteksiyon”, eger bir risk faktorii izerinden etki

ediyorsa “indirekt noroproteksiyon” terimi kullanilmaktadir (76).

Direkt noroproteksiyon mekanizmalari:

a)  Noroprotektan, ganglion hiicre membrani iizerinden etki gosterebilir.

b)  Noroprotektan, retina ve/veya optik sinir glia hiicreleri {izerinden etki
gosterebilir.

¢)  Noroprotektan, gangliyon hiicre aksonu iizerinden etki gosterebilir.

d) Noroprotektan, retina ve/veya optik sinir kan damarlar iizerinden etkili

olabilir.
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e)  Noroprotektan herhangi bir retinal noron iizerinden etki gosterebilir.

Indirekt noroproteksiyon mekanizmalari:

a)  Hedeflenen goz ici basincini saglayabilir.

b)  Otoregiilasyon mekanizmasindaki aksaklik giderilebilir.
c¢)  Lokal vazospazmlar diizeltilebilir.

d)  Sistemik arteryel hipotansiyon uygun sekilde diizenlenebilir.

Noroproteksiyon; néronal yasam siiresini arttirmaya yonelik olarak gelistirilmis
bir tedavi yaklagimidir (8). Noroproteksiyonun glokom tedavisindeki yeri ile ilgili
tartismalar halen siirmektedir.Bu yeni tedavinin yaklasim ve mantigi geleneksel

tedavi yontemlerinden ¢ok farklidir. Tartisilan ii¢ soru giindeme gelmektedir.

1. Cogu hastada GIB diisiiriilebilir iken neden néroproteksiyona ihtiyag vardir?
2. Neden noroproteksiyon RGH ‘ya yoneliktir?

3. Noroproteksiyonun dogru strateji oldugunun kanitlar1 nelerdir?

Randomize kontrollii klinik c¢alismalardan elde edilen bilgiler ile de
gosterilmistir ki; miikemmel GIB kontroliine ragmen bazi hastalar progrese
olmaktadir (21). Ileri Glokom Girisimsel Calismasi (Advanced Glaucoma
Intervention Study - AGIS) dahilindeki bir retrospektif analizde 2 yilda kotiilesme
oranlarinda artis tespit edilmistir (5). Birlesik Normotansif Glokom Calisma
Grubunun (Collaborative Normal Tension Glaucoma Study) sonuglarina gore; GIB
%30 ve daha fazla diisiiriillmesine ragmen, hastalarin %20’sinde 3-5 yilda progresyon
gozlenmistir. Sonug olarak, anlaml diizeyde GIB diisiiriilmesine ragmen hastalik
progresyon gosterebilmektedir (6,7). Bu calismanin sonuclart da GIB diisiiriilen
hastalarda noroproteksiyonun roliinii destekler niteliktedir.

Geleneksel tedavinin yetersizlikleri ve yan etkiler néroproteksiyonun diger bir
gerekgesidir. Bazi hastalarda diisiik GIB elde etmek zordur. Bunun sebebi, bu tip
hastalarin GIB diisiiriicii ajanlara iyi yanit vermemesi, ya da bu ilaglara ve cerrahi
prosediirlere karsi gelistirdikleri yan etkiler veya basedilmesi gii¢, hastaya ait

faktorlerden dogan yanitsizhiklardir. Boylece GIB diisiirmeye yonelik geleneksel
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mekanizmalar veya disa akimi arttirmaya yonelik tim uygulamalar etkindir

denilebilir ama bunlar her hastada yeterli ve iyi tolere edilir olamayabilmektedir (8).

2.3.2. Noroproteksiyonda Hedef Neden Retina Ganglion Hiicreleridir?

Glokomda noroproteksiyonun hedefi RGH govdeleri, aksonlar1 ve dendritleridir.
Ciinkii;
1)RGH’ler retinadan ¢ikis néronlaridir ve bu sebeple viziiel sinyallerin gézden beyne
ulastirilmasindan sorumludurlar.

2) RGH’lerin 6liimii glokomatdz optik néropatinin sebebi gibi goriinmektedir.
3) RGH kayb1 geri doniisiimsiizdiir ¢iinkiit RGH’ler SSS noéronlaridir ve oldiigiinde
bu hiicreler retinada goriilmez olmaktadir.

Bu ii¢ faktor gostermektedir ki; RGH kaybi geri doniissiiz gorme kaybina neden
olabilmektedir. Retinadaki diger noroglial hiicre tipleri (6rnegin astrositler, glialar)
da noroproteksiyonun hedefidir. Ancak glokomat6z optik noropatinin final ortak
yolu RGH nin kaybidir ve noroproteksiyonun hedefi oncelikli olarak bu hiicreleri

yasatmaktir (8).

2.3.3. Noroproteksiyon Glokom Tedavi Stratejisi Olabilir Mi?

Retinal ganglion hiicrelerinde hasar1 baslatan bir uyari, daha sonra c¢evredeki
saglikli hiicrelerde de ikincil dejenerasyona sebep olabilecektir. Boyle bir siirecte
bize gorme alanindaki ilerleyici kaybi anlamaya yardimci olacaktir. Optik sinirin
hasarlanmasi1 akut dejeneratif siireclerin bir toplami olarak diisiiniildiigiinde, bunu
baslatan nedenlerin ya da ikincil olaylarin bilinmesi de gerekmektedir. Glokomatoz
optik ndropati i¢cin bu nedenle tiim optik sinirin kronik bir hasarlanma siireci degil de
optik sinirin her bir aksonunun akut kaybi ile ya da ganglion hiicrelerinin herbirinin
ayrt ayr1 Oliimii ile olusan bir siire¢ oldugunu soylemek belki de daha dogru olur
(77).

Apoptozis ile 6lmiis hiicreler arasinda 6liim emrini almis ama halen canli olan ve
heniiz hasar emrini almamig hiicreler bulunur. Néroproteksiyon, bu iki grup hiicrenin

stresten kurtarilarak canliliklarini koruma c¢abasidir. Glokomda néron koruyucu
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tedavinin amaci, iskeminin tetiklenmesi ile baslayan bir dizi ardisik reaksiyonlarla
hiicreyi 6liime gotiiren zincirin herhangi bir halkasina etki ile bu zinciri kirmak ve
hiicre yagaminin devaminmi saglamaktir. Santral sinir sisteminde olusan inmenin
fizyopatolojisinden biliniyor ki akut bir iskemi sonrasi gelisen ndrodejenerasyona
ikincil olarak daha sonra ortaya ¢ikan ve yine ilk hasarlandirici uyarana bagl olusan
gecikmis bir noron kayb1 ortaya ¢ikmaktadir.

Beyindeki iskemik hasar (inme veya miyokard enfarktiisii sonrasi), beyin
noronlarinin  Sliimiiniin  sonucudur. Beyindeki noéronal hasar1 azaltacak ndron
koruyucu maddelerin arastirildigr laboratuar ¢alismalarinda kullanilan noroprotektan
maddeler hasar olusmadan Once veya hasar aninda kullanildiginda olumlu sonuglara
varilmistir (78-80).

Glokomda RGH’lerin 6liim sebebi iskemi olabilir. Inme siirecinde dakikalar
icerisinde meydana gelen noron kaybi, glokomatoz noropatide yillar igerisinde
goriilmektedir. Her iki durumda da noroprotektan kullaniminin ndron kaybini
azalttig1, 6lime giden siireci uzattigi goriilmektedir (81). Noron koruyucu tedavi ne
kadar erken evrelerde baslanirsa 6liim hizin1 o kadar azaltacag asikardir. Optik disk
alaninda okiiler kan akiminin azaltildigi glokom benzeri hasarlarda noroprotektan
verilmesi ile hiicre Oliimii siirecinin yavaslatilabildigini savunan ¢alismalar

mevcuttur (82,83).

2.4. Edaravone

Edaravone (3-methyl-1-phenyl-2-pyrazolin-5-one, MC-186, EDA ) serbest
radikal siipiiriicii olarak klinikte akut iskemik inme tedavisinde Japonya’da 2001°den
beri kullanilmaktadir. Molekiiler formiilii: C;oH;oN,O . Molekiiler agirligi: 174.20 . 3
tane tautomerik formu olan asit pirazolin bir ilagtir (Sekil 7).Insan serum albuminine
%92 oraninda baglanir. EDA verildikten 12 saat sonra idrarda metabolitleri

glukronik asit kompleks ve siilfat kompleksleri %79,9 oraninda atilir.
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Sekil 7. Edaravone ve tautomerik formlari

EDA’ nin noroprotektif , serbest radikal siipiiriicii , antiapoptotik ve
antiinflamatuar etkileri caligmalarla gosterilmistir.

Serebral infarkttaki klinik kullaniminda ¢ok iy1 sonuclar elde edilmistir (84-86).
Munakata ve ark, anevrizmal subaraknoid hemorajili hastalarda edaravone tedavisi
uygulanmasiyla gecikmis iskemik norolojik defisitlerin ve vazospazma bagli serebral
infarktin azaldigin1 , noroprotektif etkinligi gostermislerdir (87). EDA serebral
tromboz ve emboli nedeniyle olusan akut inme tedavisinde basariyla kullanilan
noroprotektif ilagtir. Faydali etkilerini serbest radikal siipiiriicii etkisiyle saglar (88).
Reaktif oksijen radikallerinin iiretimini baskilayarak kalp ve beyni reperfiizyon
hasarindan korur (89).

Okatani ve ark, edaravone uygulanan sicanlarin  karacigerlerinde
iskemi/reperfiizyon boyunca mitakondri fonksiyonlarinin ve enerji diizeyinin
korundugunu gostermislerdir (90). Retina ven dal okliizyonu iligkili makiila 6demi
gelismis hastalara arteriovenoz sheathotomy uygulanip edaravonenin serbest radikal
stipiiriicii etkisi oldugu ve tedavi gruplarinda makiila 6deminin geriledigi, gérme
keskinliklerinin arttig1 gosterilmistir (91).

Iskemi periyodundan sonra reperfiizyon oldugunda serbest oksijen radikalleri ve
Ca artistyla mitakondri i¢ membranindaki permeability transition pore (PTP) denilen
ve hiicre hasarina neden olan nonspesifik por acilir. Siklik GMP’nin antiapoptotik
etkisi mitakondrial PTP’nin inhibisyonu nedeniyle olabilir. Reperfiizyon baslamadan
mitakondrial PTP’nin a¢ilmasinin baskilanmasi hiicre hasarin1 azaltir. Rajesh ve ark
edaravonenin kalbi reperfiizyon hasarindan mitakondrial PTP’nin acilimini inhibe

ederek korudugunu gostermislerdir (92). Edaravone Ca artsini inhibe ederek serbest
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oksijen radikallerinin iretimini engeller ve mitakondrial PTP’nin acilmasin
engelleyip mitakondrial sismeyi engelleyip beyin hiicresinin hasarlanmasini 6nler
(93). Multipl etki mekanizmasi olan edaravone glokomda NTF’yi uyararak
noroprotektif etki gosterebilir.

Noor ve ark, 7 giinliik si¢anlara hipoksik iskemik ensefalopati modeli uygulayip
edaravone tedavisi verip noroprotektif etkinligini davranis testleri ve histolojik olarak
incelemisler. Aymi dozlardaki tedavilerde tedavi siiresiyle ters orantili olarak
morfolojik ve davranigsal iyilesmenin oldugunu gozlemisler (94). Yine Yasuoka ve
ark sican neonatal hipoksik iskemik ensefalopati modelinde edaravonenin apoptozis
ve nekrozu azalttigin1 gostermisler (95). Edaravonenin antioksidan etkisi ve apoptoz
sinyal diizenleyici kinaz 1 (ASK1) inhibisyonuyla yiiksek basingla indiiklenen sol
ventrikiil hipertrofisini azalttig1 gosterilmistir (96).

Parkinson hastaliginda yogun reaktif oksijen iriinleri, oksidatif stres ve
mitakondriyal disfonksiyonun patogenezde rol oynadigi bilinmektedir. Parkinson
modelinde EDA tedavisi serbest oksijen radikallerinin {iiretilmesinde inhibisyon,
apoptotik promoter Bax ekspresyonunda inhibisyon ve vezikiiler monamin transporter
2 (VMAT?2) ekspresyonunda upregiilasyon saglamistir (Sekil 8). VMAT?2 sitozolik

dopamin alimi yapar ve dopaminin sitotoksisitesini azaltir (97,98).
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Sekil 8. Edaravonenin dopaminerjik noronlardaki noroprotektif etkisi.
VMAT?2 ekspresyonunun edaravone tedavisiyle upregiilasyonu, apoptotik
yolun baskilanmasi, mitakondrial ~ hasarin azalmasiyla dopaminerjik
noronlar daha saglikli olur.
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Edaravonenin kranial radyasyon sonrasi noronlart  apoptozisden korudugu
gosterilmistir (99). Yine insan noral kok hiicrelerini radyasyonun indiikledigi
apoptozisden korumustur (100).

Edaravonenin antiinflamatuar etkileri de mevcuttur. Deneysel multiple skleroz
modelinde, edaravonenin klinik ciddiyeti, lenfosit infiltrasyonunu ve iNOS
ekspresyonunu azalttigr gosterilmistir (101). Sigandaki serebral anevrizma modelinde
NF-kB aktivasyonu inhibisyonu, kemoatraktan protein-1, vaskiiler hiicre adezyon
molekiil-1, matriks metalloproteinaz-2 ekspresyonunun azalmasi saglayarak

anevrizma duvarinda makrofaj infiltrasyonunu azaltmistir (102).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu deneysel calismada; glokom indiiksiyonu, enjeksiyonlar, sakrifikasyon islemi
ve immunfloresan mikroskopik preparatlarin hazirlanmas1 Kocaeli Universitesi Tip
Fakiiltesi Deneysel Tibbi Arastirma Birimi’'nde (DETAB) yapilmstir.
Immunfloresan degerlendirmeler ve goriintiileme islemleri Kocaeli Universitesi Tip
Fakiiltesi Kok Hiicre Anabilim Dalinda gerceklestirilmistir. Biyokimyasal
degerlendirmeler Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi ~ Biyokimya Anabilim
Dalinda yapilmistir. Imajlar Image Pro Plus (IPP 5.1 for Windows®; Media
Cybernetics,Silver Spring, MD, USA) programiyla analiz edilmistir. Calisma
Helsinki Bildirgesinde deneysel arastirmalarda belirtilmis olan esaslara uygun olarak

yiiriitilmiistiir.

3.1. Denekler

Calismada toplam 60 adet erigskin erkek Wistar albino tiirii sican kullanildi.
Deneklerin ortalama agirligt 383+21 gram olarak hesaplandi. Denekler standart
kafeslerde 7°1i gruplar halinde, ad libidum standart yem ve su verilerek, 1sis1
(21£2°C) ve nem orani kontrollii odalarda barindirildi. Odanin aydinlatmasi floresan
151k ile saglandi ve her 12 saatte bir (06:00-18:00) acip kapama dongiisii
gerceklestirildi.

Denekler, glokom indiiksiyonu uygulanan (46 adet denek) ve kontrol grubu (K)
denekleri (14 adet denek) olarak Once iki gruba ayrildi. Kontrol grubuna ilag
verilmeksizin on kamaralarina 30 G enjektor ile girilerek salin enjeksiyonu yapildi.
Glokom indiiksiyonu basariyla yapilan toplam 46 adet denek su sekilde gruplandi
(Sekil 9):

Glokom indiiksiyonu sonrast 6. haftada sakrifiye edilen ve kontrol cozeltisi
olarak fizyolojik %0,9 salin i¢inde %0,5’lik dimetilsiilfoksit (DMSO) enjeksiyonu
yapilan denekler (Glokom Grubu — G; 16 adet denek)
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Glokom indiikksiyonu baslanmasiyla birlikte es zamanli 3 mg/kg/giin
intraperitoneal yoldan edaravone verilen ve 6. haftada sakrifiye edilen denekler
(Erken Donem Edaravone Grubu — EE; 15 adet denek)

Glokom indiiksiyonu sonrast 3. haftadan itibaren 3 mg/kg/giin intraperitoneal
yoldan edaravone verilen ve 6. haftada sakrifiye edilen denekler (Ge¢ Ddnem
Edaravone Grubu — GE; 15 adet denek)

Glokom grubuna herhangi bir ila¢ uygulanmadi. Kontrol grubuna (K) ise
herhangi bir cerrahi uygulama yapilmadi. G6z i¢i basinglar1 glokom indiiksiyonunun
siirdiigii 5 hafta boyunca islem Oncesi ve sonrasinda haftalik olarak Tono- Pen
(Medtronic Solan XL) ile olciilerek kaydedildi. 6 haftanin sonunda gruplar kardiak
paraformaldehit perfiizyonu yontemi ile sakrifiye edildikten sonra, fikse edilmis olan

globlara eniikleasyon gerceklestirildi (103).

DEMEY PROTOKOLUNE
ALINAN TOPLAM DENEE

SAYE 60
KONTROL {K] 14 DENEK GLOKOM CLUSTURULAN
45 DENEX

EDHARAVDNE VERILEN ILAC VERILMEYEN |G]

30 DENEK 16 DENEK
ERKEN EDARAVONE GEC EDARAVONE
VERILEN {EE] 15 DENEK VERILEN {GE| 15 DENEK

Sekil 9. Deney plani.
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3.2. Deneysel Glokom Modeli

Sicanlara ketamin hidroklorid (25 mg/kg, Ketalar®, Pfizer) ve ksilazin
hidroklorid (10 mg/kg, Rompun®, Bayer ) intramiiskiiler yoldan enjekte edilerek
genel anestezi uygulandi. Anestezi uygulamasimi takiben, 46 adet sicaninin her iki
g6z 0n kamaralarina 30 G igne ile Hyaluronik asid (Sigma catalog no. H1751; Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) enjekte edildi (Sekil 10). Cerrahi mikroskop (model
OMS-75; TOPCON, Tokyo, Japan) kullanildi. Enjeksiyon, korneoskleral limbustan
On kamaraya self- sealing giris yapilarak, igne ucunun iris ve lens ile temasi
engellenerek ve deney siiresince her hafta limbusta saat 12’den saat 6’ya dogru
ilerleyerek uygulandi (104). 14 adet kontrol grubu (K grubu) sicana ilag
verilmeksizin 6n kamaralarina 30 G enjektor ile girilerek ayni miktar salin
enjeksiyonu yapildi.Glokom indiiksiyonu yapilan diger gruplara birer hafta arayla 5
hafta siiresince enjeksiyonlar tekrarlandi. Her enjeksiyondan hemen 6nce ve sonra
GIB lan ol¢iildii. GIB 6lgiimleri 10 mg/kg ketamin hidroklorid ve 1 damla topikal
%0,4 proparakain hydrochloride %0,5 (Alcaine®, Alcon) ile hafif anestezi
uygulamasini takiben, Tono-Pen ile yapildi. Enjeksiyonlar ve Olgiimler hep aymi

saatte (08:00-10:00) yapildi.

Sekil 10. Limbustan 06n Sekil 11. Glokom indiiksiyonu.
kamaraya giris ve hyaluronik Hyaluronik asid  enjeksiyonu

asid enjeksiyonu sonrast iris damarlarinin solmast
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3.3. flaclarm Uygulanmasi

Erken Donem Edaravone Grubuna (EE) (15 adet denek), glokom indiiksiyonu
baslanmasiyla birlikte es zamanli baslanarak her giin ayni saatte (10:00-12:00) tek
doz 3 mg/kg/giin Edaravone %0.9’luk salin icinde %0,5’lik DMSO ile coziilerek
intraperitoneal yoldan enjeksiyon ile verildi. 6. haftada sakrifiye edilene dek bu
denek grubuna toplam 42 doz edaravone uygulandi.

Ge¢ Donem Edaravone Grubuna (GE) (15 adet denek), glokom indiiksiyonunun
baslangicindan 3 hafta sonrasinda baslanarak her giin ayni saatte (10:00-12:00) tek
doz 3 mg/kg/giin Edaravone, %0.9’luk salin i¢inde %0,5’lik dimetilsiilfoksit ile
coziilerek intraperitoneal yoldan enjeksiyon ile verildi. 6. haftada sakrifiye edilene

dek bu denek grubuna toplam 21 doz edaravone uygulandi.

3.4. Retina Gangliyon Hiicrelerinin Retrograd Isaretlenmesi

Hidrofilik bir néron isaretleyicisi olan DTMR, 3000 MW (Molecular Probes,
Eugene, OR, USA) %0,9 lik NaCl icerisinde konsantrasyonu 1mg/ml olacak sekilde
coziildii. Floresan isaretleyici  dextran  tetramethylrhodamine  (DTMR),
sakrifikasyondan iki giin once intraorbital olarak uygulandi. DTMR enjeksiyonu i¢in
Solomon ve ark. (105) yontemi kullanildi. 2 mm lik bir lateral kantotomi sonrasi sag
konjonktiva temporal limbus boyunca saat 1’den 4’e kadar agildi. Lateral rektus kasi
bulunarak insersiyo yerinden kesildi. Ince kor makaslarla glob arkasindaki, optik
sinir etrafindaki dokular ve ekstraokiiler kaslar disseke edildi (Sekil 12). Optik sinir
etrafindaki noral kilif optik sinirin 3 mm gerisinden vaskiiler yapilara zarar vermeden
2 mm uzunlugunda acilarak, optik sinir tam kat olarak kesildi. 30 G igne ile 50 pl
DTMR (1 mg/ml) olacak sekilde enjekte edildi. Prosediir sonunda lateral
kantotomiyi kapatmak i¢in 3/0 ipek siitiir kullanildi.
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Sekil 12. Optik sinir

disseksiyonu.

3.5. Sakrifikasyon ve Kardiak Perfiizyon

DTMR uygulamasindan 48 saat sonra denekler sakrifiye edildi. 150 IU/kg
intraperitoneal heparin verilerek 10 dk. siire ile antikoagiilan etkinin olugmasinin
ardindan, intravendéz uygulanan 30 mg/kg sodyum pentotal ile anestezi
gerceklestirildi. V kesi ile sternum kaldirilarak toraks boslugu acildi. Kalbin
tepesinden 18 gauge kelebek igne sol ventrikiile yerlestirildi. Daha sonra sag atriyum
kesildi ve fosfat tamponu igerisinde %4’liikk paraformaldehit ile kardiak perfiizyon
gerceklestirildi (Sekil 13). Globlar oryantasyon icin siiperiordan siitiir ile limbustan
isaretlendi, fikse edilmis olan globlara eniikleasyon gerceklestirildi. 1 saat %4’liikk
paraformaldehit icerisinde bekletilen globlar, whole-mount yontemi ile agildi.
Retinalar, whole mount yontemiyle elde edildi (Sekil 14). Acilirken siiperior retina
tekrar isaretlendi. Immiinofluoresan boyamalar Leica DMI 4000 marka fluoresan

mikroskopta incelenerek fotograflandi.

/

y, :
}Eg A A j%/z
‘ !
H
J b L
1
i Vs
'
} ,/
7
\\ i
“.g ., B

Sekil 14. Whole mount retinanin
Sekil 13. Perfiizyon diizenegi

incelenmeye hazir son hali
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3.6. Retina Gangliyon Hiicrelerinin Sayim Islemi

Lam {iizerine alinan whole mount retinalar hemen immunfloresan incelemeye
alindi. Whole mount retinalar immiinfloresan mikroskop ile (Leica DMI 4000)
DTMR isaretli hiicreleri goriinteleyen uygun bir filtrelemeyle gozlendi. DTMR ile
retrograd olarak isaretlenen RGH ‘leri 200x biiylitme alaninda optik sinir basi
pozisyonuna gore iki yaricapta 4 yonde (siiperior, temporal inferior, nazal) sayildi.
Alt1 alan (her biri 0.24 mm?) toplamda retina basina 24 alan olacak sekilde sayildi.
Sayim islemi uygulanan prosediire ve yapilan tedavilere kor olan deneyimli bir

gozlemci tarafindan yiiriitiildii.

3.7. Biyokimyasal inceleme

3.7.1. Nitrik Oksit Kadmiyum Metoduyla Olciimii:

3.7.1.1. Deprotenizasyon

Numunelerin (doku homojenatlar1)) 300 mikrolitresine, 600 mikrolitre 55
milimolar sodyum hidroksit (NaOH) c¢ozeltisi eklenip mikserle iyice karistirildi (en
az 30 sn).Uzerine 600 mikrolitre 75 milimolar ZnSO4 cozeltisi ilave edildi ve tekrar
mikserle karistirildi (en az 30 sn). Ardindan beyaz bulanik haldeki tiim numuneler
sogutmal1 santrifiij cihazina konarak 5000g’de 10°C ‘de 5 dakika santrifiij edildi.
Tiiplerin iist kismindaki saf su berrakligindaki siipernatant kismindan alinarak
bundan sonraki kademelerde kullanildi (Not:Bu asamada 5 kez diliisyon

yapilacaktir).
3.7.1.2. Kadmiyum Aktivasyonu

Kiiciik bir cam kavanozda bulunan ve en az 12 saat H,SO, icinde bekletilmis
kadmiyum graniilleri (¢alisma icin yeterli miktarda) lizerindeki H,SO, bosaltildi.

Daha sonra ayni kap igerisinde 3 kez yeterli miktarda saf su ile yikanip saf su

bosaltildi. Ardindan her 100 gr kadmiyum i¢in 15 ml CuSO, ¢ozeltisi kadmiyum
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tizerine ilave edilerek kavanozun kapagi kapatildi. Kavanozu calkalamadan hafifce
ve siirekli dondiirerek mavi renkli soliisyonun berrak su rengine donmesi saglanip
berrak su dokiilerek kavanozdaki kadmiyum (bu asamada kadmiyumlar
koyulasmistir) 3 kez yeterli miktarda glisin-NaOH c¢ozeltisi ile yikandi. En son
yikamadan sonra kavanozdaki glisin-NaOH tamamen bosaltilmadan kadmiyumun
havayla temasim1 kesmek icin yiizeyde bir miktar glisin-NaOH birakildi. Boylece
kadmiyum aktivasyonu saglanmis oldu. Bu andan itibaren kadmiyumlarin

rediiksiyon kapasitesinin azalmamasi i¢in en geg¢ 1 saat i¢cinde kullanilmasi gerekti.

3.7.1.3. Deney

Gerekli sayida onceden saf sudan gecirilmis temiz tiipler spora dizildi.
(Standartlar,numuneler ve kor i¢in uygun sayida) Herbir tiipe yaklasik 2 gr kadar
aktive edilmis kadmiyum, huniyle piset i¢ine konulan glisin-NaOH’den bir miktar
sikilarak konuldu. Boylece hem kadmiyumlarin tiipe kolayca girmesi saglandi hem
de kadmiyumlarin havayla temasi engellendi. Ardindan tiim tiipler tizerindeki glisin-
NaOH cozeltisi disariya dikkatlice dokiildii. Bu sirada kadmiyumlarin disar
dokiilmemesine dikkat edildi. Daha sonra tiim tiiplerdeki kalan glisin-NaOH 1slaklig1
tiipiin kenarindan kaliteli bir kagit pecete uygulamasi ile tiipler yere paralel hale
getirilerek ve kadmiyum kenarindan peceteye degdirilerek emdirildi. Hemen bu tiipe
kadmiyumlar havayla temas etmeden 1000 mikrolitre glisin-NaOH ilave edildikten
sonra diger tiipe ayn1 islem uygulandi ve bu sekilde tiim tiipler bitirildi. Daha sonra

bu tiiplere asagidaki ilaveler yapildi. (Bu islemler sirasinda 4 kez daha diliisyon

yapildi.)
Standart tiipleri | Test tiipleri Kor tiipii
Numune - 500 mikrolitre -
dH20 500 mikrolitre 500 mikrolitre 1000 mikrolitre
Standartlar 500 mikrolitre - -

Tablo 1. ilave soliisyon miktarlari

Tiim tiipler pipetlendikten sonra kapaklar kapatilarak elle veya bir cihazla 1.5
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saat boyunca siirekli dondiiriildii. Bu sirada tiipler ¢alkalanmadi. Ardindan tiim tiipler
3000g’de 3 dakika santrifiij edildi. Daha sonra tiiplerin iist kismindaki siipernatanttan
1000 mikrolitre alind1 ve bagka temiz saf sudan gecirilmis yeni tiiplere konuldu. Tiim
tiplere siipernatantin iizerine 1000 mikrolitre gresse reaktifi konularak tiipler
karanlik bir odada 151k gérmeyecek sekilde 30 dakika renklendirmeye birakildi. Son
olarak renklenen ornekler (kor,standart ve numuneler) 545 nanometre dalga boyunda
okutularak absorbanslar kaydedildi. Standart grafigi hazirlandi. Bu grafikten
faydalanilarak numune konsantrasyonlari tayin edildi.

NOT:Tiim numuneler deprotenizasyonda 5 kez, nitrite rediiksiyon sirasinda
(kadmiyum safhasi) 4 kez olmak {izere toplam 20 kez seyreltilmistir. Bunu da goz
oniinde bulundurmak gerekir. Eger standartlar deprotenizasyondan baslayarak tiim
islemlere numune gibi dahil edildiyse bir katsayiya gerek yoktur. Deprotenize
edilmediyse sadece kadmiyum asamasinda girdiyse 4 katsayi, direkt nitrit (NaNO?2)
standart1 sz konusuysa 20 katsayr géz oniinde bulundurulmustur. Bu son standartta
Olctiigiimiiz nitritin kendisi zaten varoldugu igin deprotenizasyon ve kadmiyum

islemlerine gerek olmadi. Konsantrasyonlar nanomol/gram cinsindedir.

3.7.2. Total Antioksidan Kapasite Olciimii
3.7.2.1. Reaktif Hazirlanmasi

Antioksidan bufferi, antioksidan kromojeni, antioksidan metmyoglobini,
antioksidan troloxu ve antioksidan Ol¢iimii i¢in hidrojen peroksit soliisyonu

Antioxidant Assay Kit, CAYMAN kit kataloguna uygun sekilde hazirlandi.

3.7.2.2. Numune Hazirlanmasi

Numune alinarak buzlu ortamda 5 mmolar potasyum fosfat (ph 7,4), % 0,9 NaCl
ve % 0,1 glukoz iceren soliisyonda homojenize edildi. Homojenizat 10000 g’de 15
dk santrifiije edildi (+4°C’de). Tiiplerin iizerindeki siipernatant alinarak ol¢lim icin
ayni giin kullanildi. Eger ayni giin kullanilamayacaksa -80°C’de 1 ay saklamaya

alindu.
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3.7.2.3. Olciim

Kontrol ve numuneler ilgili kit reaktifleri ELISA platelerine uygun sekilde
pipetlendi. Final hacimleri 210 mikrolitre idi. Sistemin oda sicaklifina gelmesi
beklenerek ELISA cihaziyla 6lciim yapildi. Bu 6lciimler ¢ift plate kullanilarak
yapildi. Okumalar 750nm ve 405nm plate okuyucular1 kullanilarak yapildi. Daha
sonra datalar KIT prospektiisiinde belirtildigi iizere trolox standart egrisi

olusturularak konsantrasyona doniistiiriildii.

3.7.3. Malondialdehit Ol¢iimii

Kor (mL) Standart (mL) | Numune (mL)
Standart - 0,1 -
Ornek - - 0,1
SDS 0,2 0,2 0,2
HAc 1,5 1,5 1,5
TBA 1,5 1,5 1,5
Deiyonize su 0,8 0,7 0,7

Tablo 2. Cozelti hazirlama miktarlart

Numuneler yukaridaki tabloya gore hazirlandiktan sonra 95°C’de 60 dakika su
banyosunda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra tiim numunelere 1 mL deiyonize su
ve 5 mL n-butanol/piridin ¢ozeltisinden eklendi. Tiim numuneler vortekslendikten
sonra 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

Santrifiijden sonra tiim o©rneklerin {iistteki renkli organik kisimlari alinarak
spektrofotometrede 532 nanometrede okundu ve standart grafigi hazirlandi. Ardindan
numunelerin absorbanslart bu standart grafigiyle karsilastirilarak konsantrasyonlari
hesaplandi ve diliisyon faktorleriyle carpildi. Sonugta numunede bulunan
malondialdehit konsantrasyonlar1 bulunmus oldu. Konsantrasyonlar nanomol/gram

olarak sunuldu.
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3.8. Data Analizi

Retina basina diisen yasayan tiim retina gangliyon hiicrelerinin sayisi
milimetrekaredeki hiicre sayisini tiim retina alani ile c¢arparak bulundu. Datalar

ortalama + SD olarak hesaplandi.

3.8.1. istatiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel degerlendirmesi “SPSS for Windows version 19” yazilimi
kullanilarak yapildi. Istatistiksel degerlendirmelerde, degiskenlerin
karsilastirilmasinda tiim gruplar i¢in c¢oklu varyans analizi (ANOVA), gruplarin
kendi aralarindaki karsilastirilmasinda ise Post Hoc degerlendirme (Bonferroni testi)
kullanildi. Istatistiksel anlamlilik sinirt p<0,05 olarak kabul edildi. Metin iginde

sonuglar ortalama + SD olarak verildi.

31



4. BULGULAR

4.1. Ratlarin Demografik Ozellikleri

Ortalama kilo taban seviyesi K grubunda 36714, G grubunda 360+9, EE
grubunda 364+16 ve GE grubunda 368+7 gram idi. Biitiin sicanlar kilo aldi. Calisma
sonunda otalama kilo sirasiyla 398+14, 379+7, 382+14 ve 386+6 gram idi. Davranis

bozuklugu ve istah kaybina dair bir bulgu saptanmadi.
4.2. Goz ici Basing Degerleri

G, EE, GE gruplar ile K grubu arasinda GIB degerleri acisindan istatistiksel
olarak anlaml fark mevcuttu. 6 hafta siiresince tiim gruplarda yeterli GIB degerlerine
ulasildi.

Glokom indiiksiyonu yapilan biitiin denekler (n=60) GiB’de yiikselme
gostermistir. Ortalama GIB glokomat6z gozlerde kontol grubuna gore anlamli olarak
daha yiiksek idi (P<0.05).

K ve G gruplan karsilastirildiginda iki grup arasi farkliligin istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriildii (p<0,05). Bu sonuca gore, altinci haftanin sonunda sakrifiye
edilen G grubunun ortalama GIB degerleri K grubuna gore anlamli diizeyde
yiiksektir. Glokom indiiksiyonu sonucunda deneklerin goz i¢i basinglarinda anlamh
yiikselme saglanmistir.

K ve EE gruplan karsilagtirildiginda iki grup arasi farkliligin istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriildii (p<0,05). Bu sonuca gore, altinci haftanin sonunda sakrifiye
edilen EE grubunun ortalama GIB degerleri K grubuna gére anlamli diizeyde
yiiksektir.

K ve GE gruplar karsilastirildiginda iki grup arasi farkliligin istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriildii (p<0,05). Bu sonuca gore, altinci haftanin sonunda sakrifiye
edilen GE grubunun ortalama GIB degerleri K grubuna gére anlamli diizeyde

yiiksektir.
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Glokom ve diger 2 farkli tedavi grubunda ortalama GIB degerleri benzerdi,
istatistiksel olarak anlamli fark yoktu, bu da RGH sayimlarindaki farkliligin
tedaviye baglanabilecegini gostermistir.

Gruplarin deney siiresince haftalik GIB seyirleri Sekil 15 (A-D)’de

gosterilmistir.
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1. Hafta 2.Hafta 3.Hafta 4.Hafta S. 6.
Grup Hafta | Hafta

Enj. Enj. Enj. Enj. Enj. Enj. Enj. Enj.
once | sonra | once | sonra | once | sonra | Once | sonra

10 - 12 - 11 - 12 - 12 12

9 - 10 - 10 - 12 - 12 12

11 - 14 - 12 - 11 - 10 14

K Grubu 13 - 14 - 10 - 13 - 13 12

12 - 13 - 11 - 10 - 14 11

11 - 12 - 12 - 9 - 12 13

9 - 11 - 11 - 11 - 11 12

10 - 11 - 11 - 10 - 13 12

10 - 13 - 14 - 11 - 12 11

11 - 12 - 13 - 12 - 13 13

12 - 12 - 15 - 14 - 10 11

14 - 13 - 10 - 9 - 11 13

13 - 14 - 12 - 11 - 12 12

13 - 13 - 13 - 11 - 13 14

10 47 27 56 26 48 28 56 32 29

12 50 24 51 28 56 31 58 34 32

10 55 23 57 27 59 30 54 33 33

10 39 23 48 26 48 29 60 33 30

10 51 25 59 28 46 30 52 32 34

11 50 20 56 25 50 28 54 30 28

GGrubu T30 55 | 26 | 54 | 25 | 55 34 31

11 55 26 58 26 57 31 55 33 32

12 53 25 56 25 56 29 53 35 31

10 47 27 56 26 48 28 56 32 29

12 50 24 51 28 56 31 58 34 32

10 55 23 57 27 59 30 54 33 33

10 39 23 48 26 48 29 60 33 30

10 51 25 59 28 46 30 52 32 34

11 50 20 56 25 50 28 54 30 28

13 53 22 55 26 54 25 55 34 31

10 49 28 54 30 55 30 57 34 32

11 54 26 55 28 51 29 58 32 30

9 44 24 51 26 59 27 54 30 28

12 53 25 56 25 56 29 53 35 31

EE 11 55 26 58 26 57 31 55 33 32

Grubu 10 51 25 59 28 46 30 52 32 34

12 53 23 55 28 57 29 48 30 30

11 50 25 50 26 60 28 54 31 29

10 44 28 54 30 55 30 57 34 32

11 54 26 55 28 51 29 58 32 30

9 44 24 51 26 59 27 54 30 28

12 53 25 56 25 56 29 53 35 31

11 55 26 58 26 57 31 55 33 32

10 51 25 59 28 46 30 52 32 34

12 53 23 55 28 57 29 48 30 30

Tablo 3 . Deneklere ait gozi¢i basing ol¢iimleri
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1.Hafta 2.Hafta 3.Hafta 4.Hafta 5. 6.
Grup Hafta | Hafta
Enj. Enj. Enj. Enj. Enj. Enj. Enj. Enj.
once | sonra | once | sonra | Once | sonra | Once | sonra
9 44 26 42 27 61 27 61 34 30
12 49 27 43 28 46 28 59 28 29
13 45 24 45 26 50 28 60 31 30
GE 8 48 26 52 29 49 29 57 32 30
Grubu PGS 25 | 50 | 29 | 58 | 27 | 59 34 31
11 58 23 55 30 57 30 56 33 32
12 42 28 48 26 52 31 58 30 29
10 45 26 45 27 55 29 55 28 28
9 44 26 42 27 61 27 61 34 30
12 49 27 43 28 46 28 59 28 29
13 45 24 45 26 50 28 60 31 30
8 48 26 52 29 49 29 57 32 30
10 51 25 50 29 58 27 59 34 31
11 58 23 55 30 57 30 56 33 32
12 42 28 48 26 52 31 58 30 29

Tablo 3 (devam). Deneklere ait gozici basing dl¢iimleri

4.3. Retinal Gangliyon Hiicre Sayimlari

Ortalama DTMR isaretli RGH (mm® de ortalama say1 + standart deviasyon)
dansitesi K grubunda 1520495, G grubunda 822+110, EE grubunda 1366+79 ve GE
grubunda 1125474 seklinde idi. Gruplar arasi fark tabloda verilmistir (Tablo 4).

Gruplar aras1 karsilastirma tabloda verilmistir (Tablo 5).

Kontrol (K) 1520495 10856684
8224110 5869+789
EE Grubu 1366+79% 9753+567%

GE Grubu 1125+£74* 8033+534*

Tablo 4. Deneklerdeki DTMR isaretli RGH degerlendirmesi. *P<0.01

Tedavi gruplar ile glokom grubu karsilastiriimast (ANOVA, p<0,05).
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Tablo 5. RGH degerleri gruplar aras1 karsilagtirma. Deney gruplarina ait
RGH degerlerinin birbirleri ile karsilastirilmasinda ANOV A Post Hoc
Bonferroni testine gore p degerleri gosterilmistir. 0,05’ ten kiiciik degerler

istatistiksel olarak anlamli (*) kabul edilmistir.

K ve G gruplan karsilastirildiginda iki grup arasi farkliligin istatiksel olarak
anlamli oldugu goriilmiistiir (Bonferroni, p<0,05). Bu sonuca gore, G grubunun
ortalama RGH sayimi degerleri K grubuna gore anlamli diizeyde diisiik bulunmustur.
Glokom indiiksiyonu sonucunda deneklerin RGH sayilarinda anlamli azalma
goriilmiistiir.

K ve EE gruplarn karsilastirildiginda iki grup arasi farkliligin istatiksel olarak
anlamli oldugu tespit edilmistir (Bonferroni, p<0,05). Bu sonuca gore, EE grubunun
ortalama RGH sayimi degerleri K grubuna gore anlamli diizeyde diisiik bulunmustur.
Glokom indiiksiyonu sonucunda deneklerin RGH sayilarinda anlamli azalma
goriilmiistiir. Bu analiz, erken donem EDA baglanan grupta ortalama RGH sayisinin
kontrol grubuna gore anlamli azalma goriilmiistiir.

K ve GE gruplan karsilastirildiginda iki grup arasi farkliligin istatiksel olarak

anlamli oldugu saptanmistir (Bonferroni, p<0,05). Bu sonuca gore, GE grubunun

37



ortalama RGH saymm degerleri K  grubuna gore anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur. Glokom indiiksiyonu sonucunda deneklerin RGH sayilarinda anlamli
azalma goriilmiistiir. Bu, ge¢ donem EDA baslanan grupta ortalama RGH sayisinin
kontrol grubuna gore anlamli azalma goriilmiistiir.

G ve EE gruplan karsilastirildiginda iki grup arasi farkliligin istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriildii (Bonferroni, p<0,05). Bu sonuca gore erken donem EDA
verilmeye baslanan glokomlu grup ortalama RGH sayimi degerleri, glokomlu grup
ortalama RGH sayimi degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli bir fazlalik
gostermektedir. Bu, erken donem baglanan Edaravone retina gangliyon hiicre kaybini
onlemede anlamli etki gosterebilecegini destekler yonde bir bulgu olarak kabul
edilebilir.

G ve GE gruplan karsilastirildiginda iki grup arasi farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,05). Bu sonuca gore, ge¢ donem EDA verilmeye baslanan
glokomlu grupta ortalama RGH sayimi degerleri, Edaravone verilmeyen glokomlu
gruba gore daha fazla bulunmustur.

EE ve GE gruplar karsilastirildiginda iki grup arasi farkliligin istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriildii (p<0,05). Bu sonuca gore, erken donem Edaravone
verilmeye baslanan glokomlu grupta ortalama RGH sayimi degerleri, ge¢c donem
Edaravone verilmeye baslanan glokomlu gruba gore anlamli diizeyde daha yiiksek
bulunmustur.

Glokom indiiksiyonundan 6 hafta sonra ortalama retinal gangliyon hiicre
azalmasi kontrol grubu (n=14) ile kiyaslandiginda glokom grubunda (n=16) %45%5,
EE grubunda (n=15) %1043, GE grubunda (n=15) %?25+4 idi.
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(OrtalamaStandart deviasyon).
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Tiim retinal hiicre sayis1 ve mm?2 deki hiicre sayisi ve yiizde azalma olarak
degerlendirildiginde glokom grubuna gore tiim tedavi gruplarinda gangliyon
hiicrelerinde anlamli korunma oldugu saptandi (P<0.05).

Edaravone tedavisinin noroprotektif etkinlik gosterdigi gozlenmistir. Gruplarin
tim RGH sayilarinin izodansite haritalarinda karsilagtirmali sematik gosterimi Sekil
18’ de gosterilmistir. Gruplara ait DTMR isaretli immunfloresan goriintiiler Sekil 19

(A-D) de tek tek sunulmustur.

K G EE

Sekil 18. Gruplarin tim RGH sayilarinin izodansite haritalarinda
karsilastirmali  sematik gosterimi. Izodansite haritalar1 Adobe Freehand
MX® programu ile manuel olarak ¢izilmistir. izodansite haritalarindaki her
bir nokta 4 adet RGH’y1 temsil etmekte olup her kadran ayr1 ayr1 simulasyon
yapilmistir.
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Sekil 19 A. Kontrol grubuna (K) ait DTMR ile isaretli retina gangliyon

hiicrelerinin immunfloresan goriintiisii, x200

Sekil 19 B. Glokom grubuna (G) ait, DTMR ile isaretli retina gangliyon

hiicrelerinin immunfloresan goriintiisii, x200
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Sekil 19 C. Erken edaravone grubuna (EE) ait DTMR ile isaretli retina

gangliyon hiicrelerinin immunfloresan goriintiisii, x200

Sekil 19 D. Gec¢ edaravone grubuna (GE) ait DTMR ile isaretli retina

gangliyon hiicrelerinin immunfloresan goriintiisii, x200

4.4. Retina Dokusuna Ait Biyokimyasal Degerlendirme
Whole mount c¢ikarilip biyokimyasal oOl¢iimler yapilan retina dokularinin

ortalama 1slak doku agirliklar1 kontrol grubunda 18,08+5,25 mg , glokom grubunda
15,80+4,12 mg, erken edaravone grubunda 14,56+3,52 mg ve gec edaravone
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grubunda 15,28+5,71 mg idi. Gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmadi.

K Grubu 0,31+0,12 25,7353
G Grubu 0,14+0,04 18,39+6,0
EE Grubu 0,19+0,05 28,03+7,2*
GE Grubu 0,18+0,05 27,61+7,5%

Tablo 6. Deneklerin retina dokularindaki TAC, MDA ve NO biyokimyasal
degerlendirmesi *P<0.01 Tedavi gruplar ile glokom grubu karsilastirilmasi

(ANOVA, p<0,05).

Retina dokularinda yapilan Olciimlerde ortalama TAC degerleri K grubunda
0,31£0,12 mikromol/gram, G grubunda 0,14+0,04 mikromol/gram, EE grubunda
0,19£0,05 mikromol/gram, GE grubunda 0,18+0,05 mikromol/gram idi.

MDA degerleri K grubunda 4,15+£0,6 nanomol/gram, G grubunda 7,95+1,2
nanomol/gram, EE grubunda 5,82+0,5 nanomol/gram, GE grubunda 7,93+0,2
nanomol/gram idi.

NO degerleri K grubunda 25,73+5,3 nanomol/gram, G grubunda 18,39+6,0
nanomol/gram, EE grubunda 28,03+£7,2 nanomol/gram, GE grubunda 27,61+7,5

nanomol/gram idi.

43



0,35
0,3

0,25

0,2
0,15 1
0,1 -
0,05
o .
K [ [ &t

Sekil 20. Deneklerin retina dokularindaki ortalama TAC degerleri

TAC Dae riari

Tablo 7. TAC degerleri gruplar arasi1 karsilastirma Deney gruplarina ait
TAC ol¢iim degerlerinin birbirleri ile karsilastirilmasinda ANOVA Post
Hoc Bonferroni testine gore p degerleri gosterilmistir. 0,05°ten kiigiik

degerler istatistiksel olarak anlamli (*) kabul edilmistir.
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K grubuyla G, EE ve GE gruplan karsilastirildiginda gruplar arasi farkliligin
istatiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (Bonferroni, p<0,05). Bu sonuca
gore G, EE ve GE gruplarinin ortalama TAC degerleri K grubuna gore anlamhi
diizeyde diisilk bulunmustur. Glokom indiiksiyonu sonucunda deneklerin retina
dokularindaki TAC degerlerinde anlamli azalma oldugu goriilmiistiir.

Tedavi verilen EE ve GE gruplarinin ortalama TAC degeri tedavi verilmeyen G
grubuna gore yiliksek bulunmus fakat istatistiksel olarak anlamli seviyeye
ulagsmamistir (Bonferroni, p>0,05).

EE ve GE gruplan karsilastirildiginda EE grubu ortalama TAC degeri GE
grubundan daha yiiksek bulunmus fakat istatistiksel olarak anlamli seviyeye

ulasmamustir (Bonferroni, p>0,05).
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Sekil 21. Deneklerin retina dokularindaki ortalama MDA degerleri
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Tablo 8. MDA degerleri gruplar arasi karsilastirma Deney gruplarina ait
MDA o6l¢tim degerlerinin birbirleri ile karsilagtirllmasinda ANOVA Post
Hoc Bonferroni testine gore p degerleri gosterilmistir. 0,05’ten kiiciik

degerler istatistiksel olarak anlamli (*) kabul edilmistir.

K grubuyla G, EE ve GE gruplan karsilastirildiginda gruplar arasi farkliligin
istatiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (Bonferroni, p<0,05). Bu sonuca
gore G, EE ve GE gruplarinin ortalama MDA degerleri K grubuna goére anlamh
diizeyde yiiksek bulunmustur. Glokom indiiksiyonu sonucunda deneklerin retina
dokularindaki MDA degerlerinde anlamli diizeyde artis oldugu bulunmustur.

G ve EE gruplan karsilastinldiginda gruplar aras1 farkliligin istatiksel olarak
anlamli oldugu tespit edilmistir (Bonferroni, p>0,05). Erken tedavi verilen EE
grubunda MDA degeri tedavi verilmeyen G grubundan daha diisiik bulunmustur.

G ve GE gruplan karsilastirildiginda ge¢ tedavi verilen GE grubunda MDA
degeri tedavi verilmeyen G grubundan daha diisiik bulunmus fakat istatistiksel olarak
anlamli seviyeye ulasmamistir (Bonferroni, p>0,05).

EE ve GE gruplan karsilastirildiginda gruplar arasi farkliligin istatiksel olarak
anlamli oldugu tespit edilmistir (Bonferroni, p>0,05). Erken tedavi verilen grubun

ortalama MDA degeri ge¢ tedavi verilen grubunkinden daha diisiik bulunmustur.
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Sekil 22. Deneklerin retina dokularindaki ortalama NO degerleri

Tablo 9. NO degerleri gruplar arasi karsilastirma Deney gruplarina ait
NO olgiim degerlerinin birbirleri ile karsilastirilmasinda ANOVA Post
Hoc Bonferroni testine gore p degerleri gosterilmistir. 0,05’ten kiigiik

degerler istatistiksel olarak anlamli (*) kabul edilmistir.
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K grubuyla G, EE ve GE gruplan karsilastirildiginda gruplar arasi farkliligin
istatiksel olarak anlamli olmadig tespit edilmistir (Bonferroni, p>0,05). G grubunda
en diisitk NO degeri oldugu bulunmustur.

G grubuyla EE ve GE gruplann karsilastirildiginda gruplar arasi farkliligin
istatiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (Bonferroni, p<0,05). Glokom
indiiksiyonu yapilan gruplar arasinda tedavi verilen gruplarda NO degerinin daha
yiiksek oldugu bulunmustur.

EE ve GE gruplan karsilastirildifinda EE grubu ortalama NO degerinin GE
grubundan daha yiiksek bulunmus fakat istatistiksel olarak anlamli seviyeye

ulagsmamistir (Bonferroni, p>0,05).
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S. TARTISMA

Glokom, optik sinir basinda olusan karakteristik degisiklikler ile birlikte retina ic
katlarinda hasar, 0zellikle RGH lerinin 6liimii ve buna bagli gorme alani kayiplar ile
seyreden bir optik noropati seklinde tanimlanmaktadir (2). Glokom hastaliginin
temelinde yatan patolojiyi ortaya koymak, ideal tedavi stratejisini olusturmak icin
gereklidir. Bugiin icin tedavide kontrol edilebilir tek faktér GIB yiiksekligidir. Ancak
etkin bir GIB diisiiriicii tedaviye ragmen hastalarda gérme kaybinin devam etmesi
s6z konusudur (97). Bu sonuglar ¢cok sayida arastirmaciyr GIB’ni1 diisiirmeye yonelik
klasik glokom tedavisine ek olarak, yeni tedavi stratejileri gelistirmeye yoneltmistir.
Giiniimiizde glokoma ait arastirmalarin ¢cok 6nemli bir kismin1 glokomdaki noronal
hiicre kayiplarinin engellenmesine yonelik ¢alismalar olusturmaktadir (8-11).

Sicanda olusturulan deneysel glokom modelinin kullanildigi bu c¢alismada,
sistemik olarak verilen edaravonenin glokomun erken ve ge¢ donemlerindeki
noroprotektif etkinligZi RGH saymm ile gosterilmeye calisilmistir. Ek olarak;
edaravone ile ilgili aragtirmalarda gosterilmis olan antioksidatif etkinligini ilk defa
denenen glokom modelinde de gostermek i¢in retina dokusunda NO, MDA ve TAC
degerlerine bakilmistir.

Edaravone (3-methyl-1-phenyl-2-pyrazolin-5-one) serbest radikal siipiiriicii
olarak akut iskemik inme tedavisinde Japonya’da 2003’ten beri kullanilmaktadir.
Edaravone bircok deneysel modelde denenmis ve farkli mekanizmalarla
noroproteksiyon sagladigi goriilmiistiir. Edaravonenin glokomdaki noroprotektif
etkisine dair yaymlanmis bir calisma olmamakla beraber noroprotektif etkinligi
bircok ¢alismada gosterilmistir (94,95,107).

Glokomatoz hasarda 6zellikle RGH’lerin ve onlarin aksonlarimin etkilendigi iyi
bilinmektedir. RGH’ler ve optik sinir, SSS nin ayrilmaz parcalaridir. Glokomda
Alzeimer hastaligininkine benzer hiicre 6liim mekanizmalar1 olduguna ve glokomun
bir noérodejeneratif hastalik olduguna isaret etmektedirler (108-110). Bu da
norodejeneratif hastaliklarda klinik ve deneysel kullanilan Edaravone tedavisinin
glokomda da etki edebilecegini diisiindiirmektedir.

DTMR ile isaretli retinal ganglion hiicre sayis1 hesaplanmasi i¢in sayilan alan
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7,14 mm?2, Wistar sican retinasi 50,1 mm?2 dir (111,112). Calismamizda EDA tedavisi
verilmis olan gruplarda; RGH sayisinin glokom grubuna gore anlamli diizeylerde
korunmus oldugu, ozellikle de glokom indiiksiyonuyla beraber tedavi baslanan
grupta RGH degerlerinin glokom iniiksiyonundan 3 hafta sonra tedavi baslanan
gruba gore diizeylerde korundugu gozlemlenmistir. Glokom indiiksiyonundan 6 hafta
sonra, ortalama retinal gangliyon hiicre azalmasi kontrol grubu (n=14) ile
kiyaslandiginda glokom grubunda (n=16) %45+5, EE grubunda (n=15) %1043,
GE grubunda (n=15) %?25+4 olarak bulunmustur. Vorwerk ve ark erken ilag
uygulamasinin bizim ¢alismamizda oldugu gibi néron korunmasinda etkili oldugunu
savunmuslardir (113). Kronik glokom modelinde apopitotik hiicre 6liimii ger¢eklesen
ganglion hiicrelerine bu ilaglarin koruyucu etkisi olmayacagi kabul edilirse, ge¢c EDA
grubunun daha az etkili olmasin agiklayabiliriz.

Literatiirde edaravone tedavisi uygulanan glokom modeli bulunmamaktadir.
Retinal iskemi ve fototoksisite modellerinde edaravone tedavisinin noroprotektif
etkinligi degerlendirilmis fakat DTMR ile isaretli RGC inceleme yapilmamustir (114
-117).

Wheeler ve ark. gore; iyl bir noroprotektanin retina ve/veya optik sinirde
baglanabilecegi 0zel reseptorii olmasi, bu hedef reseptoriin aktive edilmesi ile
noronun strese karst dayamikliligimi arttiracak yollar tetikleyebilmesi veya toksik
saldinyr bastirabilmesi, ilacin retina ve vitreusa farmakolojik olarak etkin
konsantrasyonlarda wulasabilmesi ve ajanin noroprotektif aktivitesinin klinik
calismalar ile gosterilebilmesi bir ilacin ndron koruyucu adini alabilmesi icin
yeterlidir (118). Bu ¢alismadaki ila¢ gruplarinin glokom gruplarina gore iyi sonuclara
sahip oldugu gozoniinde bulundurulursa EDA’nin retinaya etkin konsantrasyonda
ulasabildigi, yeterli reseptor etkilesiminde bulundugu, noronlari toksik saldiridan
koruyabildigi sdylenebilir.

Edaravone noroprotektif etkinligini farkli mekanizmalarla saglamaktadir, bu
bircok calismayla gosterilmistir. Munakata ve ark, anevrizmal subaraknoid
hemorajili hastalarda edaravone tedavisi uygulanmasiyla gecikmis iskemik norolojik
defisitlerin ve vazospazma bagli serebral infarktin azaldigini, noroprotektif etkinligi
gostermiglerdir (87). Edaravonenin ve kafeinoliin, inme modelinde kortikal infarkti

ve norolojik kaybi azalttigi gosterilmistir (119). Yasuoka ve ark, edaravonenin
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hipokampiis ve kortekste iskemi sonrasi sitokrom C salinimmm ve kaspaz-3
aktivasyonunu inhibe ettigini ayrica serbest radikal olusumunu bloke ederek noral ve
glial hiicre dejenerasyonunu engelledigini gostermislerdir (95). Tatsuki ve ark,
sicanlarda olusturduklart travmatik beyin hasari modelinde hasar alanindaki noral
kok hiicreleri immiinohistokimyasal yolla gostermisler, edaravone verdikleri grupta
nestin-pozitif hiicrelerin daha biiyiik ve daha fazla sayida oldugunu ve lipid
peroksidasyonunun azaldigin1 gozlemlemislerdir (107). Beyin hasarindan sonra
edaravone JNK (c-Jun N-terminal kinase) ve aktivasyonunu inhibe eder, serbest
radikallerin indiikledigi noral hiicre dejenerasyonunu ve oliimiinii bloke eder (120).

Aragtirmalar gostermistir ki NTF’nin RGH’lara retrograd transportunun
bozulmasi glokomun olusum mekanizmasina katkida bulunmaktadir. Transport
blokaji OSB seviyesinde olur, kemirgen ve primat hayvan modellerinde GiB
yiiksekligi ile gosterilmistir (108,121,122). RGH’lar1 ya direkt olarak proteinin
kendisi (123) veya endojen salimmmimi indiikleyerek (124,125) NTF’ler ile
desteklemenin optik sinir hastaliklarinda ve glokom modellerinde néron kaybini
yavaslattig1 gosterilmistir (126).

HT?22 hiicreleri fare hipokampal noronal hiicrelerdir. HT22 hiicreleri NMDA
reseptOrii eksprese etmez fakat glutamat-sistin antiporter reseptorii eksprese ederler.
Glutamat sistin antiporter sistin alip endojen antioksidan glutatyon {iretir. Yogun
glutamat salinimi bu antiporter1 inhibe edip antioksidan iiretimini engelleyip HT22
hiicrelerinde oksidatif 6liime yol acar. Brian ve ark edaravone tedavisi verilen grupta
HT?22 hiicre oliimiinde azalma oldugunu bildirmislerdir. Yine edaravone tedavisi
verilen grupta primer sican astrositlerinde H,O, hasarina bagli hiicre o6liimiinde
azalma bulmusglardir. Serebral endotelyal hiicrelerde sodyum nitroprusside bagh
hasar degerlendirilmis, serebral endotelyal hiicreler oksidatif hiicre Oliimiine
direnclidir fakat oksidatif stresle norotrofik faktorlerin tiretiminde azalma olur.
Edaravone tedavisi verilen grupta sodyum nitroprusside bagli BDNF {iretimindeki
azalmada diizelme oldugu goriilmiistiir (127). Multipl etki mekanizmasi olan
edaravone glokomda NTF’yi uyararak noroprotektif etki gosterebilir.

Glokomda serbest radikal iiretiminin primer mi yoksa sekonder mi gelistigi
halen anlagilamamustir. Trabekiiler ag hiicresel komponentlerindeki oksidatif hasar

ekstraselliiler matriks yapisinin regiilasyonunu etkileyebilir ve akéz humor akisinda
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degismelere yol acabilir. Goziin akis sisteminde meydana gelen bu bozukluk GiB
artisina yol agarak glokomun klinik baslangicina sebep olabilir. Bu tip durumlarda
oksidatif stres glokom patogenezinde sekonder bir olay olarak g6z Oniinde tutulabilir.
Artmis GIB ya da normotansif glokom hayvan modellerinde retinal oksidatif hasar,
RGC tabakasina direk olarak zarar vererek glokomatdz optik ndropatiye yol agabilir
(128). Bu hastaliga sahip kisilerde in vivo oksidatif stresi azaltmaya yonelik terapotik
denemeler devam etmektedir. Koruyucu tedavinin etkili bir sekli hastaligin erken
donemlerinde girisimde bulunulmasi ve reaktif oksijen tiirlerinin iiretildigi spesifik
bolgelerin hedeflenmesidir. Yapilacak yeni caligmalar ve klinik denemeler glokomda
noronal dejenerasyonun mekanizmasinin anlagilmasini saglayacak ve daha etkili
tedavilerin dizayn edilmesine yardimc1 olabilecektir.

Glokomda artan ekstraseliiler glutamat diizeyleri, uzun bir siire hiicre
membranlarinda bulunan iyon kanallarinin a¢ik kalmasini saglar. Bu durumda hiicre
icerisine yiiksek oranda kalsiyum akisi olur. Yiiksek kalsiyum diizeyleri; NO sentaz
aktivasyonu, asir1 serbest oksijen radikali birikimi, lipid peroksidasyonu,
mitokondriyal disfonksiyon, katabolik enzimlerin aktivasyonu gibi bir dizi zararh
sonuglara yol acar (129,130). Artmis serbest oksijen radikalleri hiicrenin enerji
deposu olan mitokondilerin fonksiyonlarin1 bozarak hiicre ¢ekirdeginde kromatin
kondansasyonuna sebep olur ve apopitozisi baslatir. Glokomatdz hasarda SOR’larin
ve oksidatif stresin etkin oldugu calismalarla gosterilmistir (131-135).

Glokoma bagli artig gdsteren oksijen metabolitlerinin detoksifikasyonu okiiler
antioksidanlara oldukc¢a bagimlidir.Olusturdugumuz deneysel glokom modelinde
noroprotektif ve serbest radikal siipiiriicii 6zellige sahip olan edaravonenin etkisini
arastirdik. Oksidatif stres bircok dejeneratif hastaligin patogenezinde rol almaktadir
(136-138). EDA da oksidatif stres olusturulan farklt modellerde denenmis ve serbest
radikal siipiiriicii etkisi gosterilmistir.

Parkinson hastaliginda yogun reaktif oksijen {iriinleri, oksidatif stres ve
mitakondriyal disfonksiyonun patogenezde rol oynadigi bilinmektedir. Parkinson
modelinde Edaravone tedavisi serbest oksijen radikallerinin iiretilmesinde inhibisyon
yapmistir (139,140).

Sporadik amyotrophic lateral sclerosis (ALS) ve familial ALS (FALS)’ de sinir

dokusunda oksidatif lezyonlar gosterilmistir (141). ALS’ nin patogenezinde
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oksidatif stresin rolii vardir (142,143). Siiperoksit dismutaz 1 mutasyonuyla ALS
olusturulan farelerde edaravone tedavisiyle motor noéronlarin hasarlanmasinda
yavaslama elde edilmistir (144,145). Yoshino ve ark 19 ALS hastasina EDA tedavisi
uygulayip motor fonksiyonlardaki gerilemenin yavasladigini bildirmislerdir (146).
Oksidatif hiicre hasarinin gostergesi olan ve sporadik ALS hastalarinin serebrospinal
stvilarinda artan 3-nitrotirozin miktar1 EDA tedavisiyle azaldig1 gosterilmistir (147).

Spinal kord yaralanmasi sonucu hemen gelisen fiziksel hasar ( primer hasar) ve
haftalar icinde radikallerin indiikledigi lipid peroksidasyonu sonucu gelisen ndron
hasar1 (sekonder hasar)dir (148,149). Sicanlarda olusturulan spinal kord hasarinda
Edaravone ile tedavi edilen grupta lipid peroksidasyonunun inhibe oldugu ,MDA
seviyelerinde azalma oldugu, fonksiyonel iyilesmenin daha fazla oldugu yani EDA’
nin sekonder noron hasarini engelledigi gosterilmistir (150).

Goriildiigi gibi bircok norodejeneratif hastalik modelinde ve noron iskemisi
durumlarinda EDA tedavisiyle serbest oksijen radikalleri baskilanmis, antioksidan ve
noroprotektif etkinlik saglanmistir. Glokomun patogenezinde de norodejenerasyon
ve oksidatif stresin rol oynadigi bilindigine gore EDA ‘nin glokom tedavisinde etkin
olabilecek noroprotektif ve antioksidan bir ajan olabilecegini diisiinebiliriz.

Calismamizda  oksidatif — stresin  gostergesi olan  parametreler de
degerlendirilmistir. MDA oksidatif siirecte gerceklesen lipid peroksidayonunun bir
iiriiniidiir. GIB artis1 yapilan sicanlarin vitreus ve retinalarinda yiiksek MDA
degerleri bulunmustur (151,152). Yildinm ve ark; primer agik acili glokomlu
hastalarda plazma MDA seviyelerinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu,
katalaz ve myeloperoksidaz aktivitelerinin de hastalar ve saglikli kontrol gruplar
arasinda anlamli farklilik olmadigimi gostermislerdir (153). Yi Song ve ark ;
sicanlarda olusturulan retinal iskemi modelinde iskemi Oncesi ve sonrasi edaravone
tedavisi uygulaylp doku MDA seviyesi, SOD aktivitesi, apoptozis ve
elektroretinogramlar1 degerlendirmislerdir. Retina dokularinda 6l¢iilen MDA kontrol
grubuna gore iskemi olusturulan grupta daha yiiksek, tedavi grubunda ise daha diisiik
degerler elde edilmistir. SOD aktivitesi tedavi grubunda daha yiiksek bulunmustur.
ERG amplitiidlerinde tedavi grubundaki diisiislerin tedavi almayan gruba gore daha
az oldugunu gostermislerdir (116). Edaravone si¢anlarda olusturulan genis yanik

modelinde serum ve doku MDA, ksantin oksidaz miktarlarin1 azaltmis, iyilesmeyi
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hizlandirmistir ve serbest radikal prekiirsorlerinin, metabolitlerinin olusumunu
azaltmmstir (154).

Glokom modelimizde MDA ol¢iimlerinde kontrol grubunda en diisiik degerler,
glokom grubunda ise en yiiksek degerler bulunmustur. Kontrol grubunda en diisiik
degerleri elde edip glokom indiiksiyonu yapilan gruplarda yiiksek degerler elde
etmemiz glokomda oksidatif stresin patogenezde rol oynadigimi gostermektedir.
Erken Edaravone tedavisi verilen grupta ise tedavi vermedigimiz glokom grubuna
gore daha diisik degerler elde etmemiz EDA’nin SOR azaltici etkisiyle lipid
peroksidasyonunu azalttigini diisiindiirmektedir.

GoOzde bulunan Onemli bir antioksidan olan GSH organizmanin genotoksik
ajanlara kars1 korunmasinda biiyiik rol oynar. Siiperoksit dismutaz-CAT sistemi goz
dokularimi H;O;’nin yiiksek konsantrasyonlarina karsi korurken GSH ise goz
dokularim1 diisiik konsantrasyonlarda H;O,’ nin neden oldugu hasara karsi korur
(155,156). Yiiksek GIB’nin neden oldugu oksidatif stresin retinal dokuda GSH
seviyelerini diisiirdiigii Moreno ve ark. tarafindan yapilan calismada da gosterilmistir
(157). Antioksidan enzimler olarak kadavra trabekiiler aglarinda siiperoksit dismutaz
ve katalaz aktiviteleri ol¢iilmiistiir (158).

Calismamizda retinal antioksidan etkinligin gostergesi TAC’ yi degerlendirdik.
Kontrol grubunda en yiiksek degerler elde edilirken tedavi verilmeyen glokom
grubunda en diisiik degerler bulunmustur. Yani glokom indiiksiyonu yaptigimiz
gruplarda okidatif stresin etkisiyle koruyucu antioksidan etkinlik diigmiistiir. Daha
once retinal dokuda TAC 6lciimii yapilan bir calisma bulunmamaktadir. Ozgiray ve
ark  spinal kord hasari olusturulan si¢anlarda metilprednizolon ve edaravone
tedavisini karsilastirmiglar ve serum ve doku NO, MDA seviyeleri, SOD aktivitesi,
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi ve doku TAC degerlendirmislerdir.
Edaravone ile tedavi edilen gruplarda tedavi verilmeyen gruplara gére doku NO
degerleri diisiik, doku SOD ve GSH-Px aktiviteleri yiiksek, doku MDA degerleri
diisiik, TAC degerleri yiiksek bulunmustur. Serumda ise NO degerleri diisiik, SOD
aktivitesi tim gruplarda ayni, serum MDA degerleri yiiksek bulunmustur (159).
Calismamizda Edaravone tedavisi verilen gruplardaki TAC degerlerini tedavi
verilmeyen gruba gore daha yliksek bulduk fakat istatistiksel olarak anlamli seviyede

degildi.
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Siu ve ark retina NO seviyelerinin GIB yiikselmesiyle arttigim gostermislerdir
(160). Neufeld ve ark optik sinir basinda NOS izoformlarinin GIB yiikselmesiyle
artigim  gostermislerdir (161) ve NOS inhibitorleriyle RGC’nin dejenerasyondan
korundugunu gostermislerdir (162). Calismamizda NO 06l¢timlerimizde glokom
grubunda en diisiik , tedavi verilen gruplarda daha yiiksek degerler bulduk. Bu
farklilik istatistiksel olarak anlamli ¢cikmistir. Glokomda yiikselen NO degerleri
bildirilen caligmalarin aksine bizim calismamizda diisiik ¢ikmistir. NO’nun biyolojik
degerindeki bir azalma NOS yetmezligi sonucu yani NOS iceren hiicrelerin
apoptozis sonucu kaybi, dimetil arginine veya superoksid yoluyla NO’nun hizla
metabolize olmasi gibi endojen NOS diizeyinde artis sonucu olabilir (163).

Asagidaki nedenlere bagli olarak NO azalabilir (164):

*ET-1 tarafindan damarin gecikmis daralmasi,

esuperoksid diizeyinin yiikselmesinin neden oldugu oksidatif stres,

eartmis damar daralmasimin uyardigt hem kan akim gerginligini hem de
oksidatif stres sonucu proenflamatuvar mediatorlerin etkinlesmesi,

eplatelet agregasyonu ve trombozis.

