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1.0ZET

Bu ¢alisma Firat Universitesi G6z Hastabklani Anabilim Dali tarafindan
gergeklestirilmistir. Bu c¢aligmanin amaci iskemi-reperfiizyon hasarina maruz
birakilan kobay retinalarinda VEGF, TNF-o ve endostatin diizeylerini OSlgerek
talidomidin koruyucu roliinii aragtirmaktir.

Calismada agirliklar1 400-550 gram arasinda degisen 21 kobay herbiri rastgale
segilen ve 7 kobaydan olugan 3 gruba ayrildi. Grup 1 (Plasebo/noniskemik grup): Bu
grupta iskemi-reperflizyon yapilmadan plasebo olarak salin soliisyonu verilerek
sadece normal degerlerin saptanmasi amaglanmigtir. Grup 2 (Sham grubu): Bu gruba
iskemi olusturulmadan &nce ve reperflizyon peryodu boyunca salin soliisyonu
verilmesi planlandi. Grup 3 (Talidomid grubu): Bu gruba iskemi-reperfiizyon
peryodu dncesi ve sonrast sistemik talidomide verilmesi planlandi.

Deney sonrasi her kobaymn iki goziine eniikleasyon yapilarak bir goz
biyokimyasal, diger g6z patolojik ¢aligmaya alinmigtir.

Plasebo grubu harig biitiin gruplarda anestezi ve analjezi indiiksiyonu yapildi.
Ikinci ve figlincti gruplarda retinal iskemi olusturmak amaciyla, g6z igi basmer 150
mmHg da 90 dakika siireyle tutulmugstur. Iskemi siirecinin baslangicindan 24 saat
dnce liglincli gruptaki deneklere 300 mg/kg oral talidomid verildi. Iskemi peryodu 90
dakika sonra sona erdirilerek goz i¢i basinct normal degerlerine diisiiriildii ve 6 giin
stirecek olan reperflizyon peryodu baslatildi. Talidomid grubuna reperfiizyon peryodu
boyunca 24 saat araliklarla 300 mg/kg oral talidomid verildi. Alt1 giin sonra gozler
eniiklee edildi.

Retinal dokudaki VEGF ve TNF-a diizeyleri sham grubunda plasebo grubuna

gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0.002, p=0.002). Retinal dokudaki VEGF ve



TNF-a diizeyleri talidomid grubunda sham grubuna gore anlamli olarak diigiik
bulundu (p=0.002, p=0.009). Retinal dokudaki endostatin diizeyleri sham grubunda
plasebo grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunamadi (p=0.08).
Retinal dokudaki endostatin diizeyleri talidomid grubunda plasebo grubuna gére
anlamli ytiksek bulunurken(p=0.08), sham grubuna gore anlamli yiiksek bulunamadi
(p=0.1).

Histopatolojik degerlendirmede, her grubun i¢ pleksiform tabaka kalinhif
Olgiilerek talidomidin istatistiksel olarak anlamh bir koruyucu etkisinin olmadif
goriildii (p=0.08). Ancak yine histopatolojik degerlendirmede talidomidin retinanin
i¢ tabakalarindaki (internal limitan membran ve i¢ pleksiform tabakalar) PNL
infiltrasyonunu engelleneyerek koruyucu bir etkisi oldugu izlendi.

Iskemi-reperfiizyon hasarma maruz birakilan gézlerde retinal VEGF, TNF-a
diizeyleri Ol¢iildiiglinde ve retinalar histopatolojik olarak degerlendirildiginde
talidomidin retinal VEGF, TNF-a diizeylerini digiirdiigli ve retinamin ig
tabakalarindaki PNL infiltrasyonunu engelleyerek koruyucu bir rolii oldugu goriildii.

Anahtar Kelimeler: Talidomid, iskemi-reperflizyon, retina



2.ABSTRACT

EFFECTS OF THALIDOMIDE IN RETINAL ISCHEMIA-REPERFUSION
INJURY

This study was performed in the Ophthalmology Department of Firat
University Medical School. The purpose of this study was to determine the protective
effect of thalidomide in guinea pig retina that was exposed to ischemia-reperfusion
injury.

Twenty-one male albino guinea pigs weighing 400-550 g were enrolled in the
study and they were divided into 3 groups each having randomly selected 7 guinea
pigs. In Group 1 (Placebo/nonischemic group) no ischemia-reperfusion was induced.
In group 2 (Sham group) ischemia-reperfusion was induced and saline was
administered as placebo. In group 3 (Thalidomide group) both ischemia-reperfusion
was induced and thalidomide was administered.

Both eyes of each guinea pig were studied and one eye was used for
biochemical assay and the other for pathological evaluation.

We induced anesthesia and analgesia in all guinea pigs except for the placebo
group. Then retinal ischemia was induced in group 2 and 3 by increasing the
intraocular pressure to 150 mmHg for 90 minutes.

We have administered 300 mg/kg oral thalidomide in group 3, 24 hours before
the onset of ischemia. After 90 minutes of ischemia, intraocular pressure decreased to
normal values and reperfusion was induced for 6 days. Thalidomide group was
administered oral 300 mg/kg talidomide every 24 hours during the reperfusion period.
After 6 days the eyes were enucleated.

The mean retinal tissue values of VEGF and TNF-a in the sham group were
statistically higher than those of the plasebo group (p=0.002, p=0.002). The mean

retinal tissue values of VEGF and TNF-a in thalidomide treated group were observed



to be significantly lower than those of the sham group (p=0.002, p=0.009). The mean
retinal tissue value of endostatin in the sham group was not statistically higher than
that of the plasebo group (p=0.08). The mean retinal tissue value of endostatin in the
thalidomide group was statistically higher than plasebo group (p=0.009), but was not
statistically higher than that of the sham group (p=0.1).

Histopathologic analysis of each group indicated that thalidomide group had
not significantly (p=0.08) protective effect in the inner plexiform layer of retina. But
also histopathologic analysis of each group indicated that thalidomide group had
statistically significant (p=0.004) protective effect in the inner layers of retina
(internal limitan membran and inner plexiform layers) by preventing PNL infiltration
in these layers.

Our results suggest that according to retinal VEGF, TNF-o levels and
histopathological changes in eyes those were induced to ischemia-reperfusion,
thalidomide have protective role by decreasing retinal VEGF, TNF-o levels and
preventing PNL infiltration in the inner retinal layers of retina.

Key words: Thalidomide, ischemia-reperfusion, retina.



3. GIRIS VE AMAC

Diabetik retinopati, retinal vaskiiler okliizyon, glokom, prematiire retinopatisi
gibi ciddi g6z hastaliklarinin gelisiminde ve progresyonunda retina iskemisinin nemi
cok bilyiiktiir (1). Retinal dokuda olugan hasarin ve iyilesmenin diizenleyicisi olan
molekiiller yