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SİMGE VE KISALTMALAR 

DLM: Dış Limitan Membran  

DNT: Dış Nükleer Tabaka  

DPT: Dış Pleksiform Tabaka  

EDBF: Endotel kaynaklı hiperpolarize edici faktör  

FDA: Food and Drug Administration (Gıda ve İlaç Dairesi) 

GHT: Ganglion hücre tabakası  

I&R: İskemi ve Reperfüzyon 

I&R+Bev: İskemi ve Reperfüzyon ve bevacizumab  

ICAM-1:  Intercellular Adhesion Molecule-1 (Hücreler Arası Adezyon Molekülü) 

IL: İnterlökin 

İLM: İç Limitan Membran  

İNT: iç Nükleer Tabaka  

İPT: iç Pleksiform tabaka  

KNV: Koroid Neovasküler Membran 

MDA: Malondialdehit  

muMAbA.4.6.1 Murine anti-human VEGF monoklonal antibody (Sıçan anti-insan VEGF monoklonal 
antikoru) 

NMDA: N-metil D-aspartat  

NO: Nitrik oksit  

RPE: Retina pigment epiteli  

ROS: Reaktif oksijen molekülleri 

TIMPs: Tissue Inhibitor Metalloproteinases (Doku Mettaloproteinaz İnhibitröleri) 

TNF: Tumor Nekrosis Factor (Tümör Nekroz Faktörü) 

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor (Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü)  

YBMD: Yaşa Bağlı Makula Dejenerasyonu 
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1. GİRİŞ 

İskemi bir dokunun kanlanmasını sağlayan sistemin belli bir zaman dilimi içinde 

tıkanması sonucunda ortaya çıkan bir durumdur. İskemik hasarın düzelmesi için bu 

zaman dilimi içinde dokunun tekrar oksijen ile beslenmesi gerekmektedir. 

İskemi oluşmuş dokuya kan akışının tekrar sağlanması reperfüzyon olarak   

isimlendirilmektedir. İskeminin kritik süresi dolmadan, doku reperfüze olursa hücreler kısmen de olsa  

canlılığını devam ettirebilir. İskemi süresinin artması reperfüzyona rağmen ölen hücrelerin sayısını  

artırır. Bu hücrelerde geri dönüşümsüz olarak doku hasarı olduğu için reperfüze edilseler bile nekroza  

giderler. Reperfüzyon hasarının büyük bölümünü serbest radikaller oluşturmaktadır.  Eşleşmemiş  

elektron içeren serbest radikaller biyomolekülleri okside edip hücre ölümü meydana  

getirirler.29,14(Çelebi ve ark.,2002, Baykal ve Kocabalkan, 2000). Retinanın oksijenle etkileşimi oldukça  

fazladır. Retinada serbest radikalleri birikince lipit peroksidasyonunun bir yan ürünü olan  

malondialdehit (MDA) birikmeye başlar. MDA proteinler ile reaksiyona girerek yüksek moleküllü  

protein oluşumu (agregasyon), disülfit köprülerinin oluşumu, deamidasyon ve nonenzimatik  

glikozilasyon gibipostsentetik değişimler meydana getirir. 

Organizmada serbest radikal hasarını engellemek üzere antioksidan savunma sistemleri  

bulunur. Bu sistemin düzenli işlemesi sağlıklı yaşam açısından oldukça önemlidir. Ancak, iskemiyi  

takiben sistemin yüksek miktarda oksijene maruz kalması sonucunda serbest radikal miktarında artış  

oluşur ve doğal savunma sistemleri yetersiz kalır; sonuçta hücre hasarına kadar giden bir çok patolojik  

durum ortaya çıkar.102,11 (Poli ve ark., 1993; Aydemir, 2002). Hücre apoptozisinden sorumlu önemli  

bir enzim olan Kaspaz-3 (apopain), 13 farklı üyesi bulunan interlökin β grubundan olup sistein 

proteaz enzimi olarak bilinir. Kaspaz-3’ün 17 ve 12 kDa molekül ağırlığına sahip iki alt 
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birimi bulunur.  Aktif kaspaz-3 enzimi özellikle DNA tamir ve regülasyonunda, 

nükleer lamin gibi moleküllerin parçalanmasında ve sonuçta apoptozis (programlanmış hücre ölümü)  

olayında önemli rol oynar7(Andersson ve ark., 2003).Retinanın yüksek oranda  

oksijene ve doymamış yağ asitlerine sahip olması nedeni ile oksidatif hasar çok önemlidir. 

 Retinal iskemi, diyabetik retinopati ve yaşa bağlı makula dejenerasyonu gibi hastalıklarda 

neovaskülarizasyon ve makula bölgesinde ödem yaratarak görmeyi azaltmaktadır. Bu hastalıkların 

patofizyolojisinde vasküler bileşenler en önemli yeri tutsa da inflamasyon ve nörodejenerasyonda 

hasara önemli oranda katkıda bulunmaktadır. Yaşa bağlı makula dejenerasyonunda kompleman 

aktivasyonu ve diyabetik retinopatideki mikroglial aktivasyon bunlara örnektir.2,9,31,57,96,134 (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, nöronal ve vasküler bileşenlerin 

fonksiyenel etkileşimi yeni araştırılmaya başlanan bir konudur. Örneğin bir hipoteze göre 

inflamasyon, lökostasis ve onu takip eden mikrovasküler okülüzyona yol açarak VEGF salınımına, 

vasküler permeabilite artışına ve vasküler hücre ölümüne sebep olacaktır9,25,58 (Antonetti DA 2006, 

Chibber R et al 2007, Kern TS et al 2007). Bu vasküler oklüzyon ve hücre ölümünün nörodejenerasyon 

ve neovaskülarizasyon için başlatıcı faktör olabileceği düşünülmektedir 56, 130 (Kaur C et al 2008, Yeung 

L et al 2009). 

 VEGF birçok retinopati ile ilişkili olan vasküler anjiogenezis ve vasküler permeabilite artışına 

yol açar. Bu etkisi iskemik ve inflamatuar retinopatilerin ele alındığı birçok vaka çalışması ve klinik 

deneylerde VEGF antagonistlerinin ödemi azaltması ve neovaskülarizasyonu önlemesiyle 

kanıtlanmıştır.49,66(Jardeleza MS et al 2009, Lott MN et al 2009). Fakat dikkate alınması diğer bir konu 

ise VEGF’in bir nörotrofik bir madde olmasından dolayı bu mediyatörün inhibisyonunun aynı zamanda 

nörodejenerasyona sebep olabileceğidir. VEGF antagonistlerinin apoptozise sebep olduğunu belirten 

çalışmalarda literatürde mevcuttur 23,84,107,108,123,138 (Cheng 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).    
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2.GENEL BİLGİLER 

2.1. Retina Anatomisi  

Retina, içte duyusal (nörasensoryal) retina ve dışta retina pigment epiteli(RPE) olmak üzere  

iki ana bölümden oluşan, optik sinirden ora serrataya kadar uzanarak vitreus boşluğunu arkadan  

çevreleyen transparan bir yapıdır. Retina topografik olarak üç bölümde  

incelenebilir.  

1- Temporal damar arkının içi, arka kutup veya makula olarak adlandırılır ve dıştan içe  

parafovea, perifovea, fovea ve foveolayı barındırır.  

2-Arka kutuptan ekvatora kadar olan bölümün adı midperiferdir. Bu bölge retina  

dejeneresanslarının sık görüldüğü bir bölge olup arka kısa siliyer arterlerle büyük iris arter çemberinin  

anastomoz yeridir bu yüzden beslenme yönünden koroidin en zayıf bölgesidir.  

3- Ekvator ile ora serrata arası eksterm-periferdir. 

Retina perifere gidildikçe, özellikle ora serratada 100 mikrona kadar incelir, arka kutup  

kenarında kalınlığı 230 mikrondur, ancak foveada yeniden incelir. Merkezi 400 mikronluk  

alanda retina kapillerleri bulunmaz. 128,90 

Histolojik olarak retina; içte 9 tabakadan oluşan nörosensoryal bölüm ve dışta retina  

pigment epiteli olmak üzere 10 farklı tabakadan oluşur ve hayat boyunca retinohipotalamik  

yol olarak bilinen bir yapı aracılığıyla ön beyin le ilişkide kalır. 112 

 

2.1.1. Retina Pigment epiteli  

RPE hücreleri, çoğunlukla altıgen şeklinde olup periferde küp şeklini alarak tek katlı  

hücreler halinde optik diskten ora serrataya uzanır. Ora serratada ise silier cismin pars planası  

pigment epiteli olarak devam eder. RPE, Bruch membranı ile koroidden ayrılır. RPE hücrelerinin bazal  

membranları Bruch membranına sıkıca yapışık olup apekslerinde villöz uzantıları vardır. Bu uzantılar  

koni ve basil dış segmentlerini çevreler.  

2.1.2. Duyusal Retina  

Duyusal retina 9 tabakadan oluşan ince, şeffaf ve hücresel bir membrandır. Nöronal, glial ve  
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vasküler olmak üzere üç tip hücre bu yapıda bulunur. Burada ışık sinyalleri sinir iletisine  

çevrilir ve horizontal, bipolar, amakrin ve ganglion hücreleri arasındaki etkileşimlerle bütünleştirilerek  

 sinir lifleri tabakası ve optik sinir yoluyla beyne iletilir. En önemli glial elemanlardan biri Müller  

hücresi olup, retinanın tüm katmanları boyunca uzanır ve retinanın iskelet desteğini  

sağlar, bu hücreler glikojen sentez ve depolama özelliğine sahip hücrelerdir ve komşu  

nöronları beslemekle de sorumludurlar.99 Diğer glial elemanlardan  astrositIer ise kan  

damarları ile ilişkilidir. İç pleksiform tabakadan içerde kalan retina, santral retinal arter  

dallarından, dışarıda kalan retina bölümleri ise koroidin koriokapillarisinden beslenir.  

 

Duyusal retinanın dıştan içe doğru tabakalan (şekil-I);  

1.  Fotoreseptör tabakası      

2.  Dış limitan membran      

3.  Dış nükleer tabaka      

4.  Dış pleksiform tabaka      

5.  İç nükleer tabaka      

6.  İç pleksiform tabaka      

7.  Ganglion hücre tabakası      

8.  Sinir lifi katı      

9.  İç limitan membran    

       



9 
 

 
 
 

 

 

Rod (basil) ve Koni Tabakası (fotoreseptörler) 

Fotoreseptörler son derece özelleşmiş hücreler olup, ışığı görme pigmenti içeren bir  

molekül içine hapsederler. Işık enerjisi bu moleküllerin yapılısını değiştirerek sinir uyarısını oluşturur.  

Dış limitan membranın dışında yer alan fotoreseptör tabakası rod ve konilerin iç ve dış  

segmentlerinden oluşur.  
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Dış Limitan Membran (DLM)  

DLM gerçek anlamda bir membran yapısı değildir. Komşu fotoreseptörlerin plazma membranları 

ile Müller hücrelerini birleştiren bir seri bağlantı cisimciğinin oluşturduğu bir yapıdır. Fotoreseptör  

tabakasını dış nükleer tabakadan ayırır.  

Dış Nükleer Tabaka (DNT)  

DNT nükleus ve sitoplazmalarıyla birlikte fotoreseptör hücre gövdelerinden oluşur. Bu  

hücrelerin aksonları dış pleksiform  tabakadaki horizontal ve bipolar hücreler ile sinaps bağlantılıdır.  

Dış Pleksiform Tabaka (DPT)  

DPT fotoreseptörler (rod ve koniler ) ile birinci nöron (bipolar hücereler) arasındaki bileşme alanıdır. 

Kendi içinde dış, orta ve iç bölgelere ayrılır. Dış bölge fotoreseptörlerin aksonal uzantılarını  

(Henle lifleri tabakası)  ve Müller hücrelerinin sitoplazmalarını, orta bölge fotoreseptör aksonlarını ve  

iç bölge ise bipolar, horizontal ve Müller hücre yapılarını bulundurur. 

İç Nükleer Tabaka (İNT) 

İNT kabaca dört kat şeklinde hücre gövdelerinden oluşur.  Bunlar içten dışa doğru amakrin, Müller,  

bipolar ve horizontal hücrelerin nükleuslarıdır. Bipolar hücreler birinci nöronu temsil ederler ve sinir  

iletisini fotoreseptörlerden ganglion hücrelerine iletirler. Horizontal ve amakrin hücrelerin horizontal  

uzantıları muhtemelen devre tamamlama görevini yaparlar. Glial Müller hücreleri, esas olarak  

destek ve besleyici rol oynarlar ancak henüz bilinmeyen bir yol ile sinir iletilerinin taşınma ve  

modifikasyonunda da rol oynuyor olabilirler.  

İç Pleksiform tabaka (İPT)  

İPT, İNT ile ganglion hücre tabakası arasında yer alır ve birinci nöron (bipolar hücreler)  

ile ikinci nöron (ganglion hücreleri) arasındaki sinapsları içinde barındırır. Bipolar, amakrin,  

ganglion ve Müller hücre yapılarını içerir. Az sayıda ganglion veya amakrin hücre  

gövdesi İPT'de bulunuyor olabilir.  

Ganglion hücre tabakası (GHT)  

GHT ikinci nöron olan ganglion hücrelerinin gövdelerinden oluşur. Fotoreseptörlerde  

oluşturulan sinyaller bipolar hücreler ile ganglion hücrelerine iletilir. Ganglion hücrelerinin 
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aksonları ise sırasıyla sinir lifleri tabakasını, optik siniri ve optik traktusu oluşturur ve sonunda lateral  

genikulat cisimde sinaps yaparlar. 115 Birçok primatta ve insanda, birçok  

ganglion hücresi tipi vardır. Bunlar farklı bir fonksiyonlarla lateral genikulat cismin farklı bölgelerine  

gitmektedirler. Genel olarak üç akson grubu vardır: W, X ve Y ve bunlar da gama, beta ve alfa  

ganglion hücreleri olmak üzere üç ganglion hücresi grubuna aittir.  

Sinir Lifleri Katı (SLT) 

Ganglion hücrelerinin aksonları optik sinir başında toplanarak optik siniri oluşturur.  

Makuladan kaynaklanan lifler yay şeklinde bir alan oluşturarak (makulopapiller demet) optik sinire  

doğru düz bir seyir gösterirler, temporal retinadan gelen liflerde bu makulopapiller demet etrafından  

dolaşarak papillaya ulaşırlar. Nazal retinadan çıkan liflerse düz bir seyir ile optik sinir başına girerler.  

Ganglion hücrelerinin aksonları retinada miyelinsiz, retrolaminer bölgeden sonra ise miyelin kılıf ile  

çevirilir. Embriyogenezis sırasında optik sinirin miyelinizasyonu lamina cribrosada durur. Ancak nadir  

olmayarak optik disk kenarında veya retinanın herhangi bir yerinde yama tarzında miyelinli lifler  

görülebilmektedir. Büyük alfa tipi ganglion hücrelerinin aksonları olan Y liflerinin çapları geniştir. 

Lateral genikulat ganglionun magnoselüler tabakasına uzanırlar. İletimi hızlıdır. Alfa hücreleri ise   

retinanın az sayıda bulunurlar(%10). Y hücreleri ve bunların alfa ganglionları glokomda erken   

dönemde hasarlanırlar.  Orta çaplı olan X lifleri, orta büyüklükteki beta hücrelerinden kaynaklanırlar,  

iletimi daha yavaştır. Beta hücreleri ve X lifleri retinadaki yoğunluğu % 40’tır.W lifleri sayıca yüksektir  

(% 50), daha incedirier, en küçük ganglion hücreleri olan gama hücrelerinden kaynaklanırlar. Lateral  

genikulat cismin parvosellüler tabakasına giderler. Bu gün için hangi işlevi yaptığı çok iyi  

bilinmemektedir.  

İç Limitan Membran (İLM)  

İLM, orta kalınlıkta PAS (+) flamentöz bir bazal membrandır. Çoğu kısmı Müller hücrelerinden  

oluşur. Vitreal yüzü düz, retinal tarafı daha girintili çıkıntılıdır.   

2.1.3. Glial Sistem  

Müller Hücreleri  

Müller hücresi en büyük boydaki retina hücresidir. Nerdeyse tüm retina katları boyunca  
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uzanır. hücreler, glikojen yapıp ve depolarlar. Bu nedenle nöronlar açısından besleyici fonksiyon  

görürler. Müller hücresinin gövdesi, İNT'nin iç bölümünde bulunur. İç retinal yüzey boyunca az sayıda  

astrositlerin bulunduğu alanlar hariç Müller hücre uzantıları sinir Iifi tabakası İLM sınırını oluşturur.  

 

Aksesuar Glial hücreler  

Bu grubun temel hücresi astrositlerdir, nadir olsa da oligodendrositler retinanın sadece  

SLT'da, GHT'da ve İPT'da bulunurlar. Mikroglialar ise makrofaj gibi çalışırlar ama yalnız fagositoz  

yaparsa ayırtedilebilir. Astrositler yıldız şeklindedir ve uzantılarını sinir hücreleri ve kan damarlarının  

etrafına gönderirler. OligodendrositIerin fonksiyonu bilinmemektedir. Başka dokularda yaptıklarında   

farklı olarak retinada miyelin üretiminden sorumlu değillerdir.  

2.1. 4. Vasküler Elemanlar  

Santral retinal arter ve venin her ikisi de, süperior ve inferior nazal ve  

temporal dallara ayrılır. İlk çatallanmadan sonra arterler musküler ve internal  

elastik lamina tabakalarını kaybederek arteriol halini alır. Arter kesitleri venlere göre daha yuvarlak ve  

daha kalındır. 61 

Optik sinir başını, radial peripapiller kapiller ağ adı verilen ayrı bir sistem besler.  

2.1.5. Kan- Retina Bariyeri  

Nöral retinayı beyine benzer şekilde büyük moleküllü zehirli maddelerden koruyan bir  

yapı vardır. Nöral retinanın dış üçte bir kısmı retinanın pigment epitel hücreleri arasındaki  

zonula okludensler sayesinde korunurken, iç kısmı da retinal  

kapillerlerin endotelyal hücreleri arasında bulunan zonula okludensler tarafından  

korunur.116 

2.2. Retinada Otonom Kontrol Mekanizmaları - Otoregülasyon  

Retina ganglion hücre ve sinir lifi tabakasının yaşamsallığını sürüdürebilmesi için  

retinanın kesintisiz ve düzgün bir şekilde perfüze olmasının önemi büyüktür. Bu önemli 

tabakalarda, besin ve oksijen desteğinin hep sürmesi ve metabolik artıkların uzaklaştırabilmesi için  

devamlı bir kan akımı olmalıdır.  Retinanın iç kısmını besleyen damarlar santral retinal  
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arterden kaynaklanırlar. Retinanın dış kısımları ise ve koroidin damar ağından  

perfüze olur. Bu damar ağıysa kısa posterior silier arter kaynaklıdır. Santral retinal arter, retina  

sinir lifi tabakası boyunca uzanıp dallanarak, iç retina katlarını besler.  

Bir dokunun vasküler yatağında kan akışının otoregülasyonu, o dokunun perfüzyon  

basıncındaki minimal değişimlerden etkilenmemesi için kan akımını sabit tutabilmeye  

çalışılması olarak tanımlanır. Retina ve optik sinir başının bu yeteneğini bulunmaktadır.  

Retina kan akımı arteriol duvarını ve/veya vasküler endoteli çevreleyen retinal dokudan  

vazoaktif aminlerin salınımasıyla, miyojenik ve metabolik mekanizmaların harekete geçirilmesiyle  

otoregüle edilir. 

2.2.1. Metabolik Otoregülasyon  

Arteriyel kan akımında azalma, vazodilatatör ajanların lokal olarak salgılanmasına  

yol açar. Optik sinir mikrodamarlarında arterioler kontraksiyon, parsiyel oksijen basıncı ve  

arteriyel pC02 düzeyleri ile ilişkilidir. Yüksek CO2 düzeyi optik sinirin kan akımım arttırır. Hipoksik  

dokuda üretilen adenozinin, hipoksi ile indüklenen vazodilatasyondan sorumlu olduğu  

düşünülmektedir. Nöral nitrik oksit (NO), hiperkapnik vazodilatatör yanıtın önemli bir  

mediyatörüdür.18  

2.2.2. Miyojenik Otoregülasyon  

Otoregülasyonun miyojenik hipotezine göre, arteriyoller transmural basınç artışını  

kasılma ile yanıtlarlar.  Laplace bağıntısına göre; yükselmiş iç basınç damar duvarını  

gerdiği zaman duvar basıncı artar. Miyojenik otoregülasyonda, duvar basıncının yükselmesine,  

arteriyoler kasılma ile cevap verilir. Miyojenik kasılmayı başlatabileceği düşünülen en muhtemel  

mekanizmaların endotelyal faktörler olduğu tahmin edilmektedir. Damar düz kasındaki sodyum ve  

kalsiyum kanallarının bu kasılmada rolü büyükür. Damar düz kasında kasılmanın gerçekleşmesi  

için depolarizasyon gereklidir. Bu depolarizasyon hücre içinde Na +’un artması ile  

oluşur, artan Na+ hücre dışına atılırken, Na+- Ca ++ değişim sistemiyle hücre içine Ca++ 

alınır.  Hücre içi Ca ++ artışı ise damar düz kasında kasılmayı başlatır. Endotel kaynaklı hiperpolarize  

edici faktör (EDHF) gibi endotelyal faktörler, damar düz kas hücresinde Na+ / K+ pompasının  
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uyarılmasıyla hücre içindeki Na+' u azaltıp, hiperpolarize ederek damarın gevşemesine yol açar. 56 

2.2.3. Damarların Nörojenik Kontrolü  

Retina ve optik sinirin prelaminer bölgesindeki damarlarda nöral innervasyon bulunmaz.  

Servikal sempatik zincirin uyarılması, uveada bir bir vazokonstrüksiyon oluştururken, retina  

ve ön optik sinir kan akımı üzerine etkisizdir. Bununla birlikte, alfa ve beta adrenerjik  

reseptörler, retinal ve posterior silier damarlarında bulunmaktadır. Optik sinirin vazomotor  

kontrolünde bu reseptörlerin fızyolojik öneminin ne olduğu halen bilinmemektedir.   

 

2.2.4.Endotelyal Mediyatörler  

Prostanoidler, NO ve NO içeren bileşikler, düz kas hücre hiperpolarizasyon faktörleri ve  

Endotelinler  vazoaktif endotel türevi faktörlerdir. Damar duvarındaki lokal renin- anjiotensin sistemi  

de vazomotor kontrole katkıda bulunur. Prostasiklin ve NO vazodilatasyon sağlarlar. Damar endotel  

hücreleri vazokonstriktör maddeler de üretirler. Tromboksan A2 ve Prostaglandin H2  

vasokonstriksyon yaparlar. En güçlü vazokonstriktör bileşik ise endotelinlerdir. Endotelin-l,  

preproendotelin ve proendotelinden oluşur. Vazokonstriksiyon, fosfolipaz ara molekülü kullanılarak  

aktifleştirilen reseptörlerle yürütülür. Damar duvarındaki lokal renin-anjiotensin sisteminin de  

vazomotor sistemde oldukça etkilidir. Renin, anjiotensinojeni, anjiotensin-l'e çevirir.  

Anjitensin-2 biyolojik olarak inaktif anjiotensin- 1 'in, endotelyal hücre anjiotensin- konverting  

enzimi ile çevrilmesiyle meydana gelir. Anjiotensin-konverting enzimi ayrıca bradikinini inaktive  

eder, bu da prostasiklin ve NO artışını sağlayan bir peptid transmitterdir. 73  

 

2.3. Retinada İskemi-Reperfüzyon 

İskemi kelimesi ilk defa Yunanca “iskho” (engelleme) ve “hàima” (kan) kelimelerinde gelmektedir.  

İskemi, kan akımının dokuya gidememesi veya kan basıncındaki azalma sonucu glikoz ve oksijenin  

dokuya ulaşmasındaki ve metabolik artıkların dokulardan temizlenmesindeki zayıflama ile meydana  

gelen patolojik bir durumdur11(Aydemir, 2002).  Kan akımının tekrar başlamasına ise reperfüzyon  

denir. İskemi, anoksi ve hipoksiden farklıdır.  İskemi daima anoksi/hipoksiyi kapsar, 
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ancak anoksi/hipoksi oluşması için illa iskemi olması gerekmemektedir. Örneğin, yüksek rakımda  

O2 basıncının düşmesiyle görme olayının azaldığı hipoksi oluşabilir fakat burada iskemi mevcut  

değildir. Benzer bir şekilde anemi (hemoglobulinin azalması),  iskemide daima olurken  

bunun tersi söz konusu değildir87 (Osborne ve ark., 2004). 

İskemide doku 3 gereksinimden yoksun kalır; oksijen, gerekli metabolik maddeler ve 

atıkların uzaklaştırılması. Bu üç gereksinimin tamamen ya da kısmen olmaması, hemostazinin  

bozulmasına ve zamanla da dokunun hasara uğramasına neden olacaktır. Eğer bu durum uzun   

sürerse doku ölecektir87 (Osborne ve ark., 2004). 

İskeminin ilk etkisi mitokondrilerdeki ana enerji üretimi olan oksidatif fosforilasyonu bozar.  

Oksijen basıncının azalması sonucu oksidatif fosforilasyon ile ATP üretimi azalır vehücre içi ATP  

miktarı azalır. ATP miktarındaki azalmanın hücreiçindeki birçok sistemin çalışmasını bozar. Örneğin  

sitoplazmik serbest kalsiyum normaldeATP bağımlı kalsiyum taşıyıcıları ile hücre içinde oldukça düşük  

konsantrasyonda tutulur. İskemi ile meydana gelen ATP miktarındaki azalma sonucu, ATP bağımlı  

kalsiyumtaşıyıcıları çalışamaz ve hücre dışı kalsiyum plazma membranını geçerekhücre içinde  

kalsiyum konsantrasyonunu yükseltir. Bunu hücre içikalsiyumun da serbest bırakılması takip eder.  

Artan sitoplazmik kalsiyum sıra ilefosfolipazları, proteazları, ATPazları ve endonükleazları aktive eder.  

Bu enzimler de lipit, protein, ATP ve nükleik asitleri parçalayarak hücrenin ölümünü (apoptozis)  

başlatır.87 (Osborne ve ark., 2004). İskemik dokuda en büyük hasar reperfüzyondan sonra meydana  

gelir45 (Ishihara ve Nakano, 2000) çünkü reperfüzyon sonrası hücreye aşırı miktarda Ca++ girişi  

meydana gelir ve kalsiyuma bağlı yıkıcı enzimlerin aktive olmasıyla hücre yapı taşları zarar görür.  

Örneğin; fosfolipaz aktifleşerek hücre membran fosfolipitlerinden araşidonik asidi serbest kalmasını  

sağlar. Ayrıca iskemi sırasında ATP’ nin yıkılmasıyla hipoksantin ve ksantin gibi pürin metabolitleri  

oluşurken ksantin dehidrojenaz enzimi ksantin oksidaza çevrilir. Reperfüzyon esnasında sisteme  

yoğun O2 girişi, birikmiş pürinlerin hızlıca oksidlemesine ve ürat ve süperoksit anyonu oluşumuna  

neden olur. Oluşan süperoksit anyonu, endotelde demir tarafından katalize edilen reaksiyonlar ile  

toksisitesi yüksek hidroksil radikali üretimine sebep olur13 (Barry ve Grace, 1997). Retina, oksijen ve  

doymamış yağ asidi bakımından oldukça zengin olduğu için aşırı miktarda serbest radikal etkisine çok  
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açıktır. Bu durum retinayı iskemik hasardan daha çok etkilenmesine sebep olur87(Osborne ve ark.,  

2004). 

 

2.3.1. İskemik Retina Histolojisi  

2.3.1.1 Erken Dönem  

1- İnsanda retinanın retinal arteriollerce beslenen iç tabakalarında koagülasyon nekrozu meydana  

gelir. Arter tıkanıklığından sonraki ilk birkaç saatte nöronal hücreler ödemlenir. İntrasellüler şişme  

klinik olarak gri retinal opasitelerin sebebidir. Ganglion hücrelerinde piknozis meydana gelebilir.  

2-Eğer koagülasyon nekroz alanı küçük ve sınırlı ise klinik olarak yumuşak eksudalara neden olur.  

Klinikte atılmış pamuk manzarasını oluşturan yumuşak eksudalar, retinanın sinir lifleri  

tabakasında lokalize aksoplazmik debris birikimidir. Ganglion hücrelerinde aksoplazmik akım  

kesilmesi dolayısıyla oluşur. Retina sinir lifleri tabakasında aksonal akımın kesilip yumuşak  

eksudarın oluşmasında en sık sebebi iskemidir. Ancak fokal olarak aksonal akımın kesilmesine sebep  

olan herhangi bir neden de benzer birikimler meydana getirecektir. Mikroinfarktlar rüptüre olmuş ve  

şişerek büyümüş aksonların mikroskobik olarak görülen agregatlara (Cytoid bodies) dönüşmesine  

neden olur.  Akson içinde eozinofilik kitle görünmesi (nükleoid) hücre içindeki nükleusa benzediği için 

 cytoid terimi kullanılır. Cytoid cisimler internal limitan membranın hemen altında yer  

bulunurlar. Cytoid cisimlerle birlikte lokalize ödem mikroinfarkt alanlarını belirler.  

3-Eğer koagülasyon nekrozu alanı çok geniş ise klinik olarak  retina gri renk alır  ve  

arkadaki koroidal paternin maskelenmesine sebep olur. 128 

2.3.1.2. Geç Dönem (3.hafta)  

1 -Retina dış yarısı korunmuştur.  

2-Retina iç yarısı rölatif asellüler zon’a homojenize olmuştur. İç nükleer tabakada incelme  

meydana gelebilir. 

Glial hücreler de diğer retina elemanlarla birlikte öldüğü için gliozis meydana gelmez. Retina iç  

yarısındaki farklı tabakalar arasındaki sınırlar belirsizleşir. Shakip ve Ashton glial hücrelerin retina  

iskemisine en dirençli hücreler olduğunu ve Yanoff ve Fine' ın bulgularından farklı olarak deneysel  
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fokal iskemiden sonra 25. günde gliozis gördüklerini bildirmektedirler. Shakip ve Ashton 

histopatolojik çalışmalarında 7. günde basit şişmenin kaybolduğunu, makrofajların görülmeye  

başladığını, 2-4. haftalarda muhtemelen lokal proliferasyena bağlı makrofajların sayısında  

artışın dikkat çektiğini bildirmektedirler. 114 

 

2.3.2. Retinanın iskemiye direnci 

Çeşitli hayvan modelleri ve türler arası varyasyonlar dikkate alınarak yapılan 

çalışmalarda iskemik tolerans süreleri bulunmuştur. (Çizelge 2.1.). Tabloda 

değerlere dayanılarak retina yaşamının beyinden önemli derecede daha uzun olduğu 

ortaya çıkmıştır. Ayrıca retinanın dış tabakası iskemiye iç tabakasına göre daha dirençlidir. 

Dikkate alınması gereken önemli bir nokta da, miyoglobin ve hemoglobine benzer, 

sinire has bir solunum proteini olan nöroglobin retinada bol miktarda bulunmaktadır. 

Bu solunumu proteini kısmen retinal fotoreseptörlerde daha çok olup bu konsantrasyon  ve  

beyindekinin yüz katıdır111(Schmidt ve ark., 2003). Rat göz içi basıncının arttırılması gibi retinal ve  

koroidal tıkanmayla oluşan halongiotik retinal iskemi modelinde, fotoreseptörler retinanın iç  

bölgesinden daha az yapısal ve fonksiyonel hasara uğrar. Bunun tersine, merangiotik tavşan 

retinasında tam tersi olur.88,89 (Osborne ve Larsen, 1996; Osborne ve ark., 

1996). 

Vaskülerize olmuş retinada iskemiye direnç sürecinde gelişen olaylar net olmasa da fotoreseptörlerin  

nadir bir şekilde ortamdaki enerjiden anaerobik olarak faydalanmalarıyla bağlantılı olabileceği  

hipotez edilmektedir. Bu açıklama üç durumla açıklanabilir: 

1. Lokal enerji substratlarının bulunması (vitreusta önemli miktarda glukoz 

bulunmaktadır ve retinada da türler arası değişmekle beraber glikojen stoğu bulunmaktadır)59 

(Kuwabara ve Cogan, 1961) 

2. Bu enerji substratları retina iskemisinde kullanılılır126,54,125,51(Weiss, 1972; Kaskel ve 

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

3. İzole edilmiş retina, glukozun bol bulunduğu ortamda etkin bir şekilde glikoliz 
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yoluyla adenozin trifosfat (ATP) oluşturabilir. 

 

 

 

Çizelge 2.1. Retinal tolerans, iskemide geri dönüşümsüz hasar için geçen süre. (Hayreh ve 

Weingeist (1980)’den uyarlanmıştır.) 

Buchi ve arkadaşlarının 1991 yılında yaptığı bir çalışmada, göz içi basınç artışıyla ratlarda 

oluşturduğu iskemi modelinde, eğer % 0.9 NaCl yerine % 5 dekstroz kullanılırsa 

retinadaki iskemi sırasındaki hasarın belirgin bir şekilde daha az olduğunu göstermiştir.87 

(Osborne ve ark., 2004). Romano ve arkadaşlarının 1993 yılında yaptıkları başka bir 

çalışmada ise, fototromboz kullanarak sıçanlarda oluşturduğu iskemi modelinde 

yalnızca intravitreal tuz enjekte edilmesinin, glokoz enjeksiyonuna göre daha erken iskemik 

hasar oluşturduğunu göstermişlerdir. Benzer bir şekilde, Romano ve arkadaşlarının 

1998 yılında, izole edilmiş bir retina modeli kullanarak yaptığı başka bir çalışmada, 

glukozun belirgin bir şekilde eksitotoksik hasara neden olan N-methyl-D-aspartat 

(NMDA)’yı azalttığını göstermişlerdir87 (Osborne ve ark., 2004). 

2.3.3. Retinal iskemideki nörolojik mekanizmalar 

Memelilerdeki retinal iskemide geri dönüşümsüz morfolojik ve 

fonksiyonel değişimler meydana gelir. Bu değişimler; ATP stoklarının bitmesi, glukoz ve 

ATP’nin bulunmaması sebebiyle gerçekleşir, bu substratların azalması hemen ölüme neden 
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olmaz. Hücre ölümü, enerji kaybıyla meydana gelen karmaşık bir takım biyokimyasal 

olayların sonudur. Geçici iskemi peryodunu izleyen fonksiyonel zararlar ve 

doku hasarı, birbiriyle bağlantılı değişik etkileri yansıtır. Bu etkiler iyon hareketinde 

nörotransmitter ve metabolit konsantrasyonlarında çok ciddi değişiklikler oluşturur. (Şekil 

2.5.). 

Şekil 2.5. İskemideki iyon akışı87(Osborne ve ark., 2004). 

Reperfüzyon, iskemi sonrası geri dönüşümlü hasara uğrayıp kurtulan hücrelerin de zarar görmesine  

sebep olur. 1960’larda yapılan miyokardiyal çalışmalarda iskemik dokuya oksijen 

girişinin, oksijen eksikliğine direnç sırasında oluşan hasarı artırdığını göstermiştir50 

(Jennings ve ark., 1960). 

Geçen on yıl içerisinde yapılan çalışmaların büyük bir kısmında, iskemik nöronal 

hasarın mekanizmasının aydınlatılmasına çalışılmıştır, ancak hala hasarın oluş süreci 

hakkında bir konsensus bulunmamaktadır. Bu tartışma konularından birisi, iskemi 

esnasında belirgin bir şekilde hücre dışı konsantrasyonu artan glutamat ve aspartat 

hakkındadır.33,39,30 (Drejer ve ark., 1985; Hagberg ve ark., 1985; Davalos ve ark., 1997). Beyinde 

oluşturulan iskeminin erken fazında serbestleşen glutamatın, sadece oksijen 
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miktarının kritik olarak azaldığı bölgelerde değil, enerji metabolizmasının daha az 

bozulduğu bölgelerde de serbest bırakıldığı tahmin edilmektedir. Bununla birlikte glutamat 

ve aspartatın, nöronal iskeminin patofizyolojisindeki rolleri hala tam olarak belirgin değildir. Ek 

olarak, nöronal bölge (gri madde) ve aksonlar (beyaz madde) iskemiden kesinlikle aynı 

şekilde etkilenmemektedir87(Osborne ve ark., 2004). 

Retina hücrelerindeki besin/oksijen yetersizliğinin patolojik etkilerini sıralarsak, öncelikle fizyolojik  

şartlar altındaki bu dokunun metabolik fonksiyonunun akla getirilmesi gerekir. Retinadaki bütün  

hücreler glukozu yüksek derecede kullanırlar, fakat metabolik aktiviteleri daha yüksek olan  

fotoreseptörler bu şekeri daha fazla kullanırlar 16,40 (Berman, 1991; Harding, 1997).  

Yapılan bir çalışmada retinal Müller hücrelerinin öncelikle glukozu, bir monokarboksilik asit olan  

laktat ve pirüvata metabolize ettiği görüldü. Sinirler için laktat ve pirüvat, glikolize gerek duymadan,  

monokarboksilat taşıyıcıları tarafından oksidatif metabolizmanın devamını sağlar. (Şekil 2.6.)100,120,101  

(Poitry Yamate ve ark., 1995; Tsacopoulos ve ark., 1997, 1998; Poitry ve ark., 2000). 

 

Şekil 2.6. Glutamat- Laktat mekanizması87 (Osborne ve ark., 2004). 

2.3.4. İskemik tolerans 
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İskemik tolerans, dokunun iskemiye karşı daha ne kadar dayanıklı olduğunu gösteren bir süreçtir.  

Tolerans, iskeminin hemen öncesinde oluşan bir ön uyarım olarak da tanımlanabilir. Bu olay ilk olarak  

kalpte tanımlanmış80 (Murry ve ark., 1986) olup beyinde ve son zamanlarda retinada olduğu  

görülmüştür. Retinanın iskemiye dayanıklılığı, iskeminin veya hipoksinin138 (Zhu ve ark., 2002) kısa bir  

peryodunda in vivo olarak gösterilmiştir35,109,135(Ettaiche ve ark., 2001;  

Sakamoto ve ark., 2001; Zhang ve ark., 2002). Öldürücü olmayan düzeydeki 

ve kısa süreli hipoksi in vitro şartlarda, retinal ganglion hücre ölümüne neden olan anoksiye karşı 

kısmen koruyucu rol oynar22(Caprioli ve ark., 1996). Bu sinirsel koruyucu mekanizma henüz tam 

olarak anlaşılmamıştır87(Osborne ve ark., 2004). 

Roth ve arkadaşları 1998 yılında, bu sinirsel koruyucu mekanizmanın, bilinen 

herhangi bir koruyucudan daha iyi koruyucu olduğunu bildirmiştir87(Osborne ve ark., 2004). Daha  

sonraki araştırmalarla, retinadaki ön uyarımın, merkezi sinir sisteminin diğer kısımlarındakinden farklı  

olmayan bir mekanizma ile meydana geldiğine dair veriler bildirilmiştir. 63,64,35(Li ve Roth, 1999; Li 

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

 

2.3.5. Retinal iskemideki seçici hücre ölümü (Apoptozis) 

Retinada oluşan iskeminin bu dokudaki hücrelerin azalmasına neden 

olduğu bilinmektedir87(Osborne ve ark., 2004). 1993 yılında, tavşan retinasında basınçla 

oluşturulan iskemik hasarın retinanın her bölgesinde aynı olmayan etkiler gösterdiği bildirilmiştir70  

(Marmor ve Dallal, 1993). Bu etki, oküler iç basıncın düzensiz etkisi ile değil daha çok retinanın  

bölgesel olarak iskemiye farklı duyarlılık göstermesinin bir sonucudur. Bu farklılık, retinadaki lokal 

hücresel metabolizmaların aynı olmayışından veya lokal hücresel iyileşme potansiyelinden 

meydana gelir, fakat daha çok lokal damar ağı yapısındaki değişimden kaynaklanmaktadır. Tavşan  

retinasının tek vasküler sisteme sahip olması103 (Prince,1964), basınçla oluşturulan düzensiz hasara  

daha açık olmasına neden olur. Bu şartlaraltında duyarlılık, kılcal damarlanmayla doğru orantılıdır.  

Kılcal damarlarbakımından daha zengin olan retinal doku, daha yüksek oranda O2’ye ihtiyaç duyar ve  

retinal kan akımının azalmasına karşı daha dayanıksızdır. İnce olan tavşan retinası, artan oküler iç  
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basınç ve bu yapısal sınırlamanın oluşturduğu hasardaki bölgesel farklılık nedeniyle, mekanik hasara  

daha duyarlıdır87(Osborne ve ark., 2004). 

 

 

Şekil 2.7. İskemideki biyokimyasal süreç 

İskemi-reperfüzyonu izleyen hücre ölümünde apoptozis önemli rol oynar. Hücrelerin yaşayabilmesi  
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için, reperfüzyonla glukoz ve oksijen stoklarının yenilenmesi ile sağlanır. Bununla birlikte, reperfüzyon  

aynı zamanda, apoptotik sürecin hızlanması ve apoptozisin gerçekleşmesi için gerekli enerjiyi de  

yeniler.(Şekil 2.7)34(Eefting ve ark., 2004) . 

Sıçanlarda, iskeminin apoptoza ve nekroza neden olduğu bildirilmiştir. İki saatlik bir iskemi  

sürecindeki apoptoz ve nekroz oranları ölçülmüş ve apoptoz oranının nekroza oranla çok fazla olduğu  

gösterilmiştir. Hücre ölümünün %14’ü nekroz olmasına karşılık %86’sı apoptoz olmaktadır.  

Apoptoz olarak başlayan hücre ölümünün nekroza dönüştüğü de görülmüştür34(Eefting  

ve ark., 2004). 

Diğer çalışmalarda, apoptozun 45 dakikalık iskemiden sonra başladığı gösterilmiştir. İskemide  

apoptoz sonrası gelişen, mitokondriyal fonksiyon bozukluğu, sitokrom C’nin serbest  

bırakılmasına ve bunun da kaspaz aktivasyonunu başlattığını gösteren birçok delil elde  

edilmiştir17,34(Borutaite ve ark.,2003; Eefting ve ark.,2004). 

 

2.4. VEGF 

VEGF ilk olarak 1983'de vasküler geçirgenliği artıran tümör kaynaklı bir molekül olarak bulunmuştur. 

VEGF, PDGF ailesinin dahil olup patolojik anjiyogenez ve embriyonik vaskülogenezde etkilidir.      

VEGF' nin VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, viral VEGF homoloğu VEGF-E olmak üzere beş ayrı VEGF 

proteini vücutta mevcuttur.37 Ayrıca plasental büyüme faktörü (PIGF) de VEGF ailesine dahil olup her 

birinin VEGF reseptörlerine bağlanma eğilimleri farklıdır. VEGF düzeyleri hipokside artmakta ve düşük 

oksijen basıncında VEGF'ye bağlı anjiyogenik reaksiyonlar meydana gelmektedir.5 VEGF-A neoplastik, 

enflamatuar ve vasküler göz ve diğer organ hastalıklarında patolojik anjiyogenezin oluşumunda temel 

faktördür. VEGF-A akciğer, meme, mesane, böbrek kanserleri ve gliyoblastoma multiforme gibi birçok 

tümörde yüksek miktarlarda salgılanmaktadır. Aynı olay iskemi sonrası kollateral kardiyak damar 

oluşumu ve romatoid artrit ve psöriasiz gibi enflamatuar hastalıklarda da oluşur. VEGF-C ve VEGF-D 

proteinlerinin kanser anjiyogenezi ve lenfanjiyogenezindeki yaptıkları çeşitli araştırmalara konu 
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olmuştur.42 PIGF ise artmış vasküler geçirgenlik, proliferasyon, kemotaksis ve anjiyogenezi uyarmakta 

ve birçok patolojik kaskatta VEGF-A ile beraber rol almaktadır.138 

VEGF-A geninin alternatif mRNA bölünmesi ile biyolojik olarak aktif dört majör insan izoformu 

meydana gelir. Bu izoformlarda 121, 165, 189 ve 208 amino asit bulunmaktadır. VEGF 165 insan 

gözündeki en fazla olan izoformu olup heparin bağlayan komodimerik 45 kilo dalton ağırlığında bir 

glikoproteindir. Bu izoform salınabildiği gibi bir kısmı ise hücre yüzeyi ve hücre dışı matrikse bağlı 

bulunur. VEGF 189 ve VEGF 208 de güçlü heparin bağlayıcı özellikleri olup hücre dışı matrikste bağlı 

bulunur. VEGF 121 ise salgılanmakta ve heparine bağlanmamaktadır. VEGF 165' in patolojik 

neovaskülarizasyona sebep olduğu VEGF 121' in ise normal retinal vasküler fonksiyon için görev aldığı 

tahmin edilmektedir. 96,47 VEGF endotel hücrelerini selektif olarak iki farklı reseptörü aracılığıyla 

uyarır. VEGFR-l, VEGFR-2 ve VEGFR-3 reseptörleri ligandın bağlanması ile sinyal iletim kaskadını 

başlatır. VEGFR-2' nin anjiyogenez sinyalini oluşturan ana reseptör olduğu düşünülmektedir. 

Anjiyogenezi indüklemesi ile beraber VEGF-A vasküler endotel hücrelerinde porların oluşumuna yol 

açarak vasküler geçirgenliği de arttırmaktadır. Bu etkiyi endotel hücreleri arasındaki bağlantıların 

düzenini değiştirirerek yapar. Neovasküler oküler hastalıklarda yeni oluşmuş ve geçirgen vaskülar 

yapı sebepli ödem retina anatomisini değiştirmekte ve görmeyi ciddi oranda azaltmaktadır. Buna ek 

olarak VEGF-A düzeyleri pro-enflamatuar sitokinler (TNF-alfa, IL-6, IL-8, IL- 1 alfa, IL- 1 beta ve 

onkostatin M) uyarılarıyla yükselmekte ve lokal anjiyogenez ve enflamasyonun hızlanması ve 

güçlenmesiyle sonuçlanmaktadır. VEGF' nin özellikleri Tablo 1' de belirtilmiştir. VEGF'nin anjiyogenezi 

ve hücre mitozunu güçlü bir şekilde uyararak apoptozisi önler ve böylece endotel hücre sağ kalımını 

arttırır. Buna ek olarak VEGF endotel hücre prekürsörleri için bir kemoatraktan olup, kemik iliğinden 

hareketlenmelerini ve farklılaşmalarını uyarmaktadır. Kemik iliği kaynaklı endotel hücre 

preskürsörlerinin adenoviral vektör enjeksiyonu ile ekspres e olan VEGF 165' e cevap olarak bir araya 

gelmesinin tümör anjiyogenezi ve KNV oluşumu için yeterli ve gerekli olduğu fare modellerinde 

gösterilmiştir. VEGF vasküler geçirgenliğin güçlü bir uyarıcısı olduğu için KNV gelişiminde oldukça 
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önemlidir. VEGF'e cevap olarak mikrovasküler endoteldeki fenestrasyonların oluşumuyla vasküler 

geçirgenlik artar.72,132,105,77,46,6,36 Retinal damarsal geçirgenlik artışının araştırıldığı bir hayvan 

modelinde intravitreal VEGF enjeksiyonunu sonrası VEGF'e yanıt olarak artan hücreler arası adezyon 

molekülü-l (ICAM-1) yoluyla lökositlerin vasküler geçirgenliği arttırdığı ve kapiller nonperfüzyona 

sebep olduğu bildirilmiştir76. Lökositler kendileri de VEGF salgılayarak bu faktörün konsantrasyonunu 

arttırabilirler. Buna ilaveten VEGF' nin özellikle 164 izoformunun pro-enflamatuar aktivitesi patolojik 

oküler neovaskülarizasyonun artmasına yol açmaktadır.124 VEGF' nin nöron ve çoğalan Schwann 

hücreleri yaşamını uzatma yeteneğiyle nöroprotektif özellikleri mevcuttur. Retinal iskemi ve 

reperfüzyon modelinde intravitreal olarak uygulanan VEGF 164 ve 120 apoptotik retina hücrelerinde 

doza bağımlı protektif etkisi izlenmiştir. Bu koruyucu etki tüm VEGF izoformlarının blokajı ile inhibe 

olurken, yalnız VEGF 164 bloke edildiğinde ise koruma devam etmektedir. VEGF 164 dışındaki VEGF 

izoformlarının nöroproteksiyonda önemli oldukları için tüm izoformları bloke eden oküler terapötik 

ilaçların kullanımından kaçınılmalıdır.117 VEGF indirek mekanizmalar yoluyla da anjiyogenezin de 

başlamasına yol açar. Endotel hücrelerince salgılanan hücre dışı matriksin yıkılmasını sağlayan doku 

metalloproteinazların düzeyi VEGF tarafından arttırılarak yeni damarların dokuyu invazyonununa izin 

verilir. Buna paralel olarak endotel hücreleri tarafından üretilen doku metalloproteinaz 

inhibitörlerinin (TIMPs) VEGF salınımı sonrası azaldığı görülmekte, bu şekilde anjiyogenik süreç 

hızlanmaktadır62. Son olarak VEGF nitrik oksit ekspresyonunun bir düzenleyicisi olan endotelyal nitrik 

oksit sentetaz enziminin ki bu enzim endotel hücre proliferasyonunun önemli bir mediyatörüdür, 

üretimini indüklemektedir.   
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2.4.1. VEGF ve Neovasküler Oküler Hastalıklar 

Preklinik ve klinik çalışmalardan elde edilen veriler VEGF-A' nın neovasküler göz hastalıkları 

patogenezinde çok önemli role sahip olduğunu göstermiştir.  Kornea, iris, retina ve koroid 

neovaskülarizasyon modellerinde yapılan detaylı çalışmalar VEGF' nin neovaskülarizasyon ve artmış 

vasküler permeabilite ile karakterize olan göz hastalıkların oluşmasındaki rolü belirtmektedir. Bu 

çalışmalar VEGF düzeylerinin oküler vaskülarizasyonda yükseldiğini, deneysel olarak arttırılan VEGF 

miktarının ise oküler neovaskülarizasyon meydana getirdiğini ve VEGF etkisinin inhibisyonunun oküler 

neovaskülarizasyonu durduğunu yada azalttığını göstermiştir. Ayrıca bu araştırmalar sonucunda KNV 

gelişimini etkileyen VEGF ve diğer molekülerlerin rol aldığı proseslerin de incelenmesine sebep 

olmuştur. Klinik çalışmalarda yaş tip YBMD olan hastaların gözlerinden çıkarılmış KNV 

membranlarında artmış VEGF-A ekspresyonu bulunmuş olup, aynı gözlerin retina pigment epiteli ve 

subfoveal fibroblastlarında benzer duruma rastlanmıştır. VEGF-A,  subretinal neovaskülarizasyorı, 

diabetik retinopati, santral retinal ven tıkanıklığı, retinal ven dal tıkanıklığı, iris neovaskülarizasyonu, 

retina dekolmanı ve prematürite retinopatisi olan gözlerde de yüksek miktarlarda bulunmuştur.  

VEGF düzeylerinin proliferatif diabetik retinopati ve iskemik santral retinal ven tıkanıklığı olan 

hastaların oküler sıvılarında yüksek miktarlarda bulunduğu, ancak oküler neovaskülarizasyonu 

olmayan kişilerde düzeyinin artmadığı görülmektedir.58,60,127,3,4,85,75 Retina venlerinin laser yardımıyla 
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oklüzyonu sonrası oluşan iris neovaskülarizasyon modelinde VEGF düzeylerinin neovaskülarizasyon 

arttıkça aynı oranla yükseldiği gösterilmiştir.32 Retina pigment epitelinin VEGF düzeylerini kontrol 

ettiği düşünülmektedir. İskemik retinal bozukluklarda oluşan hipoksi sonrası kültüre edilmiş retina 

pigment epiteli tarafından VEGF sekresyonunun önemli miktarda arttığı bildirilmiştir86. 

 

2.4.1.1. VEGF ve Korneal Anjiyogenez 

Korneada VEGF epitel, stroma ve endotel tarafından salgılanır. Limbal damarların endotelinden ve 

yeni oluşan stromal damarlardan ve zayıf olarak keratositler tarafından da ekprese edilmektedir. 

Enflame olan bir korneanın üzerindeki skar dokusundaki makrofaj infiltratlarına komşu epitel 

hücreleri ve vasküler endotel hücrelerinde VEGF salınımı yüksek miktarda olmaktadır. VEGF-l ve 

VEGF-2 reseptörlerinin ise enflame kornea stroması üzerinde oluşan yeni damarların endotel 

hücrelerinde yüksek oranda eksprese edildiği bildirilmiştir.97 

 

2.4.1.2.VEGF ve Retinal Anjiyogenez 

Retinadaki birçok hücre tipi VEGF salgılar. Retina pigment epiteli, perisitler, endotel hücreleri, glial 

hücreler, Müller hücreleri, ganglion hücreleri bu hücreler arasında sayılabilir. Bunlar arasında Müller 

hücreleri ve retina pigment epitelinin retinadaki VEGF miktarını belirleyen ana kaynaklar olduğu 

tahmin edilmektedir. VEGF' nin primer hedef ise endotel hücresidir. Normal yetişkin retinasında VEGF 

ganglion hücre tabakası, iç nükleer tabaka ve retina pigment epiteli tarafından çok düşük miktarlarda 

salgılanır. Oküler sıvılardaki VEGF düzeyleri de eser miktardadır. Son yıllarda VEGF' nin retinal 

neovaskülarizasyon gelişimindeki rolü diabetik retinopati, santral retinal ve retina ven dal 

tıkanıklıkları ve prematürite retinopatisi gibi hastalıkları içeren birçok farklı çalışmada bulunmaya 

çalışılmıştır. Diabetik retinopatideki görme kaybının sebebi retinal vasküler yüksek geçirgenlik sonucu 

oluşan diabetik makula ödemi ve retina neovaskülarizasyonlarıdır. Güçlü bir anjiyogenik uyarıcı ve 
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vasküler geçirgenlik faktörü olan VEGF bu durumların ana sorumlusudur. Birçok çalışmada diabetik 

retinopatili hastaların vitreus ve retinasında VEGF miktarının arttığı ve bu yükselmenin diabetik 

retinopati şiddeti ile doğru oranda olduğu bildirilmiştir.38,49 Uygulanan laser fotokoagülasyon sonrası 

VEGF düzeylerinin düştüğü saptanmış olup, bu durum retina neovaskülarizasyonu gelişiminin ya da 

gerilemesinin VEGF düzeyleri ile çok yakın ilişkili olduğu tezini güçlendirmektedir. Aynı şekilde 

diabetik maküla ödeminin derecesi arttıkça aköz hümördeki VEGF düzeylerinde de benzer şekilde 

yükseldiği gösterilmiştir.65 Günümüzde retina neovaskülarizasyonu ile seyreden hastalıkların başında 

gelen diabetik retinopati ve retina ven tıkanıklıklarında anti VEGF tedavisi endikasyon dışı olarak 

uygulanmakta ve klinik kullanımda olan üç ilaç (bevacizumab, ranibizumab, pegaptanib) ile değişik 

oranlarda da olsa başarılı sonuçlar bildirilmektedir.8 Aynı zamanda prematüre retinopatisi, Coats 

hastalığı, familial eksüdatif vitreoretinopati, inkontinentia pigmenti gibi pediatrik vitreoretinal 

hastalıklarda kullanımının yararlı olabileceğini gösteren çalışmalar mevcuttur.65 

 

 

2.4.1.3. VEGF ve Koroidal Anjiyogenez 

Yaşa bağlı maküla dejenerasyonu olan hastalardan cerrahi olarak çıkarılan subfoveal fibrovasküler 

membranıarda ve bu membranıarı çevreleyen doku ve retina pigment epiteli hücrelerinde VEGF ve 

VEGF reseptör miktarları yüksek olarak bulunmuştur. Deneysel çalışmalarda VEGF'in KNV gelişimi için 

ana faktör olduğu gösterilmiş olup KNV patogenezindeki bu önemli rolü bu hastalıkta anti-VEGF 

tedavilerinin artmasına yol açmıştır. Genetik vaka kontrol çalışmaları VEGF geninin bireyin YBMD 

hastalığına yakalanma oranını arttırabileceğini göstermiştir. Yaş tip YBMD ile ilişkili spesifik VEGF-A 

haplotipleri bulunmuştur. Patolojik oküler neovaskülarizasyon ile artmış VEGF-A ekspresyonu 

arasındaki kuvvetli ilişki koroid neovaskülarizasyonu ile ilişkili hastalıklarda anti- VEGF tedavilerin 

denenmesini gündeme getirmiş ve bu tedaviler ile başarılı sonuçlar elde edilmiştir. Günümüzde 
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yaygın olarak kullanılan üç anti-VEGF ajan özellikle YBMD tedavisinin temelini oluşturmaktadır. Bu 

ajanlardan ikisi olan pegaptanib ve ranibizumab bu hastalığın tedavisinde FDA onaylı kullanılmaktadır. 

Diğer bir anti-VEGF ajan olan bevacizumab ise endikasyon dışı olarak klinik kullanımda olup, etkinliği 

aynı olduğu gibi maliyetinin de az olması sebebiyle birçok hekim tarafından tercih edilmektedir.52 

 

 

 

 

2.5.Bevacizumab 

Judah Folkman'ın 1971 yılında anjiogenezin inhibisyonu ile ilgili hipotezinden sonra 1983 yılında Mass 

ve arkadaşlarının çalışmasında tümör dokularının vasküler endotelyal büyüme faktörü (vascular 

endothelial growth factor-VEGF) salgıladığı bildirilmiştir. 1989 yılında birtakım deneysel çalışmalar 

için laboratuvarda VEGF üretilmesi başlamıştır. Antianjiogenik ajanların kanser hastalarındaki tedavi 

edici etkisi ile ilgili ilk çalışmalar ise 1990'lı yıllarda başlamıştır. Bu çalışmalar VEGF'ye karşı 

monoklonal antikorların (mAB) kullanımının in-vivo olarak tümör büyümesini durdurduğunu ya da 

yavaşlattığını göstermiş, bu da bevacizumabın geliştirilmesine sebep olmuştur. Bevacizumabla ilişkili 

faz I çalışmalar 1997 yılında olurken, Şubat 2004'te FDA Genentech sponsorluğunda yürütülen faz III 

çalışma sonuçları sonrası metastatik kolorektal kanserli hastalarda standart kemoterapiye 

bevacizumabın da eklenmesine izin vermiş ve ayda iki kez infüzyon şeklinde, 5FU ile kombine 

kullanımının ilk tedavi seçeneği olmasını onaylanmıştır. Faz III klinik çalışmalarda bevacizumabın 

meme, akciğer ve böbrek kanserlerinde de etkisine de bakılmıştır. Hiçbir klinik çalışmada, antikora 

karşı immünojenik cevap oluşmamıştır.44 Bevacizumab, VEGF'ne spesifik olarak bağlanan ve VEGF-

A'nın tüm izoformlarını bağlayan rekombinant insan monoklonal antikorudur. Klinik olarak kullanıma 

giren ilk antianjiogenik moleküldür. Bevacizumab fare epitoplarının insanlara uygulanması sonrası 
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fareden VEGF'ye karşı meydana gelmiş bir molekül olup insan bağışıklık sistemine uygun hale 

getirilmiştir. Aminoasit diziliminin %93'ü insandan ve % 7si fareden köken almaktadır. Üretildiği 

ajanla aynı biyokimyasal ve farmokolojik özellikleri aynı olmasına rağmen daha az immün cevab 

meydana getirir ve daha uzun ömürlüdür. İlacın farmakolojik ve farmokodinamik özelliklerinin tespit 

edilmesi ve ilacın oluşturulması aşamasında yapılan çalışmalar bevacizumab ve farelerde üretilen 

eşdeğeri olan muMAbA.4.6.1 (murine anti-human VEGF monoklonal antibody) üzerinden 

yürütülmüştür. Yapılan çalışmalarda bevacizumab ve muMAbA.4.6.1'in insan VEGF'sinin bütün 

formlarını çalışmalardaki sırasıyla 1.1 ve 0.8 nmollL (Kd) değerinde inhibe ettiği bildirilmiştir. İn vitro 

koşullarda VEGF ile uyarılmış endotel hücre proliferasyonu bevacizumab ve muMAbA.4.6.1 

tarafından 50±5 ve 48±8 ng/ml değerinde inhibe edilmiştir. Yapılan ilk çalışmalarda muMAbA.4.6.1, 

farelere aktarılmış rhabdomyosarkom ksenogreft modelinde de araştırılmıştır. muMAbA.4.6.1, 2.5 

mg/kg üzerindeki dozlarda neovaskülarizasyonu tamamen inhibe etmiş, damar geçirgenliğini, damar 

çapını, tümörlü dokuda damar yoğuluğunu ve kıvrımlanmasının düzeyini azaltmıştır. Hücreler arası 

sıvı basıncını düşürdüğü de bildirilmiştir. Bevacizumab ve muMAbA.4.6.1 insan hücrelerinde, 

dokularında ve insan VEGF formlarında karşılaştırıldığında farmakolojik olarak birbirine benzer 

bulunmuştur. Bu ajanlarla yapılan tek ilaç tedavisi ile tümör lokalizasyonundan bağımsız olarak 

yaklaşık yirmi değişik insan tümör hücresinin büyümesinin yavaşladığını ve tümör metastazlarının 

küçüldüğü ya da tamamen yok olduğu gösterilmiştir. Maksimum inhibisyon dozu haftada iki kez 1 - 2 

mg/kgdır. Bevacizumab, VEGF'nin endotel hücreleri üzerindeki reseptörlerine bağlanmasını 

engelleyerek endotel hücrelerinin proliferasyonuna sebep olan reseptör dimerizasyonunu ve buna 

bağlı olarak transfosforilasyon yoluyla aktivasyonunu ve hücre içi aktivasyonu durdurmaktadır. 

Üzerinde iki adet antijen bağlanma alanı (Fab ve Fe – iki adet VEGF bölgesi) bulunur. Molekül ağırlığı 

140 kDa'dur. Bevacizumabın molekül ağırlığı büyük olduğu için antikorun antijen bağlayan kısmının 

pepsin ayırma yöntemiyle parçalanmasıyla elde edilen monoklonal antikor parçasının intravitreal 

uygulanmasının daha etkili olacağı düşünülmüştür. Bu hipotezin ışığında insan VEGF'sine-karşı 

fareden elde edilen monoklonal antikorun antijen bağlayan parçasının ayrıştırılmasıyla ranibizumab 
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(Lucentis®) elde edilmiştir. Bevacizumab ile ranibizumab akraba olsalar da farklılıkları çoktur. 

Ranibizumabın molekül ağırlığı 48 kDa'dur. Bağlanma yeri monoklonal antikor prekürsörü olduğu için 

bevacizumaba göre çok küçüktür. İçerdiği aminoasit modifikasyonlarından dolayı, bevacizumabın Fab 

kısmı ile karşılaştırıldığında VEGF'ye affinitesi daha yüksektir(140 kat). Mordenti ve arkadaşları 

70kD'den daha büyük molekül ağırlıklı moleküllerin (tam uzunluktaki antikorların) iç limitan 

membranı (İLM) geçip subretinal aralığa ulaşamadıklarını bildirmişlerdir.78 Bevacizumabın molekül 

ağırlığı büyük olduğu için, vitreus içine verildiğinde retinaya veya retina altı boşluğa geçişi zor 

olmaktadır. Ancak yapılan deneysel çalışmalarda intravitreal enjeksiyon sonrası bevacizumabın da 

retinayı geçebildiği bildirilmiştir. Ayrıca zaten bevacizumabın klinik kullanımı sonrası hemen cevap 

alınması bu ilacın bir şekilde iLM'yi geçtiği hipotezini güçlendirmektedir. Bunun sebepleri 

düşünüldüğünde iLM geçirgenliğinin yaşla beraber artması, İLM penetrasyon çalışmalarında 

kullanılandan 50 kat daha fazla bevacizumab kullanılması ve maküladaki İLM'nin perifer İLM'ye göre 

daha geçirgen olması akla gelmektedir. Ek olarak 76 kDa'dan daha büyük moleküllere karşı difüzyon 

bariyeri görevi gören iç pleksiform tabakanın yokluğu da, bevacizumabın foveadan geçişinin 

artmasına sebep olmaktadır. Bazı yazarlara göre ise sadece vitreustaki VEGF'nin önlenmesinin bile 

hastalığın tedavisinde yeterli olabileceğini belirtilmektedir.43 

Bevacizumabın göz dokularına dağılıması ve farmakokinetiği ile ilgili çalışmalar Rhesus 

maymunlarında bevacizumab ve bevacizumabın Fab fragmanı ile yapılmıştır. Fab fragmanın vitreusta 

yarı ömrü 3.2 gün, bevacizumabın tamamı kullanıldığında ise yarı ömrü 5.6 gün olarak bulunmuştur. 

Yine aynı çalışmada Fab fragmanının subretinal alana 1. haftada ulaşabilirken ve ortalama 1 hafta o 

bölgede bulunabildiği gösterilmiştir.78 Yarılanma ömrünün uzun olduğu için bevacizumabın daha 

düşük dozlarda da başarılı sonuçlar verebileceği düşünülmektedir. Molekül ağırlığının büyük olmasına 

rağmen antikorun tamamının intravitreal olarak kullandığı zaman sistemik dolaşımda çok küçük 

miktarlarda saptanabilirken, sadece Fab kısmı uygulandığında sistemik dolaşıma geçmediği 

bildirilmiştir. Göz içine verilen antikorun yıkılamaması sebebiyle antikorun biyolojik aktivitesi göz 

içindeki konsantrasyonuna bağlıdır. Yapılan başka bir çalışmada tek bir bevacizumab enjeksiyonu ile 
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ortalama 27-38 gün süresince biyolojik bir etki elde edilebileceği gösterilmiştir. Tüm bu özellikleri bir 

araya getirildiğinde klinik uygulamalarda bevacizumabın 1.25 mg dozunun yeterli olabileceği 

hesaplanmış ve bu da birçok klinik çalışmada desteklenmiştir. Tekrar enjeksiyonun süresinin ise ilacın 

biyolojik aktivitesi göz önüne alınarak 4-5 hafta olduğu bildirilmiştir.69 

3.GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. DENEKLER 

Bu çalışmada,  18 adet, Wistar cinsi, albino, 4- 6 aylık, yaklaşık 200-300 gr. ağırlığındaki sıçanlar 

kullanıldı. Denekler, standart kafeslerde 7’li gruplar halinde, standart yem ve su verilerek, ısısı (21 ± 2 

ºC) ve nem oranı kontrollü odalarda barındırıldı. Odanın aydınlatması floresan ışık ile sağlandı ve her 

12 saatte bir (06:00 – 18:00) açıp kapama döngüsü gerçekleştirildi. 

   

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

olarak önce iki gruba ayrıldı.  

 

Altışar denekten oluşan üç grup; 

1. Gözlerine sadece sham uygulanan (sadece ön kamaraya maintainer girişi yapılıp, İ&R modeli 

oluşturulmayan), herhangi bir tedavi verilmeyen ve 2. gün sakrifiye edilen denekler (Kontrol grubu- K; 

6 denek) 

2. İskemi Reperfüzyon yapılan ve 2 gün sonra sakrifiye edilen denekler (retinal iskemi ve 

reperfüzyon grubu- İ & R; 6 denek)  
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3. İskemi Reperfüzyon uygulanmadan 2 gün önce intraokuler 1,25 mg (0,05ml) Bevicizumab 

infüzyonu tedavisi yapılan ve İ & R uygulandıktan 2 gün sonra sakrifiye edilen denekler (I&R + Bev 

grubu ; 6 denek) 

 

İskemi - reperfüzyon oluşturulduktan 2 gün sonra kardiyak gluteraldehit perfüzyonu yöntemi 15,74 ile 

fikse edilip sakrifiye deneklerin  sağ göz küreleri, enükleasyon işlemi uygulanarak, histolojik 

incelemeye alındı. 

 

3.2. AKUT RETİNAL İSKEMİ MODELİ 

Sıçanlara, ketamine (100 mg/kg) ve klorpromazine (25 mg/kg) karışımı anestezik madde 

intraperitoneal enjeksiyonla verildi. Gözlere de %0,5 proparacaine göz damlası damlatılarak topikal 

anestezi sağlandı. Gözler %0.5 tropikamid ve %2.5luk fenilefrin hidroklorid ile dilate edildi. Genel 

anestezi altında ön kamaraya 30 gauge kanülle girilerek tubing setle ön kamaraya saline solüsyonu 

verildi. Kanülle saline verilen gözün basıncı en az 90 mmHg olmasını sağlayacak şekilde serum şişesi 

denekten 100 cm yükseklikte 45 dakika bekletildi. Retinal iskemi, direkt oftalmoskopla retinanın 

beyazlamasının gözlemlenmesi ile doğrulandı. Reperfüzyon ise kanül çekildikten sonra retinal reflenin 

kendine özgü rengine dönmesinin gözlemlenmesi ile doğrulandı 110. Deneklerin 48 saat 

reperfüzyonuna izin verildi.  

 

3.3. SAKRİFİKASYON VE KARDİAK PERFÜZYON 

Perfüzyon ile tespitin başlamasından 15 dakika önce, sıçanlara anestezi öncesi 150U/kg 

intraperitoneal heparin verilerek 10 dk. süreyle antikoagülan etkinin oluşması beklendi. Daha sonra 

intraperitoneal uygulanan 2 mg/kg Sodyum pentotal ile anestezi gerçekleştirildi. Anestezinin 
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gerçekleştiği doğrulandıktan sonra sıçanların ekstremiteleri ve kuyrukları kesim panelleri üzerine 

geniş yapışkan bantlarla tespit edildi. V kesi ile sternum kaldırılarak toraks boşluğu açıldı. Kalbin 

tepesinden 18 gauge kelebek iğne ile girilerek sol ventriküle dikkatli bir biçimde yerleştirildi. Daha 

sonra sağ atriyum kesildi ve üç yollu kanülden önce 10 dk süreyle %0,9 NaCl verildi. Perfüzyon aparatı 

bir litrelik iki adet serum şişesi ve bunlara bağlı üç yollu i.v. kanülden oluşmaktaydı. (Caire klempli 

Venoset; 150 cm., 15 damla/ml). İntravenöz serum şişeleri sıçanların perfüze edileceği tezgâhın 

yaklaşık 120–125 cm yukarısına asıldı. Şişelerden birisinde %0,9 Na klorür diğerinde ise kakodilat 

tamponu içinde %2,5’lik glutaraldehit konuldu (0.05 M Na kakodilat; pH = 7,3–7,4) glutaraldehyde 

(EM teknik derecesinde; pH 7.4). Üçlü vananın çıkışına, distal ucunda 18-gauge iğne bulunan, iç çapı 

3.0 mm ve boyu 15–30 cm olan propilen bir boru bağlandı. Sağ atriyumdan akan sıvının berraklaştığı 

görüldüğünde kanülün vanası diğer girişe çevrilerek fosfat tamponu içinde %2,5 glutaraldehid 

çözeltisi 35 damla/15 sn olacak şekilde verilmek suretiyle 25 dk. süreyle perfüzyon tespiti 

gerçekleştirildi. Her denek için yaklaşık 300 ml tespit sıvısı kullanıldı.  

 

 

3.4. GANGLİYON HÜCRE SAYIMI VE STEREOLOJİK DEĞERLENDİRME 

Enükleasyonun ardından gözler bir gece fiksatifte bekletildikten sonra rutin doku takip işlemine 

alındı. Parafin aşamasında gözlerin korneası kaldırılarak lensleri çıkarıldı. Göz vitreus boşluğuna 

parafin verildi ve takip sürecine devam edildi. Dokular optik sinir kasetin alt yüzüne bakacak şekilde 

gömüldü. Retinanın ön ve arka bölümlerini kapsayacak şekilde 20 µm kalınlığında HM325 Microm 

marka rotari mikrotomla tüm bloktan seri kesitler alındı. Kesitler 1/10 oranında örneklendi. 

Örneklenen kesitlere rutin hematoksilen eozin boyama yapıldı. Sayımlar için; CCD Dijital kamera 

(Optronics Microfire 1600x1200P, Goleta, CA, USA), ATI FireGL görüntü yakalama kartı (Advance 

Micro Device, Camberly, UK), bilgisayar kontrollü Ludl X-Y-Z motorize preparat tablası (Bioprecision, 
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Howtrone, NY, USA), mikrokator (Heidenhein, Traunreut, Germany), Leica 4000B ışık mikroskobu 

(Leica, Wetzlar, Germany) ve Sterio Investigator 7,5 programı (Microbrightfield, Williston, VT, USA) 

yüklenmiş olan masaüstü bilgisayardan oluşan stereolojik çalışma istasyonu kullanıldı.  

 

Toplam ganglion hücre  sayısı optik parçalama yöntemi kullanılarak tahmin edildi. Toplam ganglion 

hücre sayısını tarafsız hesaplanmasını sağlayabilmek için sistematik rastgele örnekleme yöntemi 

kullanıldı (Gundersen ve Jensen, 1987). Örnekleme aralığı 1/10 olarak alındı. Adım aralığı alanı 200 

µm x 200 µm, sayım çerçevesi alanı 30 µm x 30 µm  kullanıldı (Yang 2002). Takip sonrası ölçülen 

ortalama kesit kalınlığı  19,85 µm, üsten ve altan alınan güvenlik sınırları 2 µm, disektör yüksekliği 16 

µm olarak saptandı. Kesitler Leica Apo Plan (NA=1.40) objektif aracılığı ile tarafsız sayım kuralları 

uygulanarak sayıldı. 

 

3.5. TUNEL METODU İLE APOPTOZİS ANALİZİ 

Stereolojik analize katılmayan 20 µm kalınlıktaki kesitler alınırken ön çalışma sonrası tespit edilen 

ortanca kesite ulaşınca bunların ardıllarından alınan 5  µm lik kesitler TUNEL immunohistokimyasal 

boyama işlemine alındı. Boyama işlemi üretici firmanın talimatları doğrultusunda uygulandı. 

Kesitler rutin deparafinizyon ve dehidratasyon işleminden sonra Fosfat Tampon Tuzu (PBS)  ile 

yıkandı. Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick end Labeling (TUNEL) karışımının 

etkili olabilmesi için kesitlere % 0.1’lik (w/v) (eşit ağırlıkta ve eşit hacimde) Triton X-100 (Acros 

Organics; Geel, Belgium) deterjanı uygulandı böylece hücre zarı permeabilize edildi. Triton X-100 % 

0.1 (w/v) sodyum sitrat (Merck; Darmstadt, Germany) içinde hazırlandı. Uygulama buz üzerinde 2 

dakika bekletilerek yapıldı. Daha sonra kesitler oda sıcaklığında PBS ile iki kere yıkandı. 

Antijen kurtarma işlemi için kesitler 0.01M sitrat tampona alınarak 2.45 GHz frekans ve 750 watta 

ayarlanan Bosch HMT 812C mikrodalga fırında 45 sn bırakıldı böylece tampon solüsyonun ısısı oda 
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sıcaklığından 86 dereceye çıkartıldı. Böylece antijen kurtarma işlemi kesitlere uygulanmış oldu. Hızlı 

soğutma işlemi ile reaksiyonu durdurmak için mikrodalgada fırından alınan kesitler soğutulmuş 80 ml 

PBS doldurulmuş şaleye daldırıldı. Şaleye oda sıcaklığında distile su eklenerek bundan sonraki 

işlemlere hazırlandı. Kesitler bundan sonra da hızlıca oda sıcaklığındaki PBS içine alındı.  

Tekrar PBS ile yıkanan kesitlerin zemin boyanmasının ve artefaktların azalması için bloklama 

solüsyonunda ve oda ısısında ve nemli odada 30 dakika tutuldu. Bloklama solüsyonu olarak Ready to 

Use (R.T.U.) VECTASTAIN Universal Quick Kit (Vector Labs. Burlingame, CA, USA Cat No: PK 7800) 

kullanıldı. Bloklama işlemi sonrası kesitler 2 kez 5 dakika PBS ile yıkandı. 

Bu işlemler sonrası kesitlerdeki kırık DNA’ ları belirlemek için kesitlere In Situ Cell Detection Kit with 

POD (Roche Diagnostics; Mannheim, Germany, Katalog No: 11 684 817 910) uygulanarak 37 

derecede karanlık ve nemli ortamda 60 dakikada inkübe edildi. Daha sonra her bir kesit PBS ile 3 kere 

5’er dakika boyunca durulandı. 

Kesitleri ışık mikroskobunda görünür hale getirmek için POD (horseradish peroksidaz) çevirici 

eklenerek nemli oda içinde ve etüvde (37 0C) 30 dakika bekletildi. İşlem sonrası kesitler tekrar PBS ile 

3 kere 5’er dakika boyunca yıkandı. 

Dahra sonra renklendirme için %0.05 3-3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) (Thermo 

Scientific, CA, USA) ve substrat karışımı uygulandı. Renklenme işlemi gözle takip edilerek oda ısısında 

5 dakika beklendi işlem sonrası kesitler PBS ile üç kez yıkandı. 

 Daha sonra karşıt boyama için Mayers Hemotoksilen kullanıldı ve çeşme suyunda boyanın 

mordanlaşması sağlandı. 

Boyanan kesitler lamelle kapatılarak incelemeye alındı. 

Kesitlerin Değerlendirilmesi: 
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Hazırlanan preparatlar Leica DM 4000 model ışık mikroskobu, tam motorize mikroskop tablası 

kullanılarak ve sterioinvestigator 7.5 versiyonu programı yardımıyla değerlendirildi.  

Kesit 200x200 lük optik alanlara bölündü, her alanda 30x30’lık alan örneklem alanı rastgele seçildi. 

Böylece kesitin tüm yüzeyinin % 2,25’lik bölümü rastgele ve eşit alanlı olarak sayıldı.  

Sayım sırasında 2 farklı işaretleyici kullanıldı. Apoptik ve normal hücreler ayrı işaretleyiciler ile 

işaretlendi. Apoptotik hücre toplam hücre oranı kullanılarak apoptotik indeks çıkartıldı. 

 

3.6. VEGF’in IMMUNOHİSTOKİMYASAL ANALİZİ 

Stereolojik analize katılmayan 20 µm kalınlıktaki kesitler alınırken ön çalışma sonrası tespit edilen 

ortanca kesite yaklaşınca bunların öncüllerinden alınan 5  µm lik kesitler VEGF immunohistokimyasal 

boyama işlemine alındı.  

Kesitler rutin deparafinizyon ve dehidratasyon işleminden sonra Fosfat Tampon Tuzu (PBS)  ile 

yıkandı. Sitoplazmik VEGF’e anti VEGF bağlanabilmesi için % 0.1’lik (w/v) (eşit ağırlıkta ve eşit 

hacimde) sodyum sitrat (Merck; Darmstadt, Germany) içinde hazırlanmış Triton X-100 (Acros 

Organics; Geel, Belgium) deterjanı uygulanarak hücre zarı permeabilize edildi. Uygulama buz üzerinde 

2 dakika bekletilerek yapıldı. Daha sonra kesitler oda sıcaklığında PBS ile iki kere yıkandı. 

Antijen kurtarma işlemi için kesitler 0.01M sitrat tampona alınarak 2.45 GHz frekans ve 750 watta 

ayarlanan Bosch HMT 812C mikrodalga fırında 45 sn bırakıldı böylece tampon solüsyonun ısısı oda 

sıcaklığından 86 dereceye çıkartıldı. Antijen kurtarma reaksiyonu hızlı soğutma işlemi ile durduruldu. 

Bunun için mikrodalgada fırından alınan kesitler soğutulmuş 80 ml PBS doldurulmuş şaleye daldırıldı. 

Şaleye oda sıcaklığında distile su eklenerek bundan sonraki işlemlere hazırlandı. Kesitler bundan 

sonra da hızlıca oda sıcaklığındaki PBS içine alındı ve burada PBS iki kez değiştirilerek 5’er dakika 

bekletildi. 
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Avidin Biotin Peroksidaz yöntemi ile immunohistokimyasal olarak boyanacak kesitler için dokudaki 

peroksidaz aktivitesinin önlemesi gerekmektedir. Bu işlem için %0,3 lük H2O2 (Peroksidaz) 

solüsyonunda (%30 luk H2O2’den 1 ml alınır ve 100 ml PBS’e tamamlanarak hazırlanır) kesitler 30 dk 

bekletildi.  

İşlem sonrası PBS ile 5 dakika yıkandı. 

Kesitlerin zemin boyanmasının ve artefaktların azalması için bloklama solüsyonunda ve oda ısısında 

ve nemli odada 30 dakika tutuldu. Bloklama solüsyonu olarak R.T.U. VECTASTAIN Universal Quick 

Kit’in  (Vector Labs. Burlingame, CA, USA Cat No: PK 7800) bloklama solüsyonu (RTU Normal Horse 

Serum %2,5) kullanıldı. Bloklama işlemi sonrası kesitler 2 kez 5 dakika PBS ile yıkandı. 

Bu işlemler sonrası kesitlerde VEGF i göstermek amacıyla primer antikor olarak VEGF Receptör 2 (Cell 

Signalling; Danvers, MA ,USA) tavşan monoklonal antikoru 1/500 oranında dilüe edilerek uygulandı. 

Kesitler 4oC derecede karanlık ve nemli ortamda bir gece inkübe edildi. Daha sonra her bir kesit PBS 

ile 5 dakika durulandı. 

Bu aşamada ikincil antikor uygulandı. İkincil antikor olarak R.T.U. VECTASTAIN Universal Quick Kit’in  

Anti-Rabbit/Mouse IgG (H+L) antikoru kullanıldı. Kesitler nemli odada 30 dakika tutuldu ve PBS ile 5 

dakika yıkandı. 

Örnekleri ışık mikroskobunda görünür hale getirmek için Vectastain RTU ABC Reagent eklendi ve 

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

Daha sonra renklendirme için %0.05 3-3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) (Thermo 

Scientific, CA, USA) ve substrat karışımı uygulandı. Renklenme işlemi gözle takip edilerek oda ısısında 

3 dakika beklendi işlem sonrası kesitler PBS ile üç kez yıkandı. 

Zıt boyama için Mayers Hemotoksilen kullanılarak çeşme suyunda boyanın mordanlaşması sağlandı. 

Boyana kesitler lamelle kapatılarak Leica 6000B mikroskobunda değerlendirildi. 
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Kesitlerin değerlendirilmesinde Retina ganglion hücre tabakası ve koroid tabakası ayrı ayrı skorlandı. 

Skorlamada 0= VEGF ile boyanmamış, 1= VEGF ile az boyanmış, 2= VEGF ile orta düzeyde boyanmış, 

3= VEGF ile yoğun boyanmış kriterleri kullanıldı. 

  

3.7. İSTATİSTİKSEL DEĞERLENDİRME 

Çalışmanın istatistiksel analizleri Yeditepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim 

Dalı'nda Statistical Package For The Social Science (SPSS) paket programının 18,0 sürümü kullanılarak 

yapıldı. Tüm sayısal veriler Ortalama ± Standart Hata olarak gösterildi. Toplam retinal ganglion hücre 

sayıslarının ve apoptotik indeksin karşılaştırmasında tek yönlü varyans analiz testi ANOVA ve post test 

olarak Tukey testi kullanıldı.   

VEGF ile boyanarak skorlanmış kesitler SPSS programı yardımıyla nonparametrik Mann Whitney U 

testi kullanılarak istatistiksel anlamlılık yönünden değerlendirildi. Veriler Ortanca ± standart sapma 

olarak gösterildi 

Gruplar arası karşılaştırmanın anlamlılık düzeyleri  p< 0.001; ileri düzeyde anlamlı, p<0.01; orta 

düzeyde anlamlı, p<0.05 anlamlı olarak kabul edildi. 
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4.BULGULAR 

4.1.STEREOLOJİK İNCELEME  

4.1.2.GANGLİON HÜCRE SAYIMI 

Kontrol grubunda toplam hücre sayısı ortalama 416615±21065; I&R ve I&R+Bev gruplarında 

ise sırasıyla toplam hücre sayıları ortalama 262493±13231 ve olarak 346578±4357 olarak 

bulunmuştur. Kontrol grubunda her iki gruba; İ&R+Bev grubunda ise İ&R grubuna göre hücre sayısı 

sayısı istatistiksel olarak anlamlı derecede fazla bulunmuştur (p<0,05). 

Kontrol & İskemi Reperfüzyon Grupları arasında  
      Total Ganglion Hücrelerinin Karşılaştırması  

      Total Ganglion Hücre Sayısı Kontrol İskemi Reperfüzyon p 

    Ortalama 416615 262493 0,0001 
    SEM 21065 13231   
    

        Toplam ganglion hücre sayısı I & R grubunda kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı derecede  

azalmıştır. 
  

        Kontrol & İskemi Reperfüzyon Bevicizumab Grupları arasında 
     Total Ganglion Hücrelerinin Karşılaştırması  

      Total Ganglion Hücre Sayısı Kontrol İ & R Bev p 

    Ortalama 416615 346578 0,010 
    SEM 21065 4357   
    

        Toplam ganglion hücre sayısı İ & R Bevucizumab grubunda kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı  

derecede azalmıştır. 

        İskemi Reperfüzyon  & İskemi Reperfüzyon Bevicizumab Grupları arasında 
    Total Ganglion Hücrelerinin Karşılaştırması 

      
Total Ganglion Hücre Sayısı 

İskemi 

Reperfüzyon 
İ & R Bev p 

    Ortalama 262493 346578 0,003 
    SEM 13231 4357   
    

        Toplam ganglion hücre sayısı İ & R grubunda I & R Bevucuzimab  göre istatistiksel olarak anlamlı  

derecede azalmıştır. 
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Kontrol grubu herhangi bir manipülasyona maruz kalmadığı için en yüksek hücre sayısına 

sahip olması beklenen bir bulgudur. Bu karşılaştırmada önemli olan Bevacizumab uygulanan gruptaki 

hücre sayısının uygulamayan gruptakine göre daha yüksek olmasıdır. Bu bulgu Bevacizumabın iskemi-

reperfüzyon hasarında koruyucu etki gösterdiğinin önemli bir kanıtıdır.  
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4.2.İMMÜNOHİSTOKİMYASAL İNCELEME 

4.2.1. APOPTOZ DEĞERLENDİRMESİ 

Apoptotik hücre, nekrotik hücre, normal hücre ve toplam hücre sayıları her bir grup ve 

her bir denek için ayrı ayrı hesaplandı. Apoptotik hücre sayısının toplam hücre sayısına 

bölümü ile apoptotik indeks hesaplandı (Apoptotik indeks= Apoptotik hücre sayısı/Toplam 

hücre sayısı). 

 Apoptotik indeks ortalama değeri kontrol grubunda 0.018; İ&R grubunda 0,647;  

ve İ&R+Bev grubunda 0,243 olarak saptanmıştır. Tüm grupların apoptotik 

indeks ortalama değerleri tablo 4-12’de gösterilmiştir. 
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Kontrol & İskemi Reperfüzyon Grupları arasında 

Apoptotik İndeks Karşılaştırması 

    
Apoptotik İndeks Kontrol İskemi Reperfüzyon p 

  Ortalama 0,018 0,647 0,0001 
  SEM 0,005 0,021   
  

      Apoptotik index iskemi reperfuzyonda kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı derecede  

artmıştır. 

      Kontrol & İskemi Reperfüzyon Bevicizumab Grupları arasında 
   Apoptotik İndeks Karşılaştırması 

    Apoptotik İndeks Kontrol İ & R Bev p 

  Ortalama 0,018 0,243 0,0001 
  SEM 0,005 0,020   
  

      Apoptotik index I & R Bevucizumab grubunda kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı derecede  

artmıştır 

       

İskemi Reperfüzyon  & İskemi Reperfüzyon Bevicizumab Grupları arasında 
  Apoptotik İndeks Karşılaştırması 

    
Apoptotic İndeks 

İskemi 

Reperfüzyon 
İ & R Bev p 

  Ortalama 0,647 0,243 0,0001 
  SEM 0,021 0,020   
  

      Apoptotik index I & R grubunda I & R Bevucizumab göre istatistiksel olarak anlamlı derecede 

 artmıştır. 
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 Kontrol grubu herhangi bir manüpülasyona maruz kalmadığı için apoptotik indeksin en düşük 

olması beklenen bir bulgudur. Bu karşılaşmada dikkate değer olan bevacizumab uygulanmış olan 

grubun uygulanmamış olan gruba göre istatistiksel olarak anlamlı şekilde daha düşük apoptotik 

Kontrol İ & R + Bev İ & R 

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.001

0.001

0.001

GROUPS

APOPTOTİK İNDEKS 
*** 

*** 

GRUPLAR 

** orta düzeyde anlamlı fark 

*** ileri düzeyde anlamlı fark 

  0,720 

  0,640 

0,560 

0,480 

0,400 

0,320 

0,240 

0,160 

0,080 

0,000 
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indekse sahip olmasıdır. Bu bulgu da bevacizumabın iskemi-reperfüzyon hasarında koruyucu etkisine 

diğer bir önemli kanıttır.  

 

 

 

 

4.2.2. RETİNA GANGLİYON HÜCRE KATINDAN VEGF ANALİZİ 

 Retina ganglion hüre katı incelendiğinde I&R grubunda VEGF yoğunluk skoru 3,00, Kontrol 

grubunda 1,75 I&R+Bev grubunda ise 0,50 olarak hesaplandı. En yüksek VEGF yoğunluğu I&R 

grubundan en düşük ise I&R+Bev grubunda hesaplandı ve aralarındaki fark istatistiksel olarak anlamlı 

bulundu(p<0,05). 

Kontrol & İskemi Reperfüzyon       
        Grupları arasında Retina Ganglion Hücre Katı VEGF 

Karşılaştırması  

        VEGF Yoğunluk 

Skoru 
Kontrol İskemi Reperfüzyon p 

       Median 1,750 3,000 0,004 
       SD 0,408 0,418   
       

           Retina ganglion hücre tabakası VEGF boyanma yoğunluğu iskemi reperfuzyonda kontrole göre  

istatistiksel olarak anlamlı derecede ARTMIŞ 
 

           Kontrol & İskemi Reperfüzyon Bevicizumab Grupları  
        arasında Retina Ganglion Hücre Katı VEGF Karşılaştırması  

        VEGF Yoğunluk 

Skoru 
Kontrol İ & R Bev p 

       Median 1,750 0,500 0,002 
       SD 0,408 0,204   
       

           Retina ganglion hücre tabakası VEGF boyanma yoğunluğu I & R Bevucizumab grubunda kontrole göre  

istatistiksel olarak anlamlı derecede AZALMIŞ 
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İskemi Reperfüzyon & İskemi Reperfüzyon Bevicizumab 
       Grupları arasında Retina Ganglion Hücre Katı VEGF 

Karşılaştırması 

        VEGF Yoğunluk 

Skoru 
İskemi Reperfüzyon İ & R Bev p 

       Median 3,000 0,500 0,002 
       SD 0,418 0,204   
       

           Retina ganglion hücre tabakası VEGF boyanma yoğunluğu  I & R Bevucizumab grubunda I&R grubuna 

göre istatistiksel olarak anlamlı derecede AZALMIŞ 

            

 

 

 

 

  

 

Bu karşılaştırmada en dokudaki VEGF miktarına baktığımızda bevacizumab uygulanan grupta 

VEGF’in güçlü bir şekilde baskılandığını görmekteyiz. Bu tablodaki diğer önemli bir bulgu ise iskemi-
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0.004

GROUPS

RETINA GGL HÜCRE KATI VEGF MİKTARI 

** 

** 

        Kontrol               I&R + Bev                I&R 

GRUPLAR 

** orta düzeyde anlamlı fark 

*** ileri düzeyde anlamlı fark 
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reperfüzyon uygulanan ama bevacizumab uygulanmayan grupta VEGF’in önemli miktarda yüksek 

olmasıdır. Bu bulgu literatür bilgisiyle uyumlu olup iskemi-reperfüzyon hasarına cevap olarak VEGF 

salgılandığının güçlü bir kanıtıdır.  

 

 

 

4.2.3. KOROİD  KATI VEGF ANALİZİ 
 
 

 
              Koroid katı incelendiğinde I&R grubunda VEGF yoğunluk skoru 2,75, Kontrol grubunda 2,00 

I&R+Bev grubunda ise 1,00 olarak hesaplandı. En yüksek VEGF yoğunluğu I&R grubundan en düşük 

ise I&R+Bev grubunda hesaplandı ve aralarındaki fark istatistiksel olarak anlamlı bulundu(p<0,05). 

 

Kontrol & İskemi Reperfuzyon Grupları arasında   
        Koroid Katı VEGF Karşılaştırması 

        VEGF Yoğunluk 

Skoru 
Kontrol İskemi Reperfüzyon p 

       Median 2,000 2,750 0,041 
       SD 0,376 0,408   
       

           Koroid tabakası VEGF boyanma yoğunluğu iskemi reperfüzyon grubunda kontrole göre  

istatistiksel olarak anlamlı derecede artmıştır. 
  

           Kontrol & Iskemi Reperfuzyon Bevacizumab Grupları  
        arasında Koroid Katı VEGF Karşılaştırması 

        VEGF Yoğunluk 

Skoru 
Kontrol İ & R Bev p 

       Median 2,000 1,000 0,002 
       SD 0,376 0,376   
       

           Koroid tabakası VEGF boyanma yoğunluğu iskemi reperfüzyon+Bevacizumab grubunda kontrole göre 

 istatistiksel olarak anlamlı derecede azalmıştır. 
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İskemi Reperfuzyon & İskemi Reperfüzyon Bevacizumab Grupları 

arasında Koroid Katı VEGF Karşılaştırması 

        VEGF Yoğunluk 

Skoru 
İskemi 

Reperfüzyon 
İ & R Bev p 

       Median 2,750 1,000 0,002 
       SD 0,408 0,376   
       

           Koroid tabakası VEGF boyanma yoğunluğu iskemi reperfuzyon+Bevacizumab grubunda I&R grubuna  

göre istatistiksel olarak anlamlı derecede azalmıştır. 

            

 

 

 

 

 

 Bu tabloda da retina ganglion hücre katında olduğu gibi koroidde de bevacizumabın VEGF’i 

baskıladığını görmekteyiz. Burada dikkati çekilmesi gereken noktanın baskılamanın retina ganglion 
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hücre katında olduğu kadar güçlü olmayışıdır. Bu da literatür bilgisiyle uyumlu olup büyük bir molekül 

olan bevacizumabın penetrasyonunun içten dışa gittikçe azalmasından dolayı olabileceğini 

düşünebiliriz.  
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Şekil: K (Kontrol), IR (İskemi ve Reperfüzyon) ve Bev (Bevacizumab) gruplarına ait retina 

kesitlerinin histolojik olarak karşılaştırılması. GCL: Ganglion hücre tabakası, CL: Koroid tabakası ve 

siyah oklar ganglion hücrelerini göstermektedir. Boyama: Hematoksilen Eozin,  Bar: 100 µm. 
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Şekil: K (Kontrol), IR (İskemi ve Reperfüzyon) ve Bev (Bevacizumab) gruplarına ait retina 

kesitlerinde, TUNEL boyaması ile gösterilen apoptotik ganglion hücrelerinin (siyah ok) 

karşılaştırılması. Mayer Hematoksilen ile zıt boyama yapılmıştır. Bar: 50 µm. 

 

 

 

 

 

  

 

 



52 
 

 
 
 

Şekil: K (Kontrol), IR (İskemi ve Reperfüzyon) ve Bev (Bevacizumab) gruplarına ait göz örneklerinde 

retina ve koroidin immunohistokimyasal olarak boyanan kesitlerde VEGF boyama yoğunluğu 

karşılaştırılması. BEV grubunda VEGF yoğunluğu en az düzeyde görülmektedir. I& R grubunda ise 

VEGF artışı belirgin olarak saptanmıştır. Bar: 100 µm. 

 

 

 

 

 

5.TARTIŞMA 

İnsan retinası; diabetik retinopati, orak hücre anemisi, glokom, prematüre retinopati ve 

retinal arter ve ven tıkanıklığı gibi durumlarda iskemi-reperfüzyon hasarına uğramaktadır.133 (Yoon ve 

Marfor, 1989). İskemi süresi arttıkça doku daha da fazla hasarlanır. Her dokuda farklı olmakla beraber 

iskeminin belirli bir süresine kadar doku, geri dönüşebilen doku hasarı fazına, iskemi süresi arttıkça 

ise geri dönüşümü olmayan doku hasarı fazına girer. Bu aşamadaki doku reperfüze edilse bile 

oluşmuş olan hasar iyileşmez 28(Cotran ve ark., 1989). Retina için bu süre 30-90 dk bildirilmiştir. 

11,132(Aydemir, 2002; Yoneda ve ark., 2001). Reperfüzyon sonrası dokuya yeniden oksijen girmesiyle 

sistemde aniden artan oksijen miktarı, serbest oksijen radikallerinin oluşumuna sebep olur. Bu da 

doku hasarının daha da artmasına yol açar19,71(Bozkurt,1997; Matsubara, ve ark., 2000). Tekrar 

oksijen desteğinin sağlanmasıyla beraber dokuya gelen lökositlerin de serbest radikal oluşumuna 

neden olarak oksidatif hasarı arttırdığı bilinmektedir. Lökosit kemotaksisinin inhibe edildiği bir 

çalışmada hasarın daha az olduğu bildirilmiştir.71(Matsubara, ve ark., 2000). 

İskemi-reperfüzyon hasarının meydana geliş sırası, aspartat ve glutamat gibi uyarıcı amino 

asitlerin açığa çıkmasıyla başlayıp enerjiye bağlı taşıma sistemlerindeki bozulmaları takip eden 

özellikle hücre içi kalsiyum miktarının artmasıdır. Tüm bunların sonucu kalsiyum tarafından yürütülen 
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bazı süreçlerin başlaması ve serbest radikallerin oluşmasıdır28,11(Cotran, ve ark., 1989; Aydemir, 

2002). Serbest radikaller; membran lipitlerini peroksidasyona uğratarak, hücrede proteinlerin, 

karbohidratların, nükleik asitlerin yapısını bozarak, kalsiyum dengesini değiştirerek, aspartat ve 

glutamat gibi uyarıcı amino asitleri uyararak zincirleme bir reaksiyon ile doku hasarı meydana 

getirmektedir. İskemi-reperfüzyon çalışmalarında, iskemi oluşturmak için sıklıkla göz içi basıncın (GİB) 

artırılması veya retinal arterin bağlanarak kan akımının durdurulması metotları kullanılmıştır. 

