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SIMGE VE KISALTMALAR
DLM: Dis Limitan Membran
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EDBF: Endotel kaynakl hiperpolarize edici faktor
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I&R: iskemi ve Reperfiizyon
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IL: interlokin
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INT: ic Nikleer Tabaka

iPT: i¢ Pleksiform tabaka

KNV: Koroid Neovaskiler Membran

MDA: Malondialdehit

mMuMADbA.4.6.1 Murine anti-human VEGF monoklonal antibody (Sigcan anti-insan VEGF monoklonal
antikoru)

NMDA: N-metil D-aspartat

NO: Nitrik oksit

RPE: Retina pigment epiteli

ROS: Reaktif oksijen molekiilleri

TIMPs: Tissue Inhibitor Metalloproteinases (Doku Mettaloproteinaz inhibitréleri)
TNF: Tumor Nekrosis Factor (Tumor Nekroz Faktori)

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor (Vaskiler Endotelyal Bliyiime Faktori)

YBMD: Yasa Bagli Makula Dejenerasyonu
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1. GIRIS

iskemi bir dokunun kanlanmasini saglayan sistemin belli bir zaman dilimi icinde
tikanmasi sonucunda ortaya ¢ikan bir durumdur. iskemik hasarin diizelmesi igin bu
zaman dilimi icinde dokunun tekrar oksijen ile beslenmesi gerekmektedir.

iskemi olusmus dokuya kan akisinin tekrar saglanmasi reperfiizyon olarak
isimlendirilmektedir. iskeminin kritik siiresi dolmadan, doku reperfiize olursa hiicreler kismen de olsa
canhligini devam ettirebilir. iskemi siiresinin artmasi reperfiizyona ragmen élen hiicrelerin sayisini
artirir. Bu hiicrelerde geri donlstimsiz olarak doku hasari oldugu icin reperfiize edilseler bile nekroza
giderler. Reperflizyon hasarinin blyiik bolimind serbest radikaller olusturmaktadir. Eslesmemis
elektron iceren serbest radikaller biyomolekilleri okside edip hiicre 6limi meydana

getirirler.*

(Celebi ve ark.,2002, Baykal ve Kocabalkan, 2000). Retinanin oksijenle etkilesimi olduk¢a
fazladir. Retinada serbest radikalleri birikince lipit peroksidasyonunun bir yan Griini olan
malondialdehit (MDA) birikmeye baslar. MDA proteinler ile reaksiyona girerek yiksek molekulli
protein olusumu (agregasyon), disulfit koprilerinin olusumu, deamidasyon ve nonenzimatik
glikozilasyon gibipostsentetik degisimler meydana getirir.

Organizmada serbest radikal hasarini engellemek Uizere antioksidan savunma sistemleri
bulunur. Bu sistemin dizenli islemesi saglikh yasam agisindan oldukga dnemlidir. Ancak, iskemiyi
takiben sistemin ylksek miktarda oksijene maruz kalmasi sonucunda serbest radikal miktarinda artis
olusur ve dogal savunma sistemleri yetersiz kalir; sonugta hiicre hasarina kadar giden bir cok patolojik

102,11
durum ortaya gikar.'*

(Poli ve ark., 1993; Aydemir, 2002). Hiicre apoptozisinden sorumlu 6nemli
bir enzim olan Kaspaz-3 (apopain), 13 farkli Gyesi bulunan interlokin B grubundan olup sistein

proteaz enzimi olarak bilinir. Kaspaz-3'tin 17 ve 12 kDa molekdil agirhigina sahip iki alt



birimi bulunur. Aktif kaspaz-3 enzimi 6zellikle DNA tamir ve regiilasyonunda,

nikleer lamin gibi molekiillerin pargcalanmasinda ve sonugcta apoptozis (programlanmis hiicre 6lim)
olayinda nemli rol oynar’(Andersson ve ark., 2003).Retinanin yiiksek oranda

oksijene ve doymamis yag asitlerine sahip olmasi nedeni ile oksidatif hasar ¢cok 6nemlidir.

Retinal iskemi, diyabetik retinopati ve yasa baglh makula dejenerasyonu gibi hastaliklarda
neovaskiilarizasyon ve makula boélgesinde 6dem yaratarak gérmeyi azaltmaktadir. Bu hastaliklarin
patofizyolojisinde vaskiler bilesenler en 6nemli yeri tutsa da inflamasyon ve nérodejenerasyonda
hasara 6nemli oranda katkida bulunmaktadir. Yasa bagl makula dejenerasyonunda kompleman
aktivasyonu ve diyabetik retinopatideki mikroglial aktivasyon bunlara érnektir.>*>>7?¢13* (Adams AP
et al 2008, Antonetti DA et al 2006, Ding X et al 2009, Kern TS et al 2007, Patel N et al 2008, Zeng HY
et al 2008) Bu retinopatilerin patofizyolojisindeki inflamatuar, néronal ve vaskiler bilesenlerin
fonksiyenel etkilesimi yeni arastiriimaya baslanan bir konudur. Ornegin bir hipoteze gére
inflamasyon, l6kostasis ve onu takip eden mikrovaskiler okillizyona yol agarak VEGF salinimina,
vaskiiler permeabilite artisina ve vaskiiler hiicre 6limune sebep olacaktir®?** (Antonetti DA 2006,
Chibber R et al 2007, Kern TS et al 2007). Bu vaskiler okliizyon ve hiicre 6liminiin nérodejenerasyon
ve neovaskiilarizasyon icin baslatici faktor olabilecegi duisiintilmektedir °* *° (Kaur C et al 2008, Yeung

L et al 2009).

VEGF bir¢ok retinopati ile iliskili olan vaskdiler anjiogenezis ve vaskiiler permeabilite artisina
yol acar. Bu etkisi iskemik ve inflamatuar retinopatilerin ele alindig1 bircok vaka galismasi ve klinik
deneylerde VEGF antagonistlerinin 6demi azaltmasi ve neovaskiilarizasyonu 6nlemesiyle
kanitlanmistir.*>*®(Jardeleza MS et al 2009, Lott MN et al 2009). Fakat dikkate alinmasi diger bir konu
ise VEGF'in bir norotrofik bir madde olmasindan dolayl bu mediyatoriin inhibisyonunun ayni zamanda
norodejenerasyona sebep olabilecegidir. VEGF antagonistlerinin apoptozise sebep oldugunu belirten
calismalarda literatiirde mevcuttur >>#*197108123138 (Chang CK et al 2009, Nishijima K et al 2007, Ruiz

de Almodavar C et al 2009, Saint-Geniez M et al 2008, Ueno S et al 2008, Ziemssen F et al 2008).



2.GENEL BILGILER

2.1. Retina Anatomisi

Retina, icte duyusal (nérasensoryal) retina ve dista retina pigment epiteli(RPE) olmak lizere

iki ana boélimden olusan, optik sinirden ora serrataya kadar uzanarak vitreus boslugunu arkadan
cevreleyen transparan bir yapidir. Retina topografik olarak ti¢ bélimde

incelenebilir.

1- Temporal damar arkinin ici, arka kutup veya makula olarak adlandirilir ve distan ice

parafovea, perifovea, fovea ve foveolayi barindirir.

2-Arka kutuptan ekvatora kadar olan boliimin adi midperiferdir. Bu bdlge retina

dejeneresanslarinin sik gortldiiga bir bolge olup arka kisa siliyer arterlerle biiyuk iris arter cemberinin
anastomoz yeridir bu ylizden beslenme yoniinden koroidin en zayif bolgesidir.

3- Ekvator ile ora serrata arasi eksterm-periferdir.

Retina perifere gidildik¢e, 6zellikle ora serratada 100 mikrona kadar incelir, arka kutup

kenarinda kalinhgi 230 mikrondur, ancak foveada yeniden incelir. Merkezi 400 mikronluk

alanda retina kapillerleri bulunmaz. ****°

Histolojik olarak retina; icte 9 tabakadan olusan nérosensoryal bolim ve dista retina
pigment epiteli olmak tizere 10 farkli tabakadan olusur ve hayat boyunca retinohipotalamik

yol olarak bilinen bir yapi araciligiyla én beyin le iliskide kalir. **?

2.1.1. Retina Pigment epiteli

RPE hiicreleri, gogunlukla altigen seklinde olup periferde kiip seklini alarak tek katl

hicreler halinde optik diskten ora serrataya uzanir. Ora serratada ise silier cismin pars planasi
pigment epiteli olarak devam eder. RPE, Bruch membrani ile koroidden ayrilir. RPE hiicrelerinin bazal
membranlari Bruch membranina sikica yapisik olup apekslerinde vill6z uzantilari vardir. Bu uzantilar
koni ve basil dis segmentlerini gevreler.

2.1.2. Duyusal Retina

Duyusal retina 9 tabakadan olusan ince, seffaf ve hiicresel bir membrandir. Néronal, glial ve



vaskiler olmak lzere (g tip hlicre bu yapida bulunur. Burada isik sinyalleri sinir iletisine

cevrilir ve horizontal, bipolar, amakrin ve ganglion hiicreleri arasindaki etkilesimlerle bitiunlestirilerek
sinir lifleri tabakasi ve optik sinir yoluyla beyne iletilir. En dnemli glial elemanlardan biri Mdller
hicresi olup, retinanin tiim katmanlari boyunca uzanir ve retinanin iskelet destegini

saglar, bu hicreler glikojen sentez ve depolama 6zelligine sahip hiicrelerdir ve komsu

noronlari beslemekle de sorumludurlar.”® Diger glial elemanlardan astrositler ise kan

damarlari ile iliskilidir. i¢ pleksiform tabakadan icerde kalan retina, santral retinal arter

dallarindan, disarida kalan retina bolimleri ise koroidin koriokapillarisinden beslenir.

Duyusal retinanin distan ice dogru tabakalan (sekil-1);

1. Fotoreseptor tabakasi
2. Dis limitan membran

3. Dis niikleer tabaka

4, Dis pleksiform tabaka
5. i¢ niikleer tabaka

6. ic pleksiform tabaka

7. Ganglion hiicre tabakasi
8. Sinir lifi kati

9. i¢c limitan membran
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Rod (basil) ve Koni Tabakasi (fotoreseptorler)

Fotoreseptorler son derece 6zellesmis hiicreler olup, 1511 gdrme pigmenti iceren bir
molekdil igine hapsederler. Isik enerjisi bu molekiillerin yapilisini degistirerek sinir uyarisini olusturur.
Dis limitan membranin disinda yer alan fotoreseptor tabakasi rod ve konilerin i¢ ve dis

segmentlerinden olusur.
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Dis Limitan Membran (DLM)

DLM gercek anlamda bir membran yapisi degildir. Komsu fotoreseptoérlerin plazma membranlari
ile Muller hicrelerini birlestiren bir seri baglanti cisimciginin olusturdugu bir yapidir. Fotoreseptor
tabakasini dis niikleer tabakadan ayirir.

Dis Niikleer Tabaka (DNT)

DNT nukleus ve sitoplazmalariyla birlikte fotoreseptor hiicre gévdelerinden olusur. Bu
hicrelerin aksonlari dis pleksiform tabakadaki horizontal ve bipolar hiicreler ile sinaps baglantilidir.

Dis Pleksiform Tabaka (DPT)

DPT fotoreseptorler (rod ve koniler ) ile birinci néron (bipolar hiicereler) arasindaki bilesme alanidir.
Kendi icinde dis, orta ve ic bolgelere ayrilir. Dis bolge fotoreseptorlerin aksonal uzantilarini

(Henle lifleri tabakasi) ve Miiller hiicrelerinin sitoplazmalarini, orta bolge fotoreseptor aksonlarini ve
ic bolge ise bipolar, horizontal ve Miiller hiicre yapilarini bulundurur.

ic Nikleer Tabaka (INT)

INT kabaca dért kat seklinde hiicre gévdelerinden olusur. Bunlar icten disa dogru amakrin, Miiller,
bipolar ve horizontal hiicrelerin nikleuslaridir. Bipolar hiicreler birinci néronu temsil ederler ve sinir
iletisini fotoreseptorlerden ganglion hiicrelerine iletirler. Horizontal ve amakrin hiicrelerin horizontal
uzantilart muhtemelen devre tamamlama goérevini yaparlar. Glial Miller hiicreleri, esas olarak
destek ve besleyici rol oynarlar ancak heniz bilinmeyen bir yol ile sinir iletilerinin tasinma ve
modifikasyonunda da rol oynuyor olabilirler.

ic Pleksiform tabaka (iPT)

IPT, INT ile ganglion hiicre tabakasi arasinda yer alir ve birinci néron (bipolar hiicreler)

ile ikinci néron (ganglion hiicreleri) arasindaki sinapslari igcinde barindirir. Bipolar, amakrin,
ganglion ve Miiller hiicre yapilarini igerir. Az sayida ganglion veya amakrin hiicre

gdvdesi iPT'de bulunuyor olabilir.

Ganglion hiicre tabakasi (GHT)

GHT ikinci néron olan ganglion hiicrelerinin govdelerinden olusur. Fotoreseptorlerde

olusturulan sinyaller bipolar hiicreler ile ganglion hiicrelerine iletilir. Ganglion hiicrelerinin
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aksonlari ise sirasiyla sinir lifleri tabakasini, optik siniri ve optik traktusu olusturur ve sonunda lateral
genikulat cisimde sinaps yaparlar. *> Bircok primatta ve insanda, bircok

ganglion hiicresi tipi vardir. Bunlar farkh bir fonksiyonlarla lateral genikulat cismin farkli bolgelerine
gitmektedirler. Genel olarak lg akson grubu vardir: W, X ve Y ve bunlar da gama, beta ve alfa
ganglion hiicreleri olmak {izere ¢ ganglion hiicresi grubuna aittir.