PAAG’li olgularin humor akoziinde NO’nun azaldig1 Doganay ve ark. tarafindan
2002 yilinda yapilan bir calismada ilk defa vurgulanmistir (165). Bu calismay1
takiben, Galassi ve ark. PAAG’lu olgularin plasma ve humor akézlerinde normal
gozlere gore NO markerlarindan cGMP ve NO, diizeylerinde anlamli bir diisiis
bulmuslardir (166). NO trabekulumda vazodilatasyon yapar, kontraktiliteyi arttirir bu
da gozici basincini diisiiriicii etki ve antiapoptotik etki gosterir. PAAG olan
hastalarda trabekiilektomi sonrasi trabekulum fragmanlarinda NOS bakilmis ve
glokom hastalarinda daha diisiik bulunmustur (167-169). Inokuchi ve ark NMDA ile
indiiklenen retinal hasar olusturup edaravone tedavisinin antioksidan etkinligini
degerlendirmisler, Trolox ve N-asetilsistein gibi antioksidanlara gore edaravonenin
daha potent oldugunu gostermislerdir (170). Edaravone’nin glokomda da antioksidan
etkinlik gosterebilecegini soyleyebiliriz.

Glokomda RGH o6liimiiniin apoptozisle oldugu bilinmektedir. Edaravonenin
kranial radyasyon sonrasi noronlar1 apoptozisden korumustur (171). Yine insan

noral kok hiicrelerini radyasyonun indiikledigi apoptozisden korumustur (172).
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Edaravonenin antiinflamatuar etkileri de mevcuttur. Deneysel multiple skleroz
modelinde edaravone klinik ciddiyeti, lenfosit infiltrasyonunu ve iNOS
ekspresyonunu azaltmistir (173).

Edaravone’nin glokom modelinde olusan oksidatif harabiyete olan etkileri heniiz
arastirtlmamistir ve literatiirde yoktur. Bu anlamda calismanin tiim parametreleri
orijinal ve literatiire 151k tutulacak niteliktedir. Glokomda goriilen retinal harabiyetin
gelisiminde onem tegkil eden faktorlere 151k tutulmus ve edinilen bilimsel veriler yeni
tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde fayda saglayacak niteliktedir. Antioksidan bir
ajanin glokom olusturulan deneklerde oksidatif hasar1 bloklayarak néron koruyucu
olarak davranmasi aynm1 zamanda hasarin etyopatogenezini de ortaya koyacaktir.
Ciinkii gelistirilen noron koruyucu ajan; RGH lerin 6liim hizim1 yavaslatmalidir. Bu
noktada Olim hizim1 azaltmak icin Oncelikle hiicrelerin nasil oldiiklerini bilmek
gerekmektedir. Bugiine kadar yapilmis noroproteksiyon calismalarinda amag, hem
uygun ajani bulmak hem de glokom etyopatogenezini aydinlatmak olmustur. Bu
calismada edaravonenin noroprotektif ozellik gostermesi glokom etyolojisinde
oksidatif stresin varligini destekler niteliktedir. Bizim ¢alismamizda da oldugu gibi
deneysel olarak etkinligi gosterilen edaravonenin glokomda klinik kullanilabilirligi
genis Olcekli, randomize klinik ve deneysel calismalarin  sonucunda ortaya

konulabilecektir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda deneysel glokom modelinin erken ve ge¢ donemlerinde sistemik
olarak uygulanan EDA’ nin kullaniminin ndroprotektif etkinligi degerlendirildi. Tim
tedavi gruplarinda RGH’larin glokom grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
diizeylerde korunmus oldugu saptandi. Verilerimiz, edaravonenin noroprotektif
etkinliginin glokom siirecinin baslangicinda verilmesi ile daha da belirgin diizeyde
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda biyokimyasal bulgular edaravonenin deneysel glokomda oksidatif
hasara kars1 koruma saglayabilecegini gostermektedir ve bu sonuglar glokomda
oksidatif stresin RGH hasarinda etkin oldugunu destekler niteliktedir.

Glokom kronik ve norodejeneratif hastaliklarin patofizyolojik o©zelliklerine
sahiptir dolayisiyla, edaravone glokom yonetiminde umut vermektedir. Edaravonenin
deneysel glokom modelinde etkinlikleri heniiz arastirllmamustir. Edaravone gibi
antioksidan, antiapoptotik ilaglarin deneysel glokomda RGH sagkalimi iizerine
noroprotektif etkisi oldugu akilda tutulmalidir, ileri diizeyde ve klinik deneyleri

kapsayan calismalar gerekmektedir.
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7. OZET

DENEYSEL GLOKOMDA ERKEN VE GEC DONEM EDARAVONE
UYGULAMASININ NORON KORUYUCU ETKIiSi:iIMMUNFLORESAN VE
BiYOKIMYASAL iNCELEME

Amag: Deneysel glokomun erken ve ge¢c donemlerinde sistemik olarak uygulanan

edaravone  kullanimimin  noroprotektif  etkinlik  yoniinden  arastirilmasi.

Gerec-Yontem: Calismada 60 adet Wistar Albino sican kullanildi. 46 denegin 6n
kamaralarina 5 hafta siireyle haftada bir kez hyaluronik asit enjekte edilerek deneysel
glokom modeli olusturuldu. 14 denek ise ilag verilmeden ve herhangi cerrahi islem
yapilmadan kontrol gurubu olarak alindi. Glokom indiiksiyonu yapilan 30 denegin 15
tanesine indiiksiyonla birlikte ayni giin baslanarak intraperitoneal yoldan 3
mg/kg/giin Edaravone, 15 denege glokom indiiksiyonu sonrasi 3. haftadan itibaren 3
mg/kg/giin intraperitoneal yoldan Edaravone uygulandi. Glokom indiiksiyonu
yapilan 16 denege ise herhangi bir tedavi uygulanmadi. 6. haftanin sonunda retinal
gangliyon hiicreleri (RGH) dextran tetramethylrhodamine ile retrograd olarak
isaretlendi, 48 saat sonra denekler kardiyak perfiizyon yontemi ile tespit edilerek
sakrifiye edildi. Sag kalan RGH dansitesi whole-mount retinalarda degerlendirildi.
Whole-mount retina dokulart homojenize edilerek nitrik oksit (NO), malondialdehit

(MDA) ve total antioksidan kapasite (TAC) degerleri biyokimyasal olarak olciildii.

Bulgular: Retinal gangliyon hiicrelerinin Image-Pro Plus programiyla yapilan
sayimlarinda tedavi uygulanan gruplarin glokom grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml diizeyde korunmus oldugu saptandi. Edaravonenin noroprotektif etkinliginin,
glokom siirecinin baglangicinda verilmesi ile daha fazla oldugu tespit edildi. NO
diizeyleri glokom grubunda en diisiik iken, tedavi verilen glokom gruplarinda tedavi
verilmeyen glokom grubuna gore daha yiiksek degerler bulundu, bu farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi. MDA diizeylerinin glokom indiiksiyonu

yapilmayan grupta en diisiik, glokom grubunda en yiiksek oldugu saptandi. TAC
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diizeylerinin glokom indiiksiyonu yapilan gruplarda kontrol grubuna gore anlamli
diizeyde daha diisiik oldugu ve edaravone tedavisi verilen gruplarda tedavi

verilmeyen gruplara gore daha yiiksek oldugu saptandi.
Tartisma ve Sonu¢: Deneysel glokomda edaravone sistemik uygulanmasi
noroprotektif anlamda etkili sonuclar vermistir. Erken ila¢ uygulamasinin da daha
etkili oldugu bulunmustur. Biyokimyasal veriler glokomda oksidatif stresin RGH

hasarinda etkili oldugunu desteklemistir.

Anahtar Kelimeler: Glokom, edaravone, noroproteksiyon, oksidatif stres
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8. ABSTRACT

NEUROPROTECTIVE EFFECT OF EDARAVONE ADMINISTRATION IN
EXPERIMENTAL GLAUCOMA: IMMUNOFLUORESAN AND
BIOCHEMIiCAL ANALYSIS

Purpose: To investigate the neuroprotective activity of systemically administered

edaravone (EDA) in early and late stages of experimental glaucoma.

Materials and method: In this study, 60 Wistar albino rats were used. Experimental
glaucoma model was induced by injecting hyaluronic acid into the anterior chamber
of 46 subjects once a week for 5 weeks. 14 subjects were observed as control group
(K group) without medication and without any surgical procedure. 3 mg/kg/day EDA
was injected intraperitoneally on the same day as induction to 15 of 30 subjects (EE
group) that were undergone induction of glaucoma. The same procedure was applied
to 15 of the remaining 30 subjects (GE group) three weeks after the induction of
glaucoma. 16 subjects (G group) which applied induction of glaucoma were not
applied any treatment. At the end of the 6 weeks retrograde labelling of retinal
ganglion cells (RGH) with Dextran tetramethylrhodamine (DTMR) was carried out
and the density of the surviving RGH was evaluated in whole-mount retina, after 48
hours all animals were underwent cardiac perfusion and sacrification. Nitric oxide
(NO), malondialdehyde (MDA) and total antioxidant capacity (TAC) were measured

of homojenized whole mouth retinal tissue.

Results: Counting of retinal ganglion cells by Image-Pro Plus indicates that
istatistically treated groups were preserved significantly according to glaucoma
group. It is found that using Edaravone at the begining of glaucoma process supplies
much neuroprotective activity. The glaucoma group had the lowest NO level. Also
treated groups has higher levels than groups which was not treated. Difference
between NO levels of treated group and untreated group was found statistically

significant. It is seen that MDA level is the lowest in the group which has not
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glaucoma inducted, and it is the highest in the glaucoma group. TAC levels of
glaucoma inducted groups are significantly lower than TAC levels of control group

and also it is higher in Edaravone treated groups tahn untreated groups.

Discussion: Systemic administration of edaravone in experimental glaucoma ended
up with effective results in neuroprotective meaning. Also it was found that early
drug administration was more effective. Biochemical markers supported that

oxidative stress in glaucoma is effective in RGH damage.

Key words: Edaravone, glaucoma, neuroprotection, oxidative stress
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