Kullanılan en güncel metot GİB’nın sistolik basıncın üzerine çıkarılması yöntemidir. Bu metot kolay 

uygulanabilir ve reperfüzyon evresinin kolaylıkla başlatılabilir olması nedeniyle sıklıkla iskemi 

reperfüzyon modeli oluşturmada kullanılır. Bizde çalışmamızda retina iskemisini GİB arttırarak 

gerçekleştirdik. GİB, sistolik basıncın üzerine çıkarılması ile retina kanlanmasından sorumlu olan hem 

koroidal hem de arteriyal kan akımı durdurulmaktadır. Retinada bu tip hasar sonrası inflamasyon ve 

nörodejenerasyon meydana gelir. Bu prosedür geçici damar tıkanıklıklarının oluştuğu hastalıkların 

yaptığı zararlara benzer nöronal hasar oluşturur. Yeni yapılan bir çalışmada iskemi-reperfüzyon 

modelinde oluşan anormalliklerin diyabetik retinopatidekine benzer olduğu bildirilmiştir.136  

VEGF birçok retinopati ile ilişkili vasküler anjiogenezis ve vasküler permeabiliteden 

sorumludur. VEGF antagonistlerinin iskemik ve inflamatuar retinopatilerde ödemi azalttığının ve 

neovaskülarizasyonu önlediğinin birçok vaka ve klinik çalışmalarla gösterilmesi bir önceki cümledeki 

bulguyu desteklemektedir.97,66 Fakat VEGF’ün önemli bir nörotrofik bir madde olduğu da 

bilinmektedir.84,107 Bu yüzden VEGF inhibisyonun nörodejenerasyona sebep olabileceği 

düşünülebilir.108 Bazı hayvan çalışmalarında bu bulguyu destekleyen kanıtlar elde edilmiştir.84 

Özellikle yüksek dozlarda uygulandığında VEGF antagonistlerinin nörodejenerasyona sebep olduğu 

artık bilinmektedir. Dozajın ayarladığı durumlarda ise oküler bu yan etki önemsiz miktarda 

bulunmuştur.138,122,123 Bizim çalışmamızda da 0,05ml (1.25mg) olarak intravitreal uygulanan anti-VEGF 

ajanı bevacizumabın iskemi-reperfüzyon modelinde nörodejenerasyonu azalttığını gösterdik.  
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Çalışmamızdaki iskemi-reperfüzyonun uygulandığı fakat bevacizumabın verilmediği gruba 

baktığımız zaman dokudaki VEGF miktarının bevacizumab uygulanan ya da kontrol grubuna göre 

daha fazla olduğunu belirledik. Bu bulgu hayvan deneylerinde oluşturulan iskemik retinopati 

modellerinde VEGF ekspersyonun arttığının gösterildiği literatür ile uyumludur. 91,3 Sıçanlarda yapılan 

90 dakika iskemi sonrası VEGF düzeylerinin 7 gün boyunca 2 kat artmış olarak bulunduğu 

bildirilmiştir.76 Ayrıca yapılan başka bir çalışmada sıçanlarda uygulanan serebral iskemi sonrası VEGF 

mRNA ve protein ekspresyonunun arttığı gösterilmiştir.117,62 

Çalışmamızın diğer önemli bir bulgusu ise bevacizumabın doku penetrasyonu ile ilgilidir.  

Mordenti ve arkadaşları yaptıkları bir çalışmada 70kD'den daha büyük molekül ağırlıklı moleküllerin 

(tam uzunluktaki antikorların) iç limitan membranı (İLM) geçip subretinal aralığa ulaşamadıklarını 

bildirmişlerdir. Bu hipotezden yola çıkarak bevacizumabın molekül ağırlığı büyük olduğu için, vitreus 

içine verildiğinde retinaya veya retina altı boşluğa geçişi zor olacağını düşünebiliriz. Ancak yapılan 

deneysel çalışmalarda intravitreal enjeksiyon sonrası bevacizumabın da retinayı geçebildiği 

bildirilmiştir. Ayrıca zaten bevacizumabın klinik kullanımı sonrası hemen cevap alınması bu ilacın bir 

şekilde iLM'yi geçtiği hipotezini güçlendirmektedir. Bunun sebepleri düşünüldüğünde iLM 

geçirgenliğinin yaşla ilerledikçe artması, İLM penetrasyon çalışmalarında kullanılandan 50 kat daha 

fazla bevacizumab kullanılması ve maküladaki İLM'nin perifer İLM'ye göre daha geçirgen olması akla 

gelmektedir. Ek olarak 76 kDa'dan daha büyük moleküllere karşı difüzyon bariyeri görevi gören iç 

pleksiform tabakanın yokluğu da, bevacizumabın foveadan geçişinin artmasına sebep olmaktadır. 

Bizim çalışmamızda da literatür bilgisiyle uyumlu olarak bevacizumabın retinayı geçtiğini ya da retina 

dışında etkili olduğunu koroiddeki VEGF miktarını azaltmasından yola çıkarak düşünebiliriz. Geçiş 

olduğunu bilmekle beraber kendi çalışmamızda gösterdiğimiz gibi koroiddeki VEGF düşüşünün 

retinadakinden daha az olmasıyla geçen miktar içten dışa doğru gittikçe azaldığı da düşünülebilir. 

Bunun sebepleri arasında retinanın geçişe izin verse de bevacizumaba karşı yarı geçirgen bir bariyer 

görevi yaptığı ya da anatomik olarak VEGF’in ilk önce retina ganglion hücreleriyle karşılaşmasından 

dolayı koroide geçen ya da etkileyen miktarın azalmasıdır.  
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VEGF’in iskemi-reperfüzyondaki rolü hakkında literatürde fazla bilgi yoktur. Bazı serebral 

iskemi reperfüzyon modellerinde VEGF inhibisyonunun permeabiliteyi azalttığı gösterilmiştir. KDR 

VEGF reseptör kinaz inhibisyonunun serebral iskemi sonrası ödemi azalttığı bildirilmiştir.66 

Literatürde ayrıca VEGF’in nöroprotektif etkisinden de bahsedilmektedir. Nishijima ve ark’larının 

yaptığı bir çalışmada optik kılıf oklüzyonu sonrası VEGF reseptör agonisti verilmesinin nöronal ölümü 

azalttığı gösterilmiştir.84 Benzer olarak başka bir çalışmada ise adenovirus ilişkili VEGF 

ekspresyonunun arttırılmasının serebral iskemideki nöronal hasarın azalttığı gösterilmiştir.114 

Abocouwer ve arkadaşlarının yaptığı başka bir çalışmada ise retinada oluşturulan iskemi ve 

reperfüzyon sonrası bevacizumab uygulanmasının apoptozisi değiştirmeden vasküler permeabiliteyi 

azalttığı belirtilmiştir.1 Bizim çalışmamızda ise VEGF’in bevacizumabla blokajının iskemi-reperfüzyon 

hasarında gelişen apoptozisi azalttığını belirledik. Bunun sebeplerini incelediğimizde reperfüzyon 

sonrası gelen yüksek miktardaki oksijene bağlı oluşan oksijen radikallerinin bevacizumab 

uygulanmasını takiben gelişen vasküler permeabilitenin azalmasıyla dokuya daha az ulaşarak zararı 

azalttığı düşünülebilir. Ayrıca dokuya lökosit infiltrasyonunun da bu vasküler geçirgenliğin azalmasıyla 

düştüğü ve bu durumun hasarı arttıran inflamatuar cevabın azalttığı hipotez edilebilir. Son olarak 

VEGF’in çeşitli hücrelerde farklı etkilere sebep olduğu bilinmektedir. Serbral iskemi sonrası infarkt 

bölgesi etrafında bulunan mikroglial hücrelerde eksprese edilen VEGF proteininin98 nörotrofik etkili 

retinada endotel hücrelerinde iskemi sonrası artan VEGF proteini bağlanmasının86 ise ödemi 

arttırarak nörodejeneratif etkili olduğu sonucu çıkarılabilir.  

Tsuchihashi ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada fare modellerinde iskemi ve reperfüzyon 

hasarı sonrası karaciğerde anti-VEGF özelliği olan bir serumun etkileri incelenmiştir. Çıkan sonuçlarda 

anti-VEGF uygulanan grupta apoptozisin ve anti inflamatuar moleküllerin birikiminin azaldığı anti-

apoptotik proteinlerin ise ekspresyonunun arttığı gösterilmiştir. Aynı çalışmada ayrıca anti-VEGF 

uygulamanın lökositlerin hasar bölgesine ulaşmasını engellediği bulunmuştur. Anti-VEGF serumun bu 

anti-inflamatuar, anti-apoptotik ve lökosit hareketini azaltma özellikleriyle iskemi-reperfüzyon 

hasarında koruyucu olduğu sonuç olarak belirtilmiştir. Buna karşılık olarak Tsuri ve ark’larının yaptığı 
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başka bir çalışmada ise karaciğerin iskemi ve reperfüzyon hasarında sistemik verilen VEGF serumun 

sitoprotektif etkileri olduğu belirtilmiştir. Benzer bulguların miyokard iskemisinin oluşturulduğu bir 

hayvan modelinde de alındığı bildirilmiştir. Bu bulgulara temel olarak ise sistemik verilen VEGF’in 

dolaşan lökositlerin reseptörlerini doyurup inflamasyon alanından salgılanan VEGF’e karşı cevap 

vermesini engellediği hipotez edilmiş. Sonuç olarak ise hasarın oluşmasında hasar bölgesinden lokal 

olarak salgılanan VEGF’in daha önemli olabileceği düşünülmüş.   

Klinikte anti-VEGF tedavileri retinopati tedavisinde sıklıkla kullanılmaktadır.26,25  Yapılan 

çalışmalarda diyabetik makula ödeminde bevacizumab ve ranibizumabın laser tedavisine göre 

vizyonu daha fazla arttırdığı gösterilmiş116,81 Benzer sonuçlar santral ya da ven dal tıkanıklığına bağlı 

ödemde de alınmış. 104,48,118,27,21 Bazı hayvan modeli çalışmalarında arka arkaya yapılan VEGF 

antagonistlerinin retina ganglion hücre kaybına yol açtığı bildirilse de84 bazı hayvan çalışmalarında 

böyle bir bulguya rastlanmadığı da gösterilmiş. 23,123 İnsanlarda ise bevacizumabın retina fonksiyonu 

üzerinde önemli bir negatif etki meydana getirmediği gösterilmiş. 138 

 

 

6.SONUÇ 

GİB’nın arttırılarak oluşturulan iskemi –reperfüzyon modeli sıklıkla glokoma bağlı oluşan 

hasarları incelemede kullanılmıştır ve kullanılmaktadır. Fakat artık yeni literatüre baktığımız zaman bu 

modelin aynı zamanda başka önemli bir problem olan iskemik retinopati için örnek oluşturabildiği 

gösterilmiştir. 34 Bizim çalışmamızda bu şekilde oluşturulmuş olup iskemik hasar sonrası 

bevacizumab etkinliği araştırılmıştır. Bir anti-VEGF antikoru olan bevacizumab kanser tedavisi sonrası 

oküler terapötik olarak ilk önce YBMD’nda kullanılmıştır. Daha sonraları iskemik hastalıklarda 

neovaskülarizasyonların gerilemesi ve ödemin çekilmesinde de aktif olarak kullanılmaya başlamıştır. 

Bizim çalışmamızda bu bulgulara ek olarak bevacizumabın ya da genelde VEGF antagonizminin 
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tahminen oksijen radikal hasarını ve inflamasyonu azaltmak yoluyla apoptozisi azaltarak 

nöroproteksiyon da yaptığını gösterdik. Literatürde bizim bulgularımızla çelişen bulgular olsa da 

VEGF’ün iskemik hasarda çok önemli bir rol oynadığı yadsınamaz. Gelecekte bu molekülün bir şekilde 

manüpülasyonunun iskemik hasarın önlenmesinde kullanılacak olmasını beklemek çok da uzak bir 

tahmin olmayacaktır.  

7.ÖZET 

AMAÇ: Geçici iskemi ve reperfüzyon yaratarak iskemik bir retina modeli oluşturmak ve bu modelde 

bir VEGF antagonistinin anti-apoptotik ve olası nörodejeneratif etkilerini incelemek.   

GEREÇ VE YÖNTEM: Bu çalışmada,  18 adet, Wistar cinsi, albino, 4- 6 aylık, yaklaşık 200-300 gr. 

ağırlığındaki sıçanlar kullanıldı.  Retina iskemisi derin anestezi sonrası göz içi basıncı yükseltilerek 

retinal arterden göze kan akımının engellenmesi ile sağlandı. Göz içi basıncı kornea yoluyla ön kamara 

girişi ile göze bağlanacak steril serum fizyolojik şişesinin yükseltilmesiyle arttırıldı. Göz içi basıncının 

yeteri kadar arttığı portatif göz içi basıncı ölçer (Tono-Pen) ile ölçüldü. Hedeflenen göz içi basıncı 90 

mmhg’dı. Bu basınç 45 dakika boyunca devam ettirilip daha sonra reperfüzyona izin verildi. 

Oluşturulacak üç gruptan bir tanesine sadece iskemi uygulandı fakat anti-VEGF ajanı verilmedi. İkinci 

gruba ise iskemi oluşturulmadan iki gün önce intravitreal yol ile en sık kullanılan anti-VEGF ajan olan 

bevacizumab 0,05ml(1.25mg) dozunda verildi ve daha sonra iskemi modeli oluşturuldu.  Son grup ise 

kontrol grubu olarak bırakılarak sadece kornea yoluyla ön kamara girişi yapıldı ama göz içi basıncı 

yükseltilmedi. Bir göze yapılmış olan enjeksiyonun muhtemel sistemik yolla diğer gözü de 

etkileyebildiği literatürde bahsedildiğinden her sıçanın tek gözü kullanıldı. İntravitreal enjeksiyon 

limbusun 2mm posterioründen superotemporal kadrandan orta vitreus boşluğuna 30 gaugeluk iğne 

kullanılarak steril şartlarda uygulandı. Enjeksiyon öncesi pupil dilatasyonu %0.5 tropikamid ve 

%2.5luk fenilefrin hidroklorid, topikal anestezi propakain HCL, sterilizasyon ise %5’lik povidon iyot 

konjonktivaya damlatılarak sağlandı.  
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 Ötanazi sonrası ise oluşturulmuş 6’şar üyeli 3 grup içinden her grup için ayrı ayrı 6 hayvan 

histomorfometrik 4 hayvan ise immünohistokimyasal ve histopatolojik incelemeye tabi tutuldu. 

Histomorfometrik olarak retina ganglion hücre sayısı optik dissektör yöntemi ile sayıldı,  

immünohistokimyasal olarak ise retina dokusunda hücre apoptozisi ve VEGF düzeyleri bakıldı. 

BULGULAR: Bevacizumab iskemi reperfüzyon hasarında retina ganglion hücre ölümünü ve apoptozu 

azalttığı görülmüştür. Bevacizumab büyük bir molekül olsa da koroidde de etkili olduğu ve bu 

dokudaki VEGF miktarını azalttığı tespit edilmiştir. 

TARTIŞMA: VEGF nörotrofik bir madde olsa da iskemi-reperfüzyon hasarında anti-VEGF bir molekül 

olan bevacizumab tedavisi apoptozisi azaltmaktadır.  

ANAHTAR KELİMELER: Bevacizumab, iskemi-reperfüzyon, 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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