Sinir Lifleri Kati (SLT)

Ganglion hiicrelerinin aksonlari optik sinir basinda toplanarak optik siniri olusturur.
Makuladan kaynaklanan lifler yay seklinde bir alan olusturarak (makulopapiller demet) optik sinire
dogru diiz bir seyir gosterirler, temporal retinadan gelen liflerde bu makulopapiller demet etrafindan
dolasarak papillaya ulasirlar. Nazal retinadan cikan liflerse diiz bir seyir ile optik sinir basina girerler.
Ganglion hiicrelerinin aksonlari retinada miyelinsiz, retrolaminer bdlgeden sonra ise miyelin kilif ile
cevirilir. Embriyogenezis sirasinda optik sinirin miyelinizasyonu lamina cribrosada durur. Ancak nadir
olmayarak optik disk kenarinda veya retinanin herhangi bir yerinde yama tarzinda miyelinli lifler
gorulebilmektedir. Blyik alfa tipi ganglion hiicrelerinin aksonlari olanY liflerinin ¢aplari genistir.
Lateral genikulat ganglionun magnoseliiler tabakasina uzanirlar. iletimi hizhdir. Alfa hiicreleri ise
retinanin az sayida bulunurlar(%10). Y hiicreleri ve bunlarin alfa ganglionlar glokomda erken
donemde hasarlanirlar. Orta ¢apli olan X lifleri, orta blyukliikteki beta hiicrelerinden kaynaklanirlar,
iletimi daha yavastir. Beta hiicreleri ve X lifleri retinadaki yogunlugu % 40’tir.W lifleri sayica yiksektir
(% 50), daha incedirier, en kigik ganglion hiicreleri olan gama hiicrelerinden kaynaklanirlar. Lateral
genikulat cismin parvoselliiler tabakasina giderler. Bu giin igin hangi islevi yaptigi ¢ok iyi
bilinmemektedir.

ic Limitan Membran (iLM)

ILM, orta kalinlikta PAS (+) flamentéz bir bazal membrandir. Cogu kismi Miiller hiicrelerinden
olusur. Vitreal yizi diz, retinal tarafi daha girintili ¢tkintihidir.
2.1.3. Glial Sistem

Miiller Hiicreleri

Miuiller hiicresi en blyiik boydaki retina hiicresidir. Nerdeyse tiim retina katlari boyunca
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uzanir. hiicreler, glikojen yapip ve depolarlar. Bu nedenle néronlar agisindan besleyici fonksiyon
gorirler. Miiller hiicresinin gévdesi, INT'nin i¢ bélimiinde bulunur. i¢ retinal yiizey boyunca az sayida

astrositlerin bulundugu alanlar harig Miiller hiicre uzantilari sinir lifi tabakasi iLM sinirini olusturur.

Aksesuar Glial hicreler

Bu grubun temel hiicresi astrositlerdir, nadir olsa da oligodendrositler retinanin sadece
SLT'da, GHT'da ve iPT'da bulunurlar. Mikroglialar ise makrofaj gibi calisirlar ama yalniz fagositoz
yaparsa ayirtedilebilir. Astrositler yildiz seklindedir ve uzantilarini sinir hiicreleri ve kan damarlarinin
etrafina gonderirler. Oligodendrositlerin fonksiyonu bilinmemektedir. Baska dokularda yaptiklarinda
farkli olarak retinada miyelin Giretiminden sorumlu degillerdir.
2.1. 4. Vaskiler Elemanlar

Santral retinal arter ve venin her ikisi de, stiperior ve inferior nazal ve
temporal dallara ayrilir. ilk catallanmadan sonra arterler muskiiler ve internal
elastik lamina tabakalarini kaybederek arteriol halini alir. Arter kesitleri venlere gére daha yuvarlak ve
daha kalindir. **

Optik sinir basini, radial peripapiller kapiller ag adi verilen ayri bir sistem besler.
2.1.5. Kan- Retina Bariyeri

Noral retinayi beyine benzer sekilde biyilk molekilli zehirli maddelerden koruyan bir
yapi vardir. Noral retinanin dis Gigte bir kismi retinanin pigment epitel hiicreleri arasindaki
zonula okludensler sayesinde korunurken, i¢ kismi da retinal
kapillerlerin endotelyal hiicreleri arasinda bulunan zonula okludensler tarafindan
korunur.'*®
2.2. Retinada Otonom Kontrol Mekanizmalari - Otoregtilasyon

Retina ganglion hiicre ve sinir lifi tabakasinin yasamsalligini stiridlrebilmesi icin
retinanin kesintisiz ve diizglin bir sekilde perflize olmasinin dnemi bliylktir. Bu dnemli
tabakalarda, besin ve oksijen desteginin hep siirmesi ve metabolik artiklarin uzaklastirabilmesi igin

devamli bir kan akimi olmalidir. Retinanin i¢ kismini besleyen damarlar santral retinal
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arterden kaynaklanirlar. Retinanin dis kisimlari ise ve koroidin damar agindan
perfiize olur. Bu damar agiysa kisa posterior silier arter kaynaklidir. Santral retinal arter, retina
sinir lifi tabakasi boyunca uzanip dallanarak, i¢ retina katlarini besler.
Bir dokunun vaskiler yataginda kan akisinin otoregilasyonu, o dokunun perfiizyon
basincindaki minimal degisimlerden etkilenmemesi icin kan akimini sabit tutabilmeye
cahsilmasi olarak tanimlanir. Retina ve optik sinir basinin bu yetenegini bulunmaktadir.
Retina kan akimi arteriol duvarini ve/veya vaskiler endoteli ¢cevreleyen retinal dokudan
vazoaktif aminlerin salinimasiyla, miyojenik ve metabolik mekanizmalarin harekete gecirilmesiyle
otoregiile edilir.
2.2.1. Metabolik Otoregtilasyon

Arteriyel kan akiminda azalma, vazodilatator ajanlarin lokal olarak salgilanmasina
yol acar. Optik sinir mikrodamarlarinda arterioler kontraksiyon, parsiyel oksijen basinci ve
arteriyel pC02 diizeyleri ile iliskilidir. Yiiksek CO2 diizeyi optik sinirin kan akimim arttirir. Hipoksik
dokuda uretilen adenozinin, hipoksi ile indiiklenen vazodilatasyondan sorumlu oldugu
distnilmektedir. Noral nitrik oksit (NO), hiperkapnik vazodilatator yanitin dnemli bir
mediyatoriudir.*®
2.2.2. Miyojenik Otoregilasyon

Otoregiilasyonun miyojenik hipotezine gore, arteriyoller transmural basing artisini
kasilma ile yanitlarlar. Laplace bagintisina gore; yikselmis i¢ basing damar duvarini
gerdigi zaman duvar basinci artar. Miyojenik otoregillasyonda, duvar basincinin yiikselmesine,
arteriyoler kasilma ile cevap verilir. Miyojenik kasilmayi baslatabilecegi diisiiniilen en muhtemel
mekanizmalarin endotelyal faktérler oldugu tahmin edilmektedir. Damar diiz kasindaki sodyum ve
kalsiyum kanallarinin bu kasilmada roll biytkir. Damar diiz kasinda kasilmanin gerceklesmesi
icin depolarizasyon gereklidir. Bu depolarizasyon hiicre igcinde Na +'un artmasi ile
olusur, artan Na+ hiicre disina atilirken, Na+- Ca ++ degisim sistemiyle hiicre icine Ca++
alinir. Hicre igi Ca ++ artisi ise damar diiz kasinda kasilmayi baslatir. Endotel kaynakl hiperpolarize

edici faktor (EDHF) gibi endotelyal faktorler, damar diiz kas hiicresinde Na+ / K+ pompasinin
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uyarilmasiyla hiicre icindeki Na+' u azaltip, hiperpolarize ederek damarin gevsemesine yol acar. >°

2.2.3. Damarlarin Nérojenik Kontrolii

Retina ve optik sinirin prelaminer bolgesindeki damarlarda néral innervasyon bulunmaz.
Servikal sempatik zincirin uyarilmasi, uveada bir bir vazokonstriiksiyon olustururken, retina
ve On optik sinir kan akimi tizerine etkisizdir. Bununla birlikte, alfa ve beta adrenerjik
reseptorler, retinal ve posterior silier damarlarinda bulunmaktadir. Optik sinirin vazomotor

kontroliinde bu reseptorlerin fizyolojik 6neminin ne oldugu halen bilinmemektedir.

2.2.4.Endotelyal Mediyatorler

Prostanoidler, NO ve NO iceren bilesikler, diiz kas hiicre hiperpolarizasyon faktorleri ve
Endotelinler vazoaktif endotel tiirevi faktorlerdir. Damar duvarindaki lokal renin- anjiotensin sistemi
de vazomotor kontrole katkida bulunur. Prostasiklin ve NO vazodilatasyon saglarlar. Damar endotel
hicreleri vazokonstriktér maddeler de Uretirler. Tromboksan A2 ve Prostaglandin H2
vasokonstriksyon yaparlar. En gliclii vazokonstriktor bilesik ise endotelinlerdir. Endotelin-l,
preproendotelin ve proendotelinden olusur. Vazokonstriksiyon, fosfolipaz ara molekdill kullanilarak
aktiflestirilen reseptorlerle yiritiliir. Damar duvarindaki lokal renin-anjiotensin sisteminin de
vazomotor sistemde oldukga etkilidir. Renin, anjiotensinojeni, anjiotensin-I'e gevirir.
Anjitensin-2 biyolojik olarak inaktif anjiotensin- 1 'in, endotelyal hiicre anjiotensin- konverting
enzimi ile cevrilmesiyle meydana gelir. Anjiotensin-konverting enzimi ayrica bradikinini inaktive

eder, bu da prostasiklin ve NO artisini saglayan bir peptid transmitterdir.

2.3. Retinada iskemi-Reperfiizyon

iskemi kelimesi ilk defa Yunanca “iskho” (engelleme) ve “haima” (kan) kelimelerinde gelmektedir.
iskemi, kan akiminin dokuya gidememesi veya kan basincindaki azalma sonucu glikoz ve oksijenin
dokuya ulasmasindaki ve metabolik artiklarin dokulardan temizlenmesindeki zayiflama ile meydana
gelen patolojik bir durumdur'!(Aydemir, 2002). Kan akiminin tekrar baslamasina ise reperfiizyon

denir. iskemi, anoksi ve hipoksiden farkhdir. iskemi daima anoksi/hipoksiyi kapsar,
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ancak anoksi/hipoksi olusmasi icin illa iskemi olmasi gerekmemektedir. Ornegin, yiiksek rakimda
02 basincinin diismesiyle gérme olayinin azaldigi hipoksi olusabilir fakat burada iskemi mevcut
degildir. Benzer bir sekilde anemi (hemoglobulinin azalmasi), iskemide daima olurken

bunun tersi s6z konusu degildir®” (Osborne ve ark., 2004).

iskemide doku 3 gereksinimden yoksun kalir; oksijen, gerekli metabolik maddeler ve

atiklarin uzaklastirilmasi. Bu ti¢ gereksinimin tamamen ya da kismen olmamasi, hemostazinin
bozulmasina ve zamanla da dokunun hasara ugramasina neden olacaktir. Eger bu durum uzun
surerse doku 6lecektir®” (Osborne ve ark., 2004).

iskeminin ilk etkisi mitokondrilerdeki ana enerji iretimi olan oksidatif fosforilasyonu bozar.

Oksijen basincinin azalmasi sonucu oksidatif fosforilasyon ile ATP iretimi azalir vehlicre igi ATP
miktari azalir. ATP miktarindaki azalmanin hiicreicindeki bircok sistemin calismasini bozar. Ornegin
sitoplazmik serbest kalsiyum normaldeATP bagimli kalsiyum tasiyicilari ile hiicre icinde oldukca disiik
konsantrasyonda tutulur. iskemi ile meydana gelen ATP miktarindaki azalma sonucu, ATP bagimli
kalsiyumtasiyicilari calisamaz ve hiicre disi kalsiyum plazma membranini gecerekhiicre icinde
kalsiyum konsantrasyonunu yukseltir. Bunu hiicre igikalsiyumun da serbest birakilmasi takip eder.
Artan sitoplazmik kalsiyum sira ilefosfolipazlari, proteazlari, ATPazlari ve endoniikleazlari aktive eder.
Bu enzimler de lipit, protein, ATP ve niikleik asitleri pargalayarak hiicrenin 6lim{ni (apoptozis)
baslatir.®” (Osborne ve ark., 2004). iskemik dokuda en biiyiik hasar reperfiizyondan sonra meydana
gelir® (Ishihara ve Nakano, 2000) ¢linkii reperfiizyon sonrasi hiicreye asiri miktarda Ca** girisi
meydana gelir ve kalsiyuma bagh yikici enzimlerin aktive olmasiyla hiicre yapi taslari zarar gorir.
Ornegin; fosfolipaz aktifleserek hiicre membran fosfolipitlerinden arasidonik asidi serbest kalmasini
saglar. Ayrica iskemi sirasinda ATP’ nin yikilmasiyla hipoksantin ve ksantin gibi pirin metabolitleri
olusurken ksantin dehidrojenaz enzimi ksantin oksidaza gevrilir. Reperfiizyon esnasinda sisteme
yogun 02 girisi, birikmis purinlerin hizlica oksidlemesine ve Urat ve sliperoksit anyonu olusumuna
neden olur. Olusan stiperoksit anyonu, endotelde demir tarafindan katalize edilen reaksiyonlar ile
toksisitesi yiiksek hidroksil radikali Gretimine sebep olur™ (Barry ve Grace, 1997). Retina, oksijen ve

doymamis yag asidi bakimindan oldukga zengin oldugu igin asiri miktarda serbest radikal etkisine ¢ok
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aciktir. Bu durum retinayi iskemik hasardan daha ¢ok etkilenmesine sebep olur®’(Osborne ve ark.,

2004).

2.3.1. iskemik Retina Histolojisi

2.3.1.1 Erken D6nem

1- insanda retinanin retinal arteriollerce beslenen i¢ tabakalarinda koagiilasyon nekrozu meydana
gelir. Arter tikanikligindan sonraki ilk birkag saatte néronal hiicreler édemlenir. intraselliiler sisme
klinik olarak gri retinal opasitelerin sebebidir. Ganglion hiicrelerinde piknozis meydana gelebilir.
2-Eger koagllasyon nekroz alani kiiglik ve sinirli ise klinik olarak yumusak eksudalara neden olur.
Klinikte atilmis pamuk manzarasini olusturan yumusak eksudalar, retinanin sinir lifleri

tabakasinda lokalize aksoplazmik debris birikimidir. Ganglion hiicrelerinde aksoplazmik akim
kesilmesi dolayisiyla olusur. Retina sinir lifleri tabakasinda aksonal akimin kesilip yumusak
eksudarin olusmasinda en sik sebebi iskemidir. Ancak fokal olarak aksonal akimin kesilmesine sebep
olan herhangi bir neden de benzer birikimler meydana getirecektir. Mikroinfarktlar riiptiire olmus ve
siserek bliyiimus aksonlarin mikroskobik olarak gorilen agregatlara (Cytoid bodies) doniismesine
neden olur. Akson iginde eozinofilik kitle gériinmesi (niikleoid) hiicre igindeki nikleusa benzedigi icin
cytoid terimi kullanilir. Cytoid cisimler internal limitan membranin hemen altinda yer

bulunurlar. Cytoid cisimlerle birlikte lokalize 6dem mikroinfarkt alanlarini belirler.

3-Eger koaglilasyon nekrozu alani ¢ok genis ise klinik olarak retina gri renk alir ve

arkadaki koroidal paternin maskelenmesine sebep olur. **®

2.3.1.2. Ge¢ Dénem (3.hafta)

1 -Retina dis yarisi korunmustur.

2-Retina ig yarisi rolatif aselliiler zon’a homojenize olmustur. i¢ niikleer tabakada incelme

meydana gelebilir.

Glial hiicreler de diger retina elemanlarla birlikte 6ldigi icin gliozis meydana gelmez. Retina i¢
yarisindaki farkli tabakalar arasindaki sinirlar belirsizlesir. Shakip ve Ashton glial hiicrelerin retina

iskemisine en direngli hiicreler oldugunu ve Yanoff ve Fine' in bulgularindan farkh olarak deneysel
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fokal iskemiden sonra 25. glinde gliozis gordiiklerini bildirmektedirler. Shakip ve Ashton
histopatolojik calismalarinda 7. glinde basit sismenin kayboldugunu, makrofajlarin gérilmeye
basladigini, 2-4. haftalarda muhtemelen lokal proliferasyena bagh makrofajlarin sayisinda

artisin dikkat cektigini bildirmektedirler. ***

2.3.2. Retinanin iskemiye direnci

Cesitli hayvan modelleri ve tiirler arasi varyasyonlar dikkate alinarak yapilan

calismalarda iskemik tolerans siireleri bulunmustur. (Cizelge 2.1.). Tabloda

degerlere dayanilarak retina yasaminin beyinden 6nemli derecede daha uzun oldugu
ortaya cikmistir. Ayrica retinanin dis tabakasi iskemiye ic tabakasina gore daha direnclidir.
Dikkate alinmasi gereken 6nemli bir nokta da, miyoglobin ve hemoglobine benzer,

sinire has bir solunum proteini olan néroglobin retinada bol miktarda bulunmaktadir.

Bu solunumu proteini kismen retinal fotoreseptorlerde daha ¢ok olup bu konsantrasyon ve

1(schmidt ve ark., 2003). Rat goz ici basincinin arttiriimasi gibi retinal ve

beyindekinin yiz katidir
koroidal tikanmayla olusan halongiotik retinal iskemi modelinde, fotoreseptérler retinanin ic
bolgesinden daha az yapisal ve fonksiyonel hasara ugrar. Bunun tersine, merangiotik tavsan

889 (Osborne ve Larsen, 1996; Osborne ve ark.,

retinasinda tam tersi olur.
1996).

Vaskiilerize olmus retinada iskemiye direng siirecinde gelisen olaylar net olmasa da fotoreseptérlerin
nadir bir sekilde ortamdaki enerjiden anaerobik olarak faydalanmalariyla baglantili olabilecegi
hipotez edilmektedir. Bu agiklama ¢ durumla agiklanabilir:

1. Lokal enerji substratlarinin bulunmasi (vitreusta 6nemli miktarda glukoz

bulunmaktadir ve retinada da tiirler arasi degismekle beraber glikojen stogu bulunmaktadir)>
(Kuwabara ve Cogan, 1961)

2. Bu enerji substratlari retina iskemisinde kullaniliir*?22*12>°Y(Weiss, 1972; Kaskel ve

ark., 1973; Wasilewa ve ark., 1976; Johnson, 1977).

3. izole edilmis retina, glukozun bol bulundugu ortamda etkin bir sekilde glikoliz
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yoluyla adenozin trifosfat (ATP) olusturabilir.

Retinal iskemi modeli Tiirler Tolerans siiresi Referanslar
Hayvan sentrifiigasyonu veya astiksasyon Rat < 3 dakika Turnbull (1948)
Merkezi retinal arter bolgesi Rat < 4-5 saat Turnbull (1948)
Merkezi retinal arter okliizyonu Maymun 2-3.5 saat Hamasaki ve Kroll (1968)
Maymun 100 dakika Hayreh ve Weingeist (1980)
Oftalmik damar ligature Rat < 30 dakika Lafuente ve ark. (2002)
Optik sinir demetinin okliizyonu Rat < 60 dakika Faberowski ve ark. (1989)
Artmis intraokiiler basing Rat 15 dakika Smith ve Baird (1952)
(< sistolik kan basinci)
Maymun 30-60 dakika Hughes (1991)
Maymun < 30 dakika Zhu ve ark. (2002)
Tavsan 60-90 dakika Popp (1955); Foulds ve Johnson
(1974)
Invitro iskemi Kedi < 90 dakika Reinecke ve ark. (1962)
Maymun 60-90 dakika Fujino ve Hamasaki (1967)
Tavsan 40 dakika Shay ve Ames (19706)

Cizelge 2.1. Retinal tolerans, iskemide geri donlstimsiiz hasar icin gegen siire. (Hayreh ve
Weingeist (1980)’'den uyarlanmstir.)

Buchi ve arkadaslarinin 1991 yilinda yaptigi bir calismada, goz ici basing artisiyla ratlarda
olusturdugu iskemi modelinde, eger % 0.9 NaCl yerine % 5 dekstroz kullanilirsa
retinadaki iskemi sirasindaki hasarin belirgin bir sekilde daha az oldugunu géstermistir.?’
(Osborne ve ark., 2004). Romano ve arkadaslarinin 1993 yilinda yaptiklari baska bir
¢alismada ise, fototromboz kullanarak siganlarda olusturdugu iskemi modelinde

yalnizca intravitreal tuz enjekte edilmesinin, glokoz enjeksiyonuna gére daha erken iskemik
hasar olusturdugunu gostermislerdir. Benzer bir sekilde, Romano ve arkadaslarinin

1998 yilinda, izole edilmis bir retina modeli kullanarak yaptigi baska bir calismada,
glukozun belirgin bir sekilde eksitotoksik hasara neden olan N-methyl-D-aspartat
(NMDA)'y1 azalttigini gostermislerdir®’ (Osborne ve ark., 2004).

2.3.3. Retinal iskemideki nérolojik mekanizmalar

Memelilerdeki retinal iskemide geri donlisiimsiiz morfolojik ve

fonksiyonel degisimler meydana gelir. Bu degisimler; ATP stoklarinin bitmesi, glukoz ve

ATP’nin bulunmamasi sebebiyle gerceklesir, bu substratlarin azalmasi hemen 6lime neden
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olmaz. Hicre 6limd, enerji kaybiyla meydana gelen karmasik bir takim biyokimyasal
olaylarin sonudur. Gegici iskemi peryodunu izleyen fonksiyonel zararlar ve

doku hasari, birbiriyle baglantili degisik etkileri yansitir. Bu etkiler iyon hareketinde
norotransmitter ve metabolit konsantrasyonlarinda cok ciddi degisiklikler olusturur. (Sekil

2.5.).

Fizyolojik sartlar

3Na K H* Ca? Ca? HCO,
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K* H* 0 GIuI;Nrr?at
@ o 2 Gl @
UL R
v
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(B) —» Ma* Na*

Depolarizasyon

Sekil 2.5. iskemideki iyon akisi® (Osborne ve ark., 2004).

Reperfilizyon, iskemi sonrasi geri donisiimli hasara ugrayip kurtulan hiicrelerin de zarar gérmesine
sebep olur. 1960’larda yapilan miyokardiyal calismalarda iskemik dokuya oksijen

girisinin, oksijen eksikligine direng sirasinda olusan hasari artirdigini géstermistir>

(Jennings ve ark., 1960).

Gegen on yil icerisinde yapilan ¢alismalarin biyik bir kisminda, iskemik néronal

hasarin mekanizmasinin aydinlatilmasina ¢alisiimistir, ancak hala hasarin olus siireci

hakkinda bir konsensus bulunmamaktadir. Bu tartisma konularindan birisi, iskemi

esnasinda belirgin bir sekilde hiicre disi konsantrasyonu artan glutamat ve aspartat
hakkindadir.>**°3° (Drejer ve ark., 1985; Hagberg ve ark., 1985; Davalos ve ark., 1997). Beyinde

olusturulan iskeminin erken fazinda serbestlesen glutamatin, sadece oksijen
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miktarinin kritik olarak azaldigi bolgelerde degil, enerji metabolizmasinin daha az

bozuldugu bolgelerde de serbest birakildigi tahmin edilmektedir. Bununla birlikte glutamat

ve aspartatin, néronal iskeminin patofizyolojisindeki rolleri hala tam olarak belirgin degildir. Ek
olarak, néronal bolge (gri madde) ve aksonlar (beyaz madde) iskemiden kesinlikle ayni

sekilde etkilenmemektedir®’ (Osborne ve ark., 2004).

Retina hicrelerindeki besin/oksijen yetersizliginin patolojik etkilerini siralarsak, 6ncelikle fizyolojik
sartlar altindaki bu dokunun metabolik fonksiyonunun akla getirilmesi gerekir. Retinadaki bltiin
hiicreler glukozu yliksek derecede kullanirlar, fakat metabolik aktiviteleri daha yliksek olan
fotoreseptorler bu sekeri daha fazla kullanirlar ***° (Berman, 1991; Harding, 1997).

Yapilan bir ¢calismada retinal Miller hiicrelerinin dncelikle glukozu, bir monokarboksilik asit olan
laktat ve pirlivata metabolize ettigi goriildi. Sinirler icin laktat ve piriivat, glikolize gerek duymadan,
100,120,101

monokarboksilat tasiyicilari tarafindan oksidatif metabolizmanin devamini saglar. (Sekil 2.6.)

(Poitry Yamate ve ark., 1995; Tsacopoulos ve ark., 1997, 1998; Poitry ve ark., 2000).
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Sekil 2.6. Glutamat- Laktat mekanizimasi (Osborne ve ark.. 2004).

Sekil 2.6. Glutamat- Laktat mekanizmasi®’ (Osborne ve ark., 2004).

2.3.4. iskemik tolerans
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iskemik tolerans, dokunun iskemiye karsi daha ne kadar dayanikli oldugunu gésteren bir siiretir.
Tolerans, iskeminin hemen 6ncesinde olusan bir 6n uyarim olarak da tanimlanabilir. Bu olay ilk olarak
kalpte tanimlanmis®® (Murry ve ark., 1986) olup beyinde ve son zamanlarda retinada oldugu
gorulmustir. Retinanin iskemiye dayanikliligi, iskeminin veya hipoksinin®*® (Zhu ve ark., 2002) kisa bir
peryodunda in vivo olarak gosterilmistir®>'>***(Ettaiche ve ark., 2001;

Sakamoto ve ark., 2001; Zhang ve ark., 2002). Oldiiriicii olmayan diizeydeki

ve kisa sireli hipoksi in vitro sartlarda, retinal ganglion hiicre 6liimiine neden olan anoksiye karsi
kismen koruyucu rol oynar®*(Caprioli ve ark., 1996). Bu sinirsel koruyucu mekanizma heniiz tam
olarak anlasiimamistir® (Osborne ve ark., 2004).

Roth ve arkadaslari 1998 yilinda, bu sinirsel koruyucu mekanizmanin, bilinen

herhangi bir koruyucudan daha iyi koruyucu oldugunu bildirmistir®’(Osborne ve ark., 2004). Daha
sonraki arastirmalarla, retinadaki 6n uyarimin, merkezi sinir sisteminin diger kisimlarindakinden farkl
olmayan bir mekanizma ile meydana geldigine dair veriler bildirilmistir. °>****(Li ve Roth, 1999; Li

ve ark., 2000; Ettaiche ve ark., 2001).

2.3.5. Retinal iskemideki segici hiicre 6limi (Apoptozis)

Retinada olusan iskeminin bu dokudaki hiicrelerin azalmasina neden

oldugu bilinmektedir® (Osborne ve ark., 2004). 1993 yilinda, tavsan retinasinda basingla
olusturulan iskemik hasarin retinanin her bolgesinde ayni olmayan etkiler gosterdigi bildirilmistir”
(Marmor ve Dallal, 1993). Bu etki, okiiler i¢ basincin diizensiz etkisi ile degil daha ¢ok retinanin
bolgesel olarak iskemiye farkli duyarhlik géstermesinin bir sonucudur. Bu farklilik, retinadaki lokal
hiicresel metabolizmalarin ayni olmayisindan veya lokal hiicresel iyilesme potansiyelinden
meydana gelir, fakat daha ¢ok lokal damar agi yapisindaki degisimden kaynaklanmaktadir. Tavsan
retinasinin tek vaskiiler sisteme sahip olmasi'® (Prince,1964), basingla olusturulan diizensiz hasara
daha acik olmasina neden olur. Bu sartlaraltinda duyarhlik, kilcal damarlanmayla dogru orantilidir.
Kilcal damarlarbakimindan daha zengin olan retinal doku, daha yiiksek oranda 02’ye ihtiya¢ duyar ve

retinal kan akiminin azalmasina karsi daha dayaniksizdir. ince olan tavsan retinasi, artan okiiler i¢
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basing ve bu yapisal sinirlamanin olusturdugu hasardaki bolgesel farkhlik nedeniyle, mekanik hasara

daha duyarlidir¥ (Osborne ve ark., 2004).
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icin, reperflizyonla glukoz ve oksijen stoklarinin yenilenmesi ile saglanir. Bununla birlikte, reperfiizyon
ayni zamanda, apoptotik slirecin hizlanmasi ve apoptozisin gerceklesmesi icin gerekli enerjiyi de
yeniler.(Sekil 2.7)**(Eefting ve ark., 2004) .

Siganlarda, iskeminin apoptoza ve nekroza neden oldugu bildirilmistir. iki saatlik bir iskemi
strecindeki apoptoz ve nekroz oranlari 6lglilmis ve apoptoz oraninin nekroza oranla ¢ok fazla oldugu
gosterilmistir. Hiicre 6liminin %14’ nekroz olmasina karsilik %86’s1 apoptoz olmaktadir.

Apoptoz olarak baslayan hiicre liminin nekroza dénuistigu de gorulmustiir®®(Eefting

ve ark., 2004).

Diger calismalarda, apoptozun 45 dakikalik iskemiden sonra basladigi gdsterilmistir. iskemide
apoptoz sonrasi gelisen, mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, sitokrom C’'nin serbest

birakilmasina ve bunun da kaspaz aktivasyonunu baslattigini gésteren bircok delil elde

edilmistir'”**(Borutaite ve ark.,2003; Eefting ve ark.,2004).

2.4. VEGF

VEGF ilk olarak 1983'de vaskiler gecirgenligi artiran tiimor kaynaklh bir molekil olarak bulunmustur.
VEGF, PDGF ailesinin dahil olup patolojik anjiyogenez ve embriyonik vaskiilogenezde etkilidir.

VEGF' nin VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, viral VEGF homologu VEGF-E olmak (izere bes ayri VEGF
proteini viicutta mevcuttur.”” Ayrica plasental biiyiime faktori (PIGF) de VEGF ailesine dahil olup her
birinin VEGF reseptorlerine baglanma egilimleri farklidir. VEGF diizeyleri hipokside artmakta ve dusik
oksijen basincinda VEGF'ye bagli anjiyogenik reaksiyonlar meydana gelmektedir.> VEGF-A neoplastik,
enflamatuar ve vaskiiler gbz ve diger organ hastaliklarinda patolojik anjiyogenezin olusumunda temel
faktordir. VEGF-A akciger, meme, mesane, bobrek kanserleri ve gliyoblastoma multiforme gibi bircok
timorde yiiksek miktarlarda salgilanmaktadir. Ayni olay iskemi sonrasi kollateral kardiyak damar
olusumu ve romatoid artrit ve psoriasiz gibi enflamatuar hastaliklarda da olusur. VEGF-C ve VEGF-D

proteinlerinin kanser anjiyogenezi ve lenfanjiyogenezindeki yaptiklari ¢esitli arastirmalara konu
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olmustur.*? PIGF ise artmis vaskiiler gecirgenlik, proliferasyon, kemotaksis ve anjiyogenezi uyarmakta

ve bircok patolojik kaskatta VEGF-A ile beraber rol almaktadir."*®

VEGF-A geninin alternatif mRNA béliinmesi ile biyolojik olarak aktif dort major insan izoformu
meydana gelir. Bu izoformlarda 121, 165, 189 ve 208 amino asit bulunmaktadir. VEGF 165 insan
gozindeki en fazla olan izoformu olup heparin baglayan komodimerik 45 kilo dalton agirhginda bir
glikoproteindir. Bu izoform salinabildigi gibi bir kismi ise hiicre ylzeyi ve hiicre disi matrikse bagli
bulunur. VEGF 189 ve VEGF 208 de giicli heparin baglayici 6zellikleri olup hiicre disi matrikste bagl
bulunur. VEGF 121 ise salgilanmakta ve heparine baglanmamaktadir. VEGF 165' in patolojik
neovaskiilarizasyona sebep oldugu VEGF 121' in ise normal retinal vaskiler fonksiyon icin gorev aldigi

tahmin edilmektedir. °**’

VEGF endotel hiicrelerini selektif olarak iki farkli reseptori araciligiyla
uyarir. VEGFR-I, VEGFR-2 ve VEGFR-3 reseptorleri ligandin baglanmasi ile sinyal iletim kaskadini

baslatir. VEGFR-2' nin anjiyogenez sinyalini olusturan ana reseptor oldugu disliniilmektedir.

Anjiyogenezi indiiklemesi ile beraber VEGF-A vaskiiler endotel hiicrelerinde porlarin olusumuna yol
acarak vaskiler gecirgenligi de arttirmaktadir. Bu etkiyi endotel hiicreleri arasindaki baglantilarin
diizenini degistirirerek yapar. Neovaskiiler okiiler hastaliklarda yeni olusmus ve gecirgen vaskiilar
yapi sebepli 6dem retina anatomisini degistirmekte ve gormeyi ciddi oranda azaltmaktadir. Buna ek
olarak VEGF-A dizeyleri pro-enflamatuar sitokinler (TNF-alfa, IL-6, IL-8, IL- 1 alfa, IL- 1 beta ve
onkostatin M) uyarilariyla yiikselmekte ve lokal anjiyogenez ve enflamasyonun hizlanmasi ve
glclenmesiyle sonuglanmaktadir. VEGF' nin 6zellikleri Tablo 1' de belirtilmistir. VEGF'nin anjiyogenezi
ve hiicre mitozunu glicll bir sekilde uyararak apoptozisi 6nler ve boylece endotel hiicre sag kalimini
arttirir. Buna ek olarak VEGF endotel hiicre prekiirsorleri icin bir kemoatraktan olup, kemik iliginden
hareketlenmelerini ve farklilasmalarini uyarmaktadir. Kemik iligi kaynakli endotel hiicre
preskirsorlerinin adenoviral vektor enjeksiyonu ile ekspres e olan VEGF 165' e cevap olarak bir araya
gelmesinin timor anjiyogenezi ve KNV olusumu icin yeterli ve gerekli oldugu fare modellerinde

gosterilmistir. VEGF vaskiiler gegirgenligin glicli bir uyaricisi oldugu igin KNV gelisiminde oldukga
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onemlidir. VEGF'e cevap olarak mikrovaskiler endoteldeki fenestrasyonlarin olusumuyla vaskuler

gegirgen lik arta r_.72,132,105,77,46,6,36

Retinal damarsal gegirgenlik artisinin arastirildigi bir hayvan
modelinde intravitreal VEGF enjeksiyonunu sonrasi VEGF'e yanit olarak artan hiicreler arasi adezyon
molekiili-1 (ICAM-1) yoluyla |6kositlerin vaskiiler gegirgenligi arttirdigi ve kapiller nonperfiizyona
sebep oldugu bildiriimistir’®. Lokositler kendileri de VEGF salgilayarak bu faktoriin konsantrasyonunu
arttirabilirler. Buna ilaveten VEGF' nin 6zellikle 164 izoformunun pro-enflamatuar aktivitesi patolojik
okiiler neovaskiilarizasyonun artmasina yol agmaktadir.*** VEGF' nin néron ve gogalan Schwann
hicreleri yasamini uzatma yetenegiyle noroprotektif 6zellikleri mevcuttur. Retinal iskemi ve
reperflizyon modelinde intravitreal olarak uygulanan VEGF 164 ve 120 apoptotik retina hiicrelerinde
doza bagimh protektif etkisi izlenmistir. Bu koruyucu etki tiim VEGF izoformlarinin blokaji ile inhibe
olurken, yalniz VEGF 164 bloke edildiginde ise koruma devam etmektedir. VEGF 164 disindaki VEGF
izoformlarinin néroproteksiyonda 6énemli olduklari icin tiim izoformlari bloke eden okiler terapotik

ilaglarin kullanimindan kaginilmahdir.**’

VEGF indirek mekanizmalar yoluyla da anjiyogenezin de
baslamasina yol agar. Endotel hiicrelerince salgilanan hiicre disi matriksin yikilmasini saglayan doku
metalloproteinazlarin diizeyi VEGF tarafindan arttirilarak yeni damarlarin dokuyu invazyonununa izin
verilir. Buna paralel olarak endotel hiicreleri tarafindan lretilen doku metalloproteinaz
inhibitorlerinin (TIMPs) VEGF salinimi sonrasi azaldigi gérilmekte, bu sekilde anjiyogenik siireg
hizlanmaktadir®®. Son olarak VEGF nitrik oksit ekspresyonunun bir diizenleyicisi olan endotelyal nitrik

oksit sentetaz enziminin ki bu enzim endotel hiicre proliferasyonunun 6nemli bir mediyatortdur,

Uretimini indiklemektedir.
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Tablo 2. VEGF'nin 6zellikleri .

Anjiyogenezin uyarilmasi
Vaskiiler gecirgenlik ve fenestrasyonda artma
Pro-enflamatuar etki ; =
N&ron koruyucu etki : ‘ '
Norodejeneratif calismalarda hipoksi, oksidatif stres ve serum deprivasyonu durumlarinda
néron koruyucu etki gdsterdigi saptanmistir
In vitro serebral iskemi modelinde hiicre 8limiini azalttig: gosterilmistir
In vitro olarak hipokampal, kortikal, serebellar graniil, dopaminerjik, otonomik ve
duyusal néronlar korudugu gésterilmistir.
Damar sag kalimini arttirici etki S

2.4.1. VEGF ve Neovaskiler Okuler Hastaliklar

Preklinik ve klinik calismalardan elde edilen veriler VEGF-A' nin neovaskiiler gbz hastaliklari
patogenezinde ¢cok 6nemli role sahip oldugunu goéstermistir. Kornea, iris, retina ve koroid
neovaskiilarizasyon modellerinde yapilan detayli calismalar VEGF' nin neovaskdlarizasyon ve artmis
vaskiler permeabilite ile karakterize olan goz hastaliklarin olusmasindaki roli belirtmektedir. Bu
¢ahismalar VEGF dizeylerinin okiler vaskiilarizasyonda yikseldigini, deneysel olarak arttirilan VEGF
miktarinin ise okiler neovaskilarizasyon meydana getirdigini ve VEGF etkisinin inhibisyonunun okiler
neovaskiilarizasyonu durdugunu yada azalttigini gdstermistir. Ayrica bu arastirmalar sonucunda KNV
gelisimini etkileyen VEGF ve diger molekilerlerin rol aldig proseslerin de incelenmesine sebep
olmustur. Klinik calismalarda yas tip YBMD olan hastalarin gézlerinden c¢ikariimis KNV
membranlarinda artmis VEGF-A ekspresyonu bulunmus olup, ayni gézlerin retina pigment epiteli ve
subfoveal fibroblastlarinda benzer duruma rastlanmistir. VEGF-A, subretinal neovaskdilarizasyori,
diabetik retinopati, santral retinal ven tikanikhgi, retinal ven dal tikanikligi, iris neovaskdlarizasyonu,
retina dekolmani ve prematirite retinopatisi olan gozlerde de yliksek miktarlarda bulunmustur.
VEGF diizeylerinin proliferatif diabetik retinopati ve iskemik santral retinal ven tikanikligi olan
hastalarin okdler sivilarinda yliksek miktarlarda bulundugu, ancak okiler neovaskilarizasyonu

58,60,127,3,4,85,75

olmayan kisilerde diizeyinin artmadigi gérilmektedir. Retina venlerinin laser yardimiyla
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okliizyonu sonrasi olusan iris neovaskilarizasyon modelinde VEGF diizeylerinin neovaskilarizasyon
arttikca ayni oranla yiikseldigi gosterilmistir.*? Retina pigment epitelinin VEGF diizeylerini kontrol
ettigi dusiinilmektedir. iskemik retinal bozukluklarda olusan hipoksi sonrasi kiiltiire edilmis retina

pigment epiteli tarafindan VEGF sekresyonunun énemli miktarda arttigi bildirilmistir®.

2.4.1.1. VEGF ve Korneal Anjiyogenez

Korneada VEGF epitel, stroma ve endotel tarafindan salgilanir. Limbal damarlarin endotelinden ve
yeni olusan stromal damarlardan ve zayif olarak keratositler tarafindan da ekprese edilmektedir.
Enflame olan bir korneanin tizerindeki skar dokusundaki makrofaj infiltratlarina komsu epitel
hicreleri ve vaskiiler endotel hiicrelerinde VEGF salinimi yliksek miktarda olmaktadir. VEGF-| ve
VEGF-2 reseptorlerinin ise enflame kornea stromasi izerinde olusan yeni damarlarin endotel

hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edildigi bildirilmistir.®’

2.4.1.2.VEGF ve Retinal Anjiyogenez

Retinadaki bir¢ok hiicre tipi VEGF salgilar. Retina pigment epiteli, perisitler, endotel hiicreleri, glial
hicreler, Miller hicreleri, ganglion hiicreleri bu hicreler arasinda sayilabilir. Bunlar arasinda Mller
hicreleri ve retina pigment epitelinin retinadaki VEGF miktarini belirleyen ana kaynaklar oldugu
tahmin edilmektedir. VEGF' nin primer hedef ise endotel hiicresidir. Normal yetiskin retinasinda VEGF
ganglion hiicre tabakasi, i¢ nlikleer tabaka ve retina pigment epiteli tarafindan ¢ok distik miktarlarda
salgilanir. Okdler sivilardaki VEGF diizeyleri de eser miktardadir. Son yillarda VEGF' nin retinal
neovaskiilarizasyon gelisimindeki roli diabetik retinopati, santral retinal ve retina ven dal
tikanikhklari ve prematiirite retinopatisi gibi hastaliklari iceren birgok farkli ¢alismada bulunmaya
cahsiimistir. Diabetik retinopatideki gorme kaybinin sebebi retinal vaskiler yiiksek gecirgenlik sonucu

olusan diabetik makula 6demi ve retina neovaskiilarizasyonlaridir. Gli¢li bir anjiyogenik uyarici ve
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vaskuler gecirgenlik faktori olan VEGF bu durumlarin ana sorumlusudur. Bir¢ok ¢alismada diabetik
retinopatili hastalarin vitreus ve retinasinda VEGF miktarinin arttigi ve bu yikselmenin diabetik

retinopati siddeti ile dogru oranda oldugu bildirilmistir.%®*°

Uygulanan laser fotokoagililasyon sonrasi
VEGF diizeylerinin distigl saptanmis olup, bu durum retina neovaskdlarizasyonu gelisiminin ya da
gerilemesinin VEGF diizeyleri ile cok yakin iligkili oldugu tezini gligclendirmektedir. Ayni sekilde
diabetik makiila 6deminin derecesi arttikca ak6z hiimoérdeki VEGF diizeylerinde de benzer sekilde
yikseldigi gosterilmistir.®®> Glinimuzde retina neovaskiilarizasyonu ile seyreden hastaliklarin basinda
gelen diabetik retinopati ve retina ven tikanikliklarinda anti VEGF tedavisi endikasyon disi olarak
uygulanmakta ve klinik kullanimda olan Ug ilag¢ (bevacizumab, ranibizumab, pegaptanib) ile degisik
oranlarda da olsa basarili sonuglar bildirilmektedir.®2 Ayni zamanda prematiire retinopatisi, Coats

hastaligl, familial ekstidatif vitreoretinopati, inkontinentia pigmenti gibi pediatrik vitreoretinal

hastaliklarda kullaniminin yararli olabilecegini gésteren calismalar mevcuttur.®

2.4.1.3. VEGF ve Koroidal Anjiyogenez

Yasa bagli makila dejenerasyonu olan hastalardan cerrahi olarak ¢ikarilan subfoveal fibrovaskuler
membraniarda ve bu membraniari gevreleyen doku ve retina pigment epiteli hiicrelerinde VEGF ve
VEGF reseptor miktarlari yiiksek olarak bulunmustur. Deneysel ¢calismalarda VEGF'in KNV gelisimi igin
ana faktor oldugu gosterilmis olup KNV patogenezindeki bu dnemli rolii bu hastalikta anti-VEGF
tedavilerinin artmasina yol agmistir. Genetik vaka kontrol ¢alismalari VEGF geninin bireyin YBMD
hastaligina yakalanma oranini arttirabilecegini gostermistir. Yas tip YBMD ile iliskili spesifik VEGF-A
haplotipleri bulunmustur. Patolojik okiiler neovaskiilarizasyon ile artmis VEGF-A ekspresyonu
arasindaki kuvvetli iliski koroid neovaskularizasyonu ile iliskili hastaliklarda anti- VEGF tedavilerin

denenmesini glindeme getirmis ve bu tedaviler ile basarili sonuglar elde edilmistir. Gliniimizde
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yaygin olarak kullanilan U¢ anti-VEGF ajan 6zellikle YBMD tedavisinin temelini olusturmaktadir. Bu
ajanlardan ikisi olan pegaptanib ve ranibizumab bu hastaligin tedavisinde FDA onayli kullanilmaktadir.
Diger bir anti-VEGF ajan olan bevacizumab ise endikasyon disi olarak klinik kullanimda olup, etkinligi

ayni oldugu gibi maliyetinin de az olmasi sebebiyle birgok hekim tarafindan tercih edilmektedir.*

2.5.Bevacizumab

Judah Folkman'in 1971 yilinda anjiogenezin inhibisyonu ile ilgili hipotezinden sonra 1983 yilinda Mass
ve arkadaslarinin ¢alismasinda tiimér dokularinin vaskiiler endotelyal biytime faktori (vascular
endothelial growth factor-VEGF) salgiladigi bildirilmistir. 1989 yilinda birtakim deneysel ¢alismalar
icin laboratuvarda VEGF Uretilmesi baslamistir. Antianjiogenik ajanlarin kanser hastalarindaki tedavi
edici etkisi ile ilgili ilk gahsmalar ise 1990'li yillarda baglamistir. Bu ¢alismalar VEGF'ye karsi
monoklonal antikorlarin (mAB) kullaniminin in-vivo olarak tiimor biytimesini durdurdugunu ya da
yavaslattigini géstermis, bu da bevacizumabin gelistiriimesine sebep olmustur. Bevacizumabila iliskili
faz | calismalar 1997 yilinda olurken, Subat 2004'te FDA Genentech sponsorlugunda ydratilen faz lll
calisma sonuglari sonrasi metastatik kolorektal kanserli hastalarda standart kemoterapiye
bevacizumabin da eklenmesine izin vermis ve ayda iki kez inflizyon seklinde, 5FU ile kombine
kullaniminin ilk tedavi secenegi olmasini onaylanmistir. Faz lll klinik calismalarda bevacizumabin
meme, akciger ve bébrek kanserlerinde de etkisine de bakilmistir. Hicbir klinik ¢alismada, antikora
karsi immiinojenik cevap olusmamistir.** Bevacizumab, VEGF'ne spesifik olarak baglanan ve VEGF-
A'nin tim izoformlarini baglayan rekombinant insan monoklonal antikorudur. Klinik olarak kullanima

giren ilk antianjiogenik molekiildiir. Bevacizumab fare epitoplarinin insanlara uygulanmasi sonrasi
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fareden VEGF'ye karsi meydana gelmis bir molekil olup insan bagisiklik sistemine uygun hale
getirilmistir. Aminoasit diziliminin %93'li insandan ve % 7si fareden kdken almaktadir. Uretildigi
ajanla ayni biyokimyasal ve farmokolojik 6zellikleri ayni olmasina ragmen daha az immin cevab
meydana getirir ve daha uzun dmiirliidiir. ilacin farmakolojik ve farmokodinamik 6zelliklerinin tespit
edilmesi ve ilacin olusturulmasi asamasinda yapilan ¢alismalar bevacizumab ve farelerde iretilen
esdegeri olan muMADbA.4.6.1 (murine anti-human VEGF monoklonal antibody) (izerinden
ylratidlmustar. Yapilan ¢alismalarda bevacizumab ve muMADbA.4.6.1'in insan VEGF'sinin bitin
formlarini galismalardaki sirastyla 1.1 ve 0.8 nmollL (Kd) degerinde inhibe ettigi bildirilmistir. in vitro
kosullarda VEGF ile uyarilmis endotel hiicre proliferasyonu bevacizumab ve muMAbA.4.6.1
tarafindan 5015 ve 4818 ng/ml degerinde inhibe edilmistir. Yapilan ilk calismalarda muMAbA.4.6.1,
farelere aktarilmis rhabdomyosarkom ksenogreft modelinde de arastirilmistir. muMAbA.4.6.1, 2.5
mg/kg tzerindeki dozlarda neovaskiilarizasyonu tamamen inhibe etmis, damar gecirgenligini, damar
capini, tiimorli dokuda damar yogulugunu ve kivrimlanmasinin diizeyini azaltmistir. Hicreler arasi
sivi basincini diistirdigii de bildirilmistir. Bevacizumab ve muMADbA.4.6.1 insan hiicrelerinde,
dokularinda ve insan VEGF formlarinda karsilastirildiginda farmakolojik olarak birbirine benzer
bulunmustur. Bu ajanlarla yapilan tek ila¢ tedavisi ile timor lokalizasyonundan bagimsiz olarak
yaklasik yirmi degisik insan tiimor hiicresinin bliyiimesinin yavasladigini ve timor metastazlarinin
kiiclildGgli ya da tamamen yok oldugu gosterilmistir. Maksimum inhibisyon dozu haftada iki kez 1 - 2
mg/kgdir. Bevacizumab, VEGF'nin endotel hiicreleri Gzerindeki reseptorlerine baglanmasini
engelleyerek endotel hiicrelerinin proliferasyonuna sebep olan reseptér dimerizasyonunu ve buna
bagl olarak transfosforilasyon yoluyla aktivasyonunu ve hiicre igi aktivasyonu durdurmaktadir.
Uzerinde iki adet antijen baglanma alani (Fab ve Fe — iki adet VEGF bélgesi) bulunur. Molekiil agirhg
140 kDa'dur. Bevacizumabin molekil agirhg biyik oldugu icin antikorun antijen baglayan kisminin
pepsin ayirma yontemiyle pargalanmasiyla elde edilen monoklonal antikor pargasinin intravitreal
uygulanmasinin daha etkili olacagi distintlmiistir. Bu hipotezin isiginda insan VEGF'sine-karsi

fareden elde edilen monoklonal antikorun antijen baglayan pargasinin ayristirilmasiyla ranibizumab
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(Lucentis®) elde edilmistir. Bevacizumab ile ranibizumab akraba olsalar da farkhlklari ¢coktur.
Ranibizumabin molekil agirhig 48 kDa'dur. Baglanma yeri monoklonal antikor prekiirséri oldugu igin
bevacizumaba gére cok kiigiiktiir. icerdigi aminoasit modifikasyonlarindan dolayi, bevacizumabin Fab
kismi ile karsilastirildiginda VEGF'ye affinitesi daha yiksektir(140 kat). Mordenti ve arkadaslari
70kD'den daha biylik molekdl agirlikli molekillerin (tam uzunluktaki antikorlarin) i¢ limitan
membrani (iLM) gegip subretinal araliga ulasamadiklarini bildirmislerdir.”® Bevacizumabin molekiil
agirhg biyik oldugu icin, vitreus icine verildiginde retinaya veya retina alti bosluga gecisi zor
olmaktadir. Ancak yapilan deneysel ¢calismalarda intravitreal enjeksiyon sonrasi bevacizumabin da
retinayi gecebildigi bildirilmistir. Ayrica zaten bevacizumabin klinik kullanimi sonrasi hemen cevap
alinmasi bu ilacin bir sekilde iLM'yi gectigi hipotezini gliclendirmektedir. Bunun sebepleri
disiiniildiigiinde iLM gecirgenliginin yasla beraber artmasi, ILM penetrasyon ¢alismalarinda
kullanilandan 50 kat daha fazla bevacizumab kullanilmasi ve makiiladaki iLM'nin perifer iLM'ye gére
daha gecirgen olmasi akla gelmektedir. Ek olarak 76 kDa'dan daha biyik molekillere karsi diflizyon
bariyeri gorevi goren i¢ pleksiform tabakanin yoklugu da, bevacizumabin foveadan gegisinin
artmasina sebep olmaktadir. Bazi yazarlara gore ise sadece vitreustaki VEGF'nin dnlenmesinin bile

hastaligin tedavisinde yeterli olabilecegini belirtiimektedir.*

Bevacizumabin géz dokularina dagilimasi ve farmakokinetigi ile ilgili calismalar Rhesus
maymunlarinda bevacizumab ve bevacizumabin Fab fragmani ile yapiimistir. Fab fragmanin vitreusta
yari 6mri 3.2 giin, bevacizumabin tamami kullanildiginda ise yari émrii 5.6 giin olarak bulunmustur.
Yine ayni calismada Fab fragmaninin subretinal alana 1. haftada ulasabilirken ve ortalama 1 hafta o
bolgede bulunabildigi gésterilmistir.”® Yarilanma émriiniin uzun oldugu icin bevacizumabin daha
duslik dozlarda da basarili sonuglar verebilecegi diislinlilmektedir. Molekil agirliginin biylk olmasina
ragmen antikorun tamaminin intravitreal olarak kullandigi zaman sistemik dolasimda ¢ok kiguk
miktarlarda saptanabilirken, sadece Fab kismi uygulandiginda sistemik dolasima ge¢medigi
bildirilmistir. GOz icine verilen antikorun yikilamamasi sebebiyle antikorun biyolojik aktivitesi goz

icindeki konsantrasyonuna baghdir. Yapilan baska bir calismada tek bir bevacizumab enjeksiyonu ile
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ortalama 27-38 giin sliresince biyolojik bir etki elde edilebilecegi gosterilmistir. Tim bu 6zellikleri bir
araya getirildiginde klinik uygulamalarda bevacizumabin 1.25 mg dozunun yeterli olabilecegi
hesaplanmis ve bu da bir¢ok klinik calismada desteklenmistir. Tekrar enjeksiyonun siiresinin ise ilacin

biyolojik aktivitesi goz 6niine alinarak 4-5 hafta oldugu bildirilmistir.*®

3.GEREG VE YONTEM

3.1. DENEKLER

Bu calismada, 18 adet, Wistar cinsi, albino, 4- 6 aylik, yaklasik 200-300 gr. agirhgindaki sicanlar
kullanildi. Denekler, standart kafeslerde 7’li gruplar halinde, standart yem ve su verilerek, isisi (21 + 2
oC) ve nem orani kontrollii odalarda barindirildi. Odanin aydinlatmasi floresan isik ile saglandi ve her

12 saatte bir (06:00 — 18:00) acip kapama donglisu gerceklestirildi.

Denekler akut retinal iskemi uygulanan (12 adet denek) ve kontrol grubu (K) denekleri (6 adet denek)

olarak 6nce iki gruba ayrildi.

Altisar denekten olusan (g grup;

1. Gozlerine sadece sham uygulanan (sadece 6n kamaraya maintainer girisi yapilip, i&R modeli
olusturulmayan), herhangi bir tedavi verilmeyen ve 2. giin sakrifiye edilen denekler (Kontrol grubu- K;

6 denek)

2. iskemi Reperfiizyon yapilan ve 2 giin sonra sakrifiye edilen denekler (retinal iskemi ve

reperfiizyon grubu- | & R; 6 denek)
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3. iskemi Reperfiizyon uygulanmadan 2 giin 6nce intraokuler 1,25 mg (0,05ml) Bevicizumab
infiizyonu tedavisi yapilan ve i & R uygulandiktan 2 giin sonra sakrifiye edilen denekler (I&R + Bev

grubu ; 6 denek)

iskemi - reperfiizyon olusturulduktan 2 giin sonra kardiyak gluteraldehit perfizyonu yontemi ™" ile

fikse edilip sakrifiye deneklerin sag goz kiireleri, enlikleasyon islemi uygulanarak, histolojik

incelemeye alind..

3.2. AKUT RETINAL iSKEMi MODELI

Sicanlara, ketamine (100 mg/kg) ve klorpromazine (25 mg/kg) karisimi anestezik madde
intraperitoneal enjeksiyonla verildi. Gozlere de %0,5 proparacaine gz damlasi damlatilarak topikal
anestezi saglandi. Gozler %0.5 tropikamid ve %2.5luk fenilefrin hidroklorid ile dilate edildi. Genel
anestezi altinda 6n kamaraya 30 gauge kaniille girilerek tubing setle 6n kamaraya saline sollisyonu
verildi. Kaniille saline verilen goziin basinci en az 90 mmHg olmasini saglayacak sekilde serum sisesi
denekten 100 cm yiikseklikte 45 dakika bekletildi. Retinal iskemi, direkt oftalmoskopla retinanin
beyazlamasinin gézlemlenmesi ile dogrulandi. Reperfiizyon ise kaniil ¢ekildikten sonra retinal reflenin
kendine 6zgii rengine dénmesinin gozlemlenmesi ile dogrulandi *'°. Deneklerin 48 saat

reperflizyonuna izin verildi.

3.3. SAKRIiFIKASYON VE KARDIAK PERFUZYON

Perfuizyon ile tespitin baslamasindan 15 dakika dnce, sicanlara anestezi 6ncesi 150U/kg
intraperitoneal heparin verilerek 10 dk. slireyle antikoagtilan etkinin olusmasi beklendi. Daha sonra

intraperitoneal uygulanan 2 mg/kg Sodyum pentotal ile anestezi gerceklestirildi. Anestezinin
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gerceklestigi dogrulandiktan sonra sicanlarin ekstremiteleri ve kuyruklari kesim panelleri tizerine
genis yapiskan bantlarla tespit edildi. V kesi ile sternum kaldirilarak toraks boslugu acildi. Kalbin
tepesinden 18 gauge kelebek igne ile girilerek sol ventrikile dikkatli bir bicimde yerlestirildi. Daha
sonra sag atriyum kesildi ve (¢ yollu kantlden énce 10 dk siireyle %0,9 NaCl verildi. Perflizyon aparati
bir litrelik iki adet serum sisesi ve bunlara bagh t¢ yollu i.v. kanilden olusmaktaydi. (Caire klempli
Venoset; 150 cm., 15 damla/ml). intravendz serum siseleri sicanlarin perfiize edilecegi tezgadhin
yaklasik 120-125 cm yukarisina asildi. Siselerden birisinde %0,9 Na klorir digerinde ise kakodilat
tamponu icinde %2,5’lik glutaraldehit konuldu (0.05 M Na kakodilat; pH = 7,3-7,4) glutaraldehyde
(EM teknik derecesinde; pH 7.4). Uglii vananin ¢ikisina, distal ucunda 18-gauge igne bulunan, i¢ ¢api
3.0 mm ve boyu 15-30 cm olan propilen bir boru baglandi. Sag atriyumdan akan sivinin berraklastigi
gorulduginde kandlin vanasi diger girise cevrilerek fosfat tamponu icinde %2,5 glutaraldehid
¢ozeltisi 35 damla/15 sn olacak sekilde verilmek suretiyle 25 dk. siireyle perflizyon tespiti

gerceklestirildi. Her denek icin yaklasik 300 ml tespit sivisi kullanildi.

3.4. GANGLIYON HUCRE SAYIMI VE STEREOLOJIK DEGERLENDIRME

Enlikleasyonun ardindan gozler bir gece fiksatifte bekletildikten sonra rutin doku takip islemine
alindi. Parafin asamasinda gozlerin korneasi kaldirilarak lensleri ¢ikarildi. GOz vitreus bosluguna
parafin verildi ve takip slirecine devam edildi. Dokular optik sinir kasetin alt yliziine bakacak sekilde
gdmuildi. Retinanin 6n ve arka bolimlerini kapsayacak sekilde 20 um kalinlhiginda HM325 Microm
marka rotari mikrotomla tiim bloktan seri kesitler alindi. Kesitler 1/10 oraninda érneklendi.
Orneklenen kesitlere rutin hematoksilen eozin boyama yapildi. Sayimlar icin; CCD Dijital kamera
(Optronics Microfire 1600x1200P, Goleta, CA, USA), ATI FireGL gorlintli yakalama karti (Advance

Micro Device, Camberly, UK), bilgisayar kontrollii Ludl X-Y-Z motorize preparat tablasi (Bioprecision,
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Howtrone, NY, USA), mikrokator (Heidenhein, Traunreut, Germany), Leica 4000B 151k mikroskobu
(Leica, Wetzlar, Germany) ve Sterio Investigator 7,5 programi (Microbrightfield, Williston, VT, USA)

yiklenmis olan masadsti bilgisayardan olusan stereolojik calisma istasyonu kullanildi.

Toplam ganglion hiicre sayisi optik parcalama yéntemi kullanilarak tahmin edildi. Toplam ganglion
hiicre sayisini tarafsiz hesaplanmasini saglayabilmek icin sistematik rastgele 6rnekleme yontemi
kullanildi (Gundersen ve Jensen, 1987). Ornekleme araligi 1/10 olarak alindi. Adim araligi alani 200
pm x 200 um, sayim cercevesi alani 30 um x 30 um kullanildi (Yang 2002). Takip sonrasi 6l¢lilen
ortalama kesit kalinhigr 19,85 um, lsten ve altan alinan glivenlik sinirlari 2 um, disektor yiksekligi 16
um olarak saptandi. Kesitler Leica Apo Plan (NA=1.40) objektif aracilig ile tarafsiz sayim kurallari

uygulanarak sayildi.

3.5. TUNEL METODU iLE APOPTOZIS ANALIZi

Stereolojik analize katilmayan 20 um kalinhktaki kesitler alinirken 6n calisma sonrasi tespit edilen
ortanca kesite ulasinca bunlarin ardillarindan alinan 5 pum lik kesitler TUNEL immunohistokimyasal

boyama islemine alindi. Boyama islemi uretici firmanin talimatlari dogrultusunda uygulandi.

Kesitler rutin deparafinizyon ve dehidratasyon isleminden sonra Fosfat Tampon Tuzu (PBS) ile
yikandi. Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick end Labeling (TUNEL) karisiminin
etkili olabilmesi igin kesitlere % 0.1'lik (w/v) (esit agirlikta ve esit hacimde) Triton X-100 (Acros
Organics; Geel, Belgium) deterjani uygulandi boylece hiicre zari permeabilize edildi. Triton X-100 %
0.1 (w/v) sodyum sitrat (Merck; Darmstadt, Germany) icinde hazirlandi. Uygulama buz (izerinde 2

dakika bekletilerek yapildi. Daha sonra kesitler oda sicakliginda PBS ile iki kere yikand.

Antijen kurtarma islemi icin kesitler 0.01M sitrat tampona alinarak 2.45 GHz frekans ve 750 watta

ayarlanan Bosch HMT 812C mikrodalga firinda 45 sn birakildi béylece tampon sollisyonun isisi oda
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sicakhgindan 86 dereceye cikartildi. Boylece antijen kurtarma islemi kesitlere uygulanmis oldu. Hizli
sogutma islemi ile reaksiyonu durdurmak icin mikrodalgada firindan alinan kesitler sogutulmus 80 ml
PBS doldurulmus saleye daldirildi. Saleye oda sicakliginda distile su eklenerek bundan sonraki

islemlere hazirlandi. Kesitler bundan sonra da hizlica oda sicakhigindaki PBS igine alindi.

Tekrar PBS ile yikanan kesitlerin zemin boyanmasinin ve artefaktlarin azalmasi icin bloklama
sollisyonunda ve oda isisinda ve nemli odada 30 dakika tutuldu. Bloklama sollisyonu olarak Ready to
Use (R.T.U.) VECTASTAIN Universal Quick Kit (Vector Labs. Burlingame, CA, USA Cat No: PK 7800)

kullanildi. Bloklama islemi sonrasi kesitler 2 kez 5 dakika PBS ile yikandi.

Bu islemler sonrasi kesitlerdeki kirik DNA’ lari belirlemek icin kesitlere In Situ Cell Detection Kit with
POD (Roche Diagnostics; Mannheim, Germany, Katalog No: 11 684 817 910) uygulanarak 37
derecede karanlik ve nemli ortamda 60 dakikada inklibe edildi. Daha sonra her bir kesit PBS ile 3 kere

5’er dakika boyunca durulandi.

Kesitleri 1sik mikroskobunda gorindr hale getirmek icin POD (horseradish peroksidaz) cevirici
eklenerek nemli oda icinde ve etiivde (37 0C) 30 dakika bekletildi. islem sonrasi kesitler tekrar PBS ile

3 kere 5’er dakika boyunca yikandi.

Dahra sonra renklendirme igin %0.05 3-3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) (Thermo
Scientific, CA, USA) ve substrat karisimi uygulandi. Renklenme islemi gozle takip edilerek oda isisinda

5 dakika beklendi islem sonrasi kesitler PBS ile (i¢ kez yikand.

Daha sonra karsit boyama icin Mayers Hemotoksilen kullanildi ve gesme suyunda boyanin

mordanlasmasi saglandi.

Boyanan kesitler lamelle kapatilarak incelemeye alindi.

Kesitlerin Degerlendirilmesi:



37

Hazirlanan preparatlar Leica DM 4000 model 15tk mikroskobu, tam motorize mikroskop tablasi

kullanilarak ve sterioinvestigator 7.5 versiyonu programi yardimiyla degerlendirildi.

Kesit 200x200 liik optik alanlara bolindi, her alanda 30x30’lik alan 6rneklem alani rastgele secildi.

Boylece kesitin tim ylzeyinin % 2,25’lik bolimu rastgele ve esit alanl olarak sayildi.

Sayim sirasinda 2 farkli isaretleyici kullanildi. Apoptik ve normal hiicreler ayri isaretleyiciler ile

isaretlendi. Apoptotik hiicre toplam hiicre orani kullanilarak apoptotik indeks ¢ikartildi.

3.6. VEGF'in IMMUNOHISTOKIMYASAL ANALIZi

Stereolojik analize katilmayan 20 um kalinhktaki kesitler alinirken 6n calisma sonrasi tespit edilen
ortanca kesite yaklasinca bunlarin dnciillerinden alinan 5 um lik kesitler VEGF immunohistokimyasal

boyama islemine alindi.

Kesitler rutin deparafinizyon ve dehidratasyon isleminden sonra Fosfat Tampon Tuzu (PBS) ile
yikand. Sitoplazmik VEGF’e anti VEGF baglanabilmesi icin % 0.1'lik (w/v) (esit agirlikta ve esit
hacimde) sodyum sitrat (Merck; Darmstadt, Germany) icinde hazirlanmis Triton X-100 (Acros
Organics; Geel, Belgium) deterjani uygulanarak hiicre zari permeabilize edildi. Uygulama buz lizerinde

2 dakika bekletilerek yapildi. Daha sonra kesitler oda sicakliginda PBS ile iki kere yikandi.

Antijen kurtarma islemi igin kesitler 0.01M sitrat tampona alinarak 2.45 GHz frekans ve 750 watta
ayarlanan Bosch HMT 812C mikrodalga firinda 45 sn birakildi béylece tampon solilisyonun isisi oda
sicakligindan 86 dereceye gikartildi. Antijen kurtarma reaksiyonu hizli sogutma islemi ile durduruldu.
Bunun i¢in mikrodalgada firindan alinan kesitler sogutulmus 80 ml PBS doldurulmus saleye daldirild.
Saleye oda sicakhginda distile su eklenerek bundan sonraki islemlere hazirlandi. Kesitler bundan
sonra da hizlica oda sicakligindaki PBS i¢ine alindi ve burada PBS iki kez degistirilerek 5’er dakika

bekletildi.
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Avidin Biotin Peroksidaz yontemi ile immunohistokimyasal olarak boyanacak kesitler i¢cin dokudaki
peroksidaz aktivitesinin dnlemesi gerekmektedir. Bu islem igin %0,3 lik H202 (Peroksidaz)
soltisyonunda (%30 luk H202’den 1 ml alinir ve 100 ml PBS’e tamamlanarak hazirlanir) kesitler 30 dk

bekletildi.

islem sonrasi PBS ile 5 dakika yikandi.

Kesitlerin zemin boyanmasinin ve artefaktlarin azalmasi icin bloklama sollisyonunda ve oda isisinda
ve nemli odada 30 dakika tutuldu. Bloklama solilisyonu olarak R.T.U. VECTASTAIN Universal Quick
Kit’in (Vector Labs. Burlingame, CA, USA Cat No: PK 7800) bloklama soliisyonu (RTU Normal Horse

Serum %2,5) kullanildi. Bloklama islemi sonrasi kesitler 2 kez 5 dakika PBS ile yikandi.

Bu islemler sonrasi kesitlerde VEGF i gostermek amaciyla primer antikor olarak VEGF Receptor 2 (Cell
Signalling; Danvers, MA ,USA) tavsan monoklonal antikoru 1/500 oraninda diliie edilerek uygulandi.
Kesitler 40C derecede karanlik ve nemli ortamda bir gece inkiibe edildi. Daha sonra her bir kesit PBS

ile 5 dakika durulandi.

Bu asamada ikincil antikor uygulandi. ikincil antikor olarak R.T.U. VECTASTAIN Universal Quick Kit’in
Anti-Rabbit/Mouse IgG (H+L) antikoru kullanildi. Kesitler nemli odada 30 dakika tutuldu ve PBS ile 5

dakika yikandi.

Ornekleri 1sik mikroskobunda gériiniir hale getirmek icin Vectastain RTU ABC Reagent eklendi ve

nemli ortamda 30 dakika bekletildi ve 5 dakika PBS ile yikandi.

Daha sonra renklendirme igin %0.05 3-3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) (Thermo
Scientific, CA, USA) ve substrat karisimi uygulandi. Renklenme islemi gozle takip edilerek oda isisinda

3 dakika beklendi islem sonrasi kesitler PBS ile (¢ kez yikandi.

Zit boyama icin Mayers Hemotoksilen kullanilarak gesme suyunda boyanin mordanlasmasi saglandi.

Boyana kesitler lamelle kapatilarak Leica 6000B mikroskobunda degerlendirildi.
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Kesitlerin degerlendirilmesinde Retina ganglion hiicre tabakasi ve koroid tabakasi ayri ayri skorlandi.
Skorlamada 0= VEGF ile boyanmamis, 1= VEGF ile az boyanmis, 2= VEGF ile orta diizeyde boyanmis,

3= VEGF ile yogun boyanmis kriterleri kullanildi.

3.7. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Calismanin istatistiksel analizleri Yeditepe Universitesi Tip Fakdiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali'nda Statistical Package For The Social Science (SPSS) paket programinin 18,0 sirimi kullanilarak
yapildi. Tim sayisal veriler Ortalama + Standart Hata olarak gosterildi. Toplam retinal ganglion hiicre
sayislarinin ve apoptotik indeksin karsilastirmasinda tek yonli varyans analiz testi ANOVA ve post test

olarak Tukey testi kullanildi.

VEGF ile boyanarak skorlanmis kesitler SPSS programi yardimiyla nonparametrik Mann Whitney U
testi kullanilarak istatistiksel anlamlilik yéniinden degerlendirildi. Veriler Ortanca * standart sapma

olarak gosterildi

Gruplar arasi karsilastirmanin anlamlilik diizeyleri p< 0.001; ileri diizeyde anlaml, p<0.01; orta

diizeyde anlamli, p<0.05 anlamli olarak kabul edildi.
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4.BULGULAR
4.1.STEREOLOJIK INCELEME
4.1.2.GANGLION HUCRE SAYIMI

Kontrol grubunda toplam hiicre sayisi ortalama 416615+21065; I&R ve 1&R+Bev gruplarinda
ise sirasiyla toplam hicre sayilari ortalama 262493113231 ve olarak 346578+4357 olarak
bulunmustur. Kontrol grubunda her iki gruba; i&R+Bev grubunda ise i&R grubuna gére hiicre sayisi

sayisl istatistiksel olarak anlamli derecede fazla bulunmustur (p<0,05).

Kontrol & iskemi Reperfiizyon Gruplari arasinda
Total Ganglion Hiicrelerinin Karsilastirmasi

Total Ganglion Hiicre Sayis1 Kontrol Iskemi Reperfiizyon p
Ortalama 416615 262493 0,0001
SEM 21065 13231

Toplam ganglion hiicre sayis1 I & R grubunda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli derecede
azalmistir.

Kontrol & Iskemi Reperfiizyon Bevicizumab Gruplar arasinda
Total Ganglion Hiicrelerinin Karsilastirmasi

Total Ganglion Hiicre Sayisi Kontrol i &R Bev p
Ortalama 416615 346578 0,010
SEM 21065 4357

Toplam ganglion hiicre sayis1 I & R Bevucizumab grubunda kontrole gére istatistiksel olarak anlamli
derecede azalmistir.

Iskemi Reperfiizyon & Iskemi Reperfiizyon Bevicizumab Gruplar1 arasinda
Total Ganglion Hiicrelerinin Karsilastirmasi

Total Ganglion Hiicre Sayisi Re;zlﬁi?;iyon I & R Bev p
Ortalama 262493 346578 0,003
SEM 13231 4357

Toplam ganglion hiicre sayis1 I & R grubunda I & R Bevucuzimab gore istatistiksel olarak anlamli
derecede azalmistir.
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TOPLAM RETINAL GANGLIiON HUCRE
SAYISI
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Kontrol I & R+ Bev I&R
GRUPLAR

** orta duizeyde anlamli fark

*** jleri dlizeyde anlamli fark

Kontrol grubu herhangi bir manipiilasyona maruz kalmadigi icin en yiksek hiicre sayisina
sahip olmasi beklenen bir bulgudur. Bu karsilastirmada énemli olan Bevacizumab uygulanan gruptaki
hiicre sayisinin uygulamayan gruptakine gore daha yiksek olmasidir. Bu bulgu Bevacizumabin iskemi-

reperflizyon hasarinda koruyucu etki gosterdiginin 6nemli bir kanitidir.



42

4.2.IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEME

4.2.1. APOPTOZ DEGERLENDIRMESI

Apoptotik hiicre, nekrotik hiicre, normal hiicre ve toplam hiicre sayilari her bir grup ve

her bir denek icin ayri ayri hesaplandi. Apoptotik hlicre sayisinin toplam hiicre sayisina

bolim ile apoptotik indeks hesaplandi (Apoptotik indeks= Apoptotik hiicre sayisi/Toplam

hicre sayisi).

Apoptotik indeks ortalama degeri kontrol grubunda 0.018; i&R grubunda 0,647;

ve i&R+Bev grubunda 0,243 olarak saptanmistir. Tim gruplarin apoptotik

indeks ortalama degerleri tablo 4-12’de gosterilmistir.
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Kontrol & iskemi Reperfiizyon Gruplari arasinda

Apoptotik indeks Karsilastirmasi

Apoptotik Indeks Kontrol | iskemi Reperfiizyon p
Ortalama 0,018 0,647 0,0001
SEM 0,005 0,021

Apoptotik index iskemi reperfuzyonda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli derecede

artmaistir.

Kontrol & iskemi Reperfiizyon Bevicizumab Gruplari arasinda

Apoptotik indeks Karsilastirmasi

Apoptotik indeks Kontrol i &R Bev p
Ortalama 0,018 0,243 0,0001
SEM 0,005 0,020

Apoptotik index I & R Bevucizumab grubunda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli derecede

artmistir

Iskemi Reperfiizyon & Iskemi Reperfiizyon Bevicizumab Gruplar1 arasinda

Apoptotik indeks Karsilastirmasi

iskemi

Apoptotic indeks Reperfiizyon i &R Bev p
Ortalama 0,647 0,243 0,0001
SEM 0,021 0,020

Apoptotik index I & R grubunda I & R Bevucizumab gore istatistiksel olarak anlamli derecede

artmigtir.
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Kontrol grubu herhangi bir manipilasyona maruz kalmadigi icin apoptotik indeksin en disiik
olmasi beklenen bir bulgudur. Bu karsilasmada dikkate deger olan bevacizumab uygulanmis olan

grubun uygulanmamis olan gruba gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha diisiik apoptotik
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indekse sahip olmasidir. Bu bulgu da bevacizumabin iskemi-reperflizyon hasarinda koruyucu etkisine

diger bir dnemli kanittir.

4.2.2. RETINA GANGLIYON HUCRE KATINDAN VEGF ANALIZi

Retina ganglion hiire kati incelendiginde I&R grubunda VEGF yogunluk skoru 3,00, Kontrol
grubunda 1,75 I&R+Bev grubunda ise 0,50 olarak hesaplandi. En yliksek VEGF yogunlugu I&R
grubundan en disik ise I&R+Bev grubunda hesaplandi ve aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulundu(p<0,05).

Kontrol & Iskemi Reperfiizyon
Gruplar arasinda Retina Ganglion Hiicre Kati VEGF

Karsilagtirmasi
VEGF Yogunluk . . "

Skoru Kontrol Iskemi Reperfiizyon p
Median 1,750 3,000 0,004
SD 0,408 0,418

Retina ganglion hiicre tabakas1 VEGF boyanma yogunlugu iskemi reperfuzyonda kontrole gore

istatistiksel olarak anlamli derecede ARTMIS

Kontrol & Iskemi Reperfiizyon Bevicizumab Gruplar

arasinda Retina Ganglion Hiicre Kati VEGF Karsilastirmasi

VEGF Yogunluk .

Skoru Kontrol I & R Bev p
Median 1,750 0,500 0,002
SD 0,408 0,204

Retina ganglion hiicre tabakasi VEGF boyanma yogunlugu I & R Bevucizumab grubunda kontrole gore

istatistiksel olarak anlamli derecede AZALMIS
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Iskemi Reperfiizyon & Iskemi Reperfiizyon Bevicizumab
Gruplan arasinda Retina Ganglion Hiicre Kati VEGF

Karsilastirmasi

VEGZEO Or%unllIk iskemi Reperfiizyon i & R Bev p
Median 3,000 0,500 0,002
SD 0,418 0,204

Retina ganglion hiicre tabakasi VEGF boyanma yogunlugu I & R Bevucizumab grubunda I&R grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derecede AZALMIS

RETINA GGL HUCRE KATI VEGF MIKTARI
0.004 *
0.003 =+
0.003 + *
0.002 T
0.002 +«
0.001 +
0.001 'ﬁ
0.000
Kontrol I&R + Bev I&R
GRUPLAR

** orta duizeyde anlamli fark

*** jleri dlizeyde anlamli fark

Bu karsilastirmada en dokudaki VEGF miktarina baktigimizda bevacizumab uygulanan grupta

VEGF'in glicli bir sekilde baskilandigini gérmekteyiz. Bu tablodaki diger 6nemli bir bulgu ise iskemi-
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reperflizyon uygulanan ama bevacizumab uygulanmayan grupta VEGF'in 6nemli miktarda yiksek
olmasidir. Bu bulgu literatir bilgisiyle uyumlu olup iskemi-reperflizyon hasarina cevap olarak VEGF

salgilandiginin glicla bir kanitidir.

4.2.3. KOROID KATI VEGF ANALIZi

Koroid kati incelendiginde I&R grubunda VEGF yogunluk skoru 2,75, Kontrol grubunda 2,00
I&R+Bev grubunda ise 1,00 olarak hesaplandi. En yiksek VEGF yogunlugu I&R grubundan en disuk

ise I&R+Bev grubunda hesaplandi ve aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu(p<0,05).

Kontrol & Iskemi Reperfuzyon Gruplar1 arasinda
Koroid Kati VEGF Karsilastirmasi

VEGF Yogunluk . . "
Skoru Kontrol Iskemi Reperfiizyon p
Median 2,000 2,750 0,041
SD 0,376 0,408

Koroid tabakas1 VEGF boyanma yogunlugu iskemi reperfiizyon grubunda kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli derecede artmustir.

Kontrol & Iskemi Reperfuzyon Bevacizumab Gruplari
arasinda Koroid Kat1 VEGF Karsilastirmasi

VEGF Yogunluk .
Skoru Kontrol I & R Bev p
Median 2,000 1,000 0,002
SD 0,376 0,376

Koroid tabakas1 VEGF boyanma yogunlugu iskemi reperfiizyon+Bevacizumab grubunda kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli derecede azalmustir.
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Iskemi Reperfuzyon & Iskemi Reperfiizyon Bevacizumab Gruplari
arasinda Koroid Kati VEGF Karsilastirmasi

VEGF Yogunluk fskemi .
Skoru Reperfiizyon I& R Bev P
Median 2,750 1,000 0,002
SD 0,408 0,376

Koroid tabakasi VEGF boyanma yogunlugu iskemi reperfuzyon+Bevacizumab grubunda I&R grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir.

KOROID KATI VEGF MIKTARI
0.004 -
0.003 :
0.003 =
0.002 »
0.002 +
0.001 + -[
0.001 +
0.000
Kontrol I&R + Bev I&R
GRUIPI AR

** orta diizeyde anlamli fark

*** jleri duzeyde anlaml fark

Bu tabloda da retina ganglion hiicre katinda oldugu gibi koroidde de bevacizumabin VEGF'i

baskiladigini gérmekteyiz. Burada dikkati cekilmesi gereken noktanin baskilamanin retina ganglion
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hiicre katinda oldugu kadar gii¢li olmayisidir. Bu da literatir bilgisiyle uyumlu olup biylk bir molekdl
olan bevacizumabin penetrasyonunun icten disa gittikce azalmasindan dolayi olabilecegini

disinebiliriz.

100 pm
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Sekil: K (Kontrol), IR (iskemi ve Reperfiizyon) ve Bev (Bevacizumab) gruplarina ait retina
kesitlerinin histolojik olarak karsilastirilmasi. GCL: Ganglion hiicre tabakasi, CL: Koroid tabakasi ve
siyah oklar ganglion hiicrelerini gostermektedir. Boyama: Hematoksilen Eozin, Bar: 100 pm.
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Sekil: K (Kontrol), IR (iskemi ve Reperfiizyon) ve Bev (Bevacizumab) gruplarina ait retina
kesitlerinde, TUNEL boyamasi ile gosterilen apoptotik ganglion hiicrelerinin (siyah ok)
karsilagtirilmasi. Mayer Hematoksilen ile zit boyama yapilmistir. Bar: 50 pm.
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Sekil: K (Kontrol), IR (Iskemi ve Reperfiizyon) ve Bev (Bevacizumab) gruplarina ait géz 6rneklerinde
retina ve koroidin immunohistokimyasal olarak boyanan kesitlerde VEGF boyama yogunlugu
kargilagtirilmasi. BEV grubunda VEGF yogunlugu en az diizeyde goriilmektedir. I& R grubunda ise
VEGF artisi1 belirgin olarak saptanmistir. Bar: 100 um.

5.TARTISMA

insan retinasi; diabetik retinopati, orak hiicre anemisi, glokom, prematiire retinopati ve

33 (Yoon ve

retinal arter ve ven tikanikhgi gibi durumlarda iskemi-reperflizyon hasarina ugramaktadir.
Marfor, 1989). iskemi siiresi arttikca doku daha da fazla hasarlanir. Her dokuda farkli olmakla beraber
iskeminin belirli bir stiresine kadar doku, geri donlisebilen doku hasari fazina, iskemi siresi arttikca
ise geri donlisliimi olmayan doku hasari fazina girer. Bu asamadaki doku reperfiize edilse bile
olusmus olan hasar iyilesmez *®(Cotran ve ark., 1989). Retina icin bu siire 30-90 dk bildirilmistir.
1L132(Aydemir, 2002; Yoneda ve ark., 2001). Reperfiizyon sonrasi dokuya yeniden oksijen girmesiyle
sistemde aniden artan oksijen miktari, serbest oksijen radikallerinin olusumuna sebep olur. Bu da
doku hasarinin daha da artmasina yol agar*>’*(Bozkurt,1997; Matsubara, ve ark., 2000). Tekrar
oksijen desteginin saglanmasiyla beraber dokuya gelen I6kositlerin de serbest radikal olusumuna

neden olarak oksidatif hasari arttirdig bilinmektedir. Lokosit kemotaksisinin inhibe edildigi bir

calismada hasarin daha az oldugu bildirilmistir.”*(Matsubara, ve ark., 2000).

iskemi-reperfiizyon hasarinin meydana gelis sirasi, aspartat ve glutamat gibi uyarici amino
asitlerin agiga ¢ikmasiyla baslayip enerjiye bagl tasima sistemlerindeki bozulmalari takip eden

ozellikle hiicre i¢i kalsiyum miktarinin artmasidir. Tim bunlarin sonucu kalsiyum tarafindan yiritilen
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28,11

bazi siireglerin baslamasi ve serbest radikallerin olusmasidir™-"(Cotran, ve ark., 1989; Aydemir,
2002). Serbest radikaller; membran lipitlerini peroksidasyona ugratarak, hiicrede proteinlerin,
karbohidratlarin, niikleik asitlerin yapisini bozarak, kalsiyum dengesini degistirerek, aspartat ve
glutamat gibi uyarici amino asitleri uyararak zincirleme bir reaksiyon ile doku hasari meydana
getirmektedir. iskemi-reperfiizyon calismalarinda, iskemi olusturmak igin siklikla géz ici basincin (GiB)
artirilmasi veya retinal arterin baglanarak kan akiminin durdurulmasi metotlari kullaniimistir.
Kullanilan en giincel metot GiB’nin sistolik basincin lizerine g¢ikarilmasi ydntemidir. Bu metot kolay
uygulanabilir ve reperfiizyon evresinin kolaylikla baslatilabilir olmasi nedeniyle siklikla iskemi
reperfiizyon modeli olusturmada kullanilir. Bizde galismamizda retina iskemisini GiB arttirarak
gerceklestirdik. GiB, sistolik basincin lizerine ¢ikariimasi ile retina kanlanmasindan sorumlu olan hem
koroidal hem de arteriyal kan akimi durdurulmaktadir. Retinada bu tip hasar sonrasi inflamasyon ve
norodejenerasyon meydana gelir. Bu prosediir gecici damar tikanikliklarinin olustugu hastaliklarin

yaptigl zararlara benzer néronal hasar olusturur. Yeni yapilan bir calismada iskemi-reperfiizyon

modelinde olusan anormalliklerin diyabetik retinopatidekine benzer oldugu bildirilmistir."*

VEGF bir¢ok retinopati ile iliskili vaskiler anjiogenezis ve vaskiler permeabiliteden
sorumludur. VEGF antagonistlerinin iskemik ve inflamatuar retinopatilerde 6demi azalttiginin ve
neovaskularizasyonu 6nlediginin bir¢ok vaka ve klinik calismalarla gésterilmesi bir 6nceki cimledeki
bulguyu desteklemektedir.””®® Fakat VEGF’iin 6nemli bir nérotrofik bir madde oldugu da

bilinmektedir.®**%’

Bu ylizden VEGF inhibisyonun nérodejenerasyona sebep olabilecegi
dustnlebilir.'® Bazi hayvan calismalarinda bu bulguyu destekleyen kanitlar elde edilmistir.®*
Ozellikle yiiksek dozlarda uygulandiginda VEGF antagonistlerinin nérodejenerasyona sebep oldugu
artik bilinmektedir. Dozajin ayarladigi durumlarda ise okiler bu yan etki 6nemsiz miktarda

138,122,123

bulunmustur. Bizim calismamizda da 0,05ml (1.25mg) olarak intravitreal uygulanan anti-VEGF

ajani bevacizumabin iskemi-reperfiizyon modelinde nérodejenerasyonu azalttigini gésterdik.
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Calismamizdaki iskemi-reperflizyonun uygulandigi fakat bevacizumabin verilmedigi gruba
baktigimiz zaman dokudaki VEGF miktarinin bevacizumab uygulanan ya da kontrol grubuna goére
daha fazla oldugunu belirledik. Bu bulgu hayvan deneylerinde olusturulan iskemik retinopati
modellerinde VEGF ekspersyonun arttiginin gosterildigi literatir ile uyumludur. 913 Sicanlarda yapilan
90 dakika iskemi sonrasi VEGF diizeylerinin 7 giin boyunca 2 kat artmis olarak bulundugu
bildirilmistir.” Ayrica yapilan baska bir calismada sicanlarda uygulanan serebral iskemi sonrasi VEGF

mMRNA ve protein ekspresyonunun arttigi gosterilmistir.**’%2

Calismamizin diger dnemli bir bulgusu ise bevacizumabin doku penetrasyonu ile ilgilidir.
Mordenti ve arkadaslari yaptiklari bir calismada 70kD'den daha biyik molekil agirlikli molekillerin
(tam uzunluktaki antikorlarin) i¢ limitan membrani (iLM) gecip subretinal araliga ulasamadiklarini
bildirmislerdir. Bu hipotezden yola ¢ikarak bevacizumabin molekil agirligi biyik oldugu icin, vitreus
icine verildiginde retinaya veya retina alti bosluga gecisi zor olacagini distinebiliriz. Ancak yapilan
deneysel calismalarda intravitreal enjeksiyon sonrasi bevacizumabin da retinayi gecebildigi
bildirilmistir. Ayrica zaten bevacizumabin klinik kullanimi sonrasi hemen cevap alinmasi bu ilacin bir
sekilde iLM'yi gectigi hipotezini gliclendirmektedir. Bunun sebepleri dislinildigiinde iLM
gecirgenliginin yasla ilerledikce artmasi, iLM penetrasyon calismalarinda kullanilandan 50 kat daha
fazla bevacizumab kullanilmasi ve makiiladaki ILM'nin perifer iLM'ye gére daha gegirgen olmasi akla
gelmektedir. Ek olarak 76 kDa'dan daha biiylik molekdillere karsi diflizyon bariyeri gérevi géren i¢
pleksiform tabakanin yoklugu da, bevacizumabin foveadan gegisinin artmasina sebep olmaktadir.
Bizim ¢alismamizda da literatir bilgisiyle uyumlu olarak bevacizumabin retinayi gectigini ya da retina
disinda etkili oldugunu koroiddeki VEGF miktarini azaltmasindan yola gikarak distinebiliriz. Gegis
oldugunu bilmekle beraber kendi calismamizda gosterdigimiz gibi koroiddeki VEGF diististiniin
retinadakinden daha az olmasiyla gecen miktar icten disa dogru gittikce azaldigi da distnulebilir.
Bunun sebepleri arasinda retinanin gegise izin verse de bevacizumaba karsi yari gecirgen bir bariyer
gorevi yaptigl ya da anatomik olarak VEGF’in ilk 6nce retina ganglion hiicreleriyle karsilasmasindan

dolayi koroide gecen ya da etkileyen miktarin azalmasidir.
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VEGF'in iskemi-reperflizyondaki roli hakkinda literatiirde fazla bilgi yoktur. Bazi serebral
iskemi reperflizyon modellerinde VEGF inhibisyonunun permeabiliteyi azalttig gdsterilmistir. KDR
VEGF reseptor kinaz inhibisyonunun serebral iskemi sonrasi 6demi azalttigi bildirilmistir.66
Literatlirde ayrica VEGF’'in ndroprotektif etkisinden de bahsedilmektedir. Nishijima ve ark’larinin
yaptigi bir calismada optik kilif okllizyonu sonrasi VEGF reseptor agonisti verilmesinin néronal 6limi
azalttig) gosterilmistir.2* Benzer olarak baska bir calismada ise adenovirus iliskili VEGF
ekspresyonunun arttirilmasinin serebral iskemideki néronal hasarin azalttigi gésterilmistir.***
Abocouwer ve arkadaslarinin yaptigi baska bir calismada ise retinada olusturulan iskemi ve
reperflizyon sonrasi bevacizumab uygulanmasinin apoptozisi degistirmeden vaskiler permeabiliteyi
azalttig) belirtilmistir." Bizim calismamizda ise VEGF’in bevacizumabla blokajinin iskemi-reperfiizyon
hasarinda gelisen apoptozisi azalttigini belirledik. Bunun sebeplerini inceledigimizde reperfiizyon
sonrasi gelen yiksek miktardaki oksijene bagli olusan oksijen radikallerinin bevacizumab
uygulanmasini takiben gelisen vaskiiler permeabilitenin azalmasiyla dokuya daha az ulasarak zarari
azalttigi duslintlebilir. Ayrica dokuya l6kosit infiltrasyonunun da bu vaskiler gecirgenligin azalmasiyla
distigl ve bu durumun hasari arttiran inflamatuar cevabin azalttigi hipotez edilebilir. Son olarak
VEGF'in gesitli hiicrelerde farkli etkilere sebep oldugu bilinmektedir. Serbral iskemi sonrasi infarkt
bolgesi etrafinda bulunan mikroglial hiicrelerde eksprese edilen VEGF proteininin® norotrofik etkili
retinada endotel hiicrelerinde iskemi sonrasi artan VEGF proteini baglanmasinin® ise ddemi

arttirarak nérodejeneratif etkili oldugu sonucu gikarilabilir.

Tsuchihashi ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada fare modellerinde iskemi ve reperfiizyon
hasari sonrasi karacigerde anti-VEGF 6zelligi olan bir serumun etkileri incelenmistir. Cikan sonuglarda
anti-VEGF uygulanan grupta apoptozisin ve anti inflamatuar molekdllerin birikiminin azaldigi anti-
apoptotik proteinlerin ise ekspresyonunun arttigi gosterilmistir. Ayni ¢calismada ayrica anti-VEGF
uygulamanin I6kositlerin hasar bolgesine ulasmasini engelledigi bulunmustur. Anti-VEGF serumun bu
anti-inflamatuar, anti-apoptotik ve l16kosit hareketini azaltma 6zellikleriyle iskemi-reperfiizyon

hasarinda koruyucu oldugu sonug olarak belirtilmistir. Buna karsilik olarak Tsuri ve ark’larinin yaptig
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baska bir calismada ise karacigerin iskemi ve reperflizyon hasarinda sistemik verilen VEGF serumun
sitoprotektif etkileri oldugu belirtilmistir. Benzer bulgularin miyokard iskemisinin olusturuldugu bir
hayvan modelinde de alindigi bildirilmistir. Bu bulgulara temel olarak ise sistemik verilen VEGF’in
dolasan I6kositlerin reseptorlerini doyurup inflamasyon alanindan salgilanan VEGF’e karsi cevap
vermesini engelledigi hipotez edilmis. Sonuc olarak ise hasarin olusmasinda hasar boélgesinden lokal

olarak salgilanan VEGF’'in daha 6nemli olabilecegi distintilms.

26,25

Klinikte anti-VEGF tedavileri retinopati tedavisinde siklikla kullanilmaktadir. Yapilan

¢alismalarda diyabetik makula 6deminde bevacizumab ve ranibizumabin laser tedavisine gore

116,81

vizyonu daha fazla arttirdigi gosterilmis Benzer sonuglar santral ya da ven dal tikanikligina bagl

6demde de alinmig, 104481182721

Bazi hayvan modeli galismalarinda arka arkaya yapilan VEGF
antagonistlerinin retina ganglion hiicre kaybina yol actigi bildirilse de®** bazi hayvan ¢alismalarinda

boyle bir bulguya rastlanmadigi da gosterilmis. ****% insanlarda ise bevacizumabin retina fonksiyonu

tizerinde 6nemli bir negatif etki meydana getirmedigi gosterilmis.

6.SONUC

GiB’nin arttirilarak olusturulan iskemi —reperfiizyon modeli siklikla glokoma bagli olusan
hasarlari incelemede kullanilmistir ve kullanilmaktadir. Fakat artik yeni literatiire baktigimiz zaman bu
modelin ayni zamanda baska 6nemli bir problem olan iskemik retinopati icin 6rnek olusturabildigi
gosterilmistir. 34 Bizim ¢alismamizda bu sekilde olusturulmus olup iskemik hasar sonrasi
bevacizumab etkinligi arastirilmistir. Bir anti-VEGF antikoru olan bevacizumab kanser tedavisi sonrasi
okuler terapotik olarak ilk 6nce YBMD’nda kullanilmistir. Daha sonralari iskemik hastaliklarda
neovaskiilarizasyonlarin gerilemesi ve 6demin ¢ekilmesinde de aktif olarak kullaniimaya baslamistir.

Bizim ¢alismamizda bu bulgulara ek olarak bevacizumabin ya da genelde VEGF antagonizminin
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tahminen oksijen radikal hasarini ve inflamasyonu azaltmak yoluyla apoptozisi azaltarak
noroproteksiyon da yaptigini gdsterdik. Literatiirde bizim bulgularimizla gelisen bulgular olsa da
VEGF’in iskemik hasarda cok 6nemli bir rol oynadigi yadsinamaz. Gelecekte bu molekdiliin bir sekilde
maniiptlasyonunun iskemik hasarin 6nlenmesinde kullanilacak olmasini beklemek cok da uzak bir

tahmin olmayacaktir.

7.0ZET

AMAC: Gegici iskemi ve reperflizyon yaratarak iskemik bir retina modeli olusturmak ve bu modelde

bir VEGF antagonistinin anti-apoptotik ve olasi norodejeneratif etkilerini incelemek.

GEREC VE YONTEM: Bu ¢alismada, 18 adet, Wistar cinsi, albino, 4- 6 aylik, yaklasik 200-300 gr.
agirhgindaki sicanlar kullanildi. Retina iskemisi derin anestezi sonrasi goz ici basinci yikseltilerek
retinal arterden goze kan akiminin engellenmesi ile saglandi. Goz ici basinci kornea yoluyla 6n kamara
girisi ile gdze baglanacak steril serum fizyolojik sisesinin yikseltilmesiyle arttirildi. G6z ici basincinin
yeteri kadar arttig1 portatif goz ici basinci 6lcer (Tono-Pen) ile 6lcuildii. Hedeflenen goz ici basinci 90
mmbhg’di. Bu basing 45 dakika boyunca devam ettirilip daha sonra reperfiizyona izin verildi.
Olusturulacak ti¢ gruptan bir tanesine sadece iskemi uygulandi fakat anti-VEGF ajani verilmedi. ikinci
gruba ise iskemi olusturulmadan iki glin 6nce intravitreal yol ile en sik kullanilan anti-VEGF ajan olan
bevacizumab 0,05ml(1.25mg) dozunda verildi ve daha sonra iskemi modeli olusturuldu. Son grup ise
kontrol grubu olarak birakilarak sadece kornea yoluyla 6n kamara girisi yapildi ama goz ici basinci
ylkseltilmedi. Bir gbze yapilmis olan enjeksiyonun muhtemel sistemik yolla diger g6zl de
etkileyebildigi literatiirde bahsedildiginden her sicanin tek gézii kullanildi. intravitreal enjeksiyon
limbusun 2mm posterioriinden superotemporal kadrandan orta vitreus bosluguna 30 gaugeluk igne
kullanilarak steril sartlarda uygulandi. Enjeksiyon dncesi pupil dilatasyonu %0.5 tropikamid ve
%2.5luk fenilefrin hidroklorid, topikal anestezi propakain HCL, sterilizasyon ise %5’lik povidon iyot

konjonktivaya damlatilarak saglandi.
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Otanazi sonrasi ise olusturulmus 6’sar tyeli 3 grup icinden her grup icin ayri ayri 6 hayvan
histomorfometrik 4 hayvan ise immiinohistokimyasal ve histopatolojik incelemeye tabi tutuldu.
Histomorfometrik olarak retina ganglion hiicre sayisi optik dissektor yontemi ile sayildi,

immiinohistokimyasal olarak ise retina dokusunda hiicre apoptozisi ve VEGF diizeyleri bakild.

BULGULAR: Bevacizumab iskemi reperflizyon hasarinda retina ganglion hiicre 6liimiinii ve apoptozu
azalttig) géralmustilr. Bevacizumab blyik bir molekil olsa da koroidde de etkili oldugu ve bu

dokudaki VEGF miktarini azalttigi tespit edilmistir.

TARTISMA: VEGF norotrofik bir madde olsa da iskemi-reperflizyon hasarinda anti-VEGF bir molekiil

olan bevacizumab tedavisi apoptozisi azaltmaktadir.

ANAHTAR KELIMELER: Bevacizumab, iskemi-reperfiizyon, VEGF

8.SUMMARY

OBJECTIVE: To create a model of ischemic retina by temporary ischemia and reperfusion and
examine the possible anti-apoptotic and neurodegenerative effects of a VEGF antagonist.
MATERIALS AND METHODS: In this study, 18 Wistar, albino, 4 - 6 months, approximately 200-300 g.
weighing rats were used. After deep anesthesia retinal ischemia was induced by raising intraocular
pressure which stopped blood flow to the eye by retinal arteries. Intraocular pressure was increased
by connectting a bottle of sterile saline to the anterior chamber through cornea. Intraocular pressure
was measured by portable (Tono-Pen). Target intraocular pressure was 90 mmhg. This pressure was
continued for 45 minutes and then reperfusion was allowed. For the first group ischemia was
induced but an anti-VEGF agent was not given. For the second group two days before ischemia 0.05
ml (1.25mg)of the most commonly used intravitreal anti-VEGF agent, bevacizumab, was
administered intravitrealy and then ischemic model was created. The last group’s intraocular
pressure was not increased as being the control group, only a cannula was introduced into the

anterior chamber through the cornea. In the in study only one eye of each rat was used because the
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injection made to one eye was likely to affect the other eye by the systemic route as mentioned in
the literature. Intravitreal injection was performed by a 30 gauge needle under sterile conditions into
the mid-vitreous cavity from the superotemporal quadrant 2mm posterior to the limbus. Before
injection pupil was dilatated by 2.5% tropicamide and phenylephrine hydrochloride 0.5%. For topical
anesthesia HCL propakain was used and sterilization was achieved by dropping 5% povidone-iodine
on the conjunctiva.

After euthanasia 6 animals from each group were subjected to histomorphometric and four were
subjected to immunohistochemical and histopathologic examinations. For histomorphometric
examination the number of retinal ganglion cells was counted by optical dissector method. For
immunohistochemistry, VEGF levels and apoptosis were examined in the retinal tissue.

RESULTS: It was observed that in ischemia reperfusion injury bevacizumab reduces retinal ganglion
cell death and apoptosis. It was also identified that although a large molecule bevacizumab effec ts
the choroid and reduces the amount of VEGF in this tissue.

DISCUSSION: Even though VEGF is a neurotrophic molecule, in the ischemia-reperfusion injury
bevacizumab treatment which is an anti-VEGF agent decreases apoptosis.

KEY WORDS: Bevacizumab, ischemia-reperfusion, VEGF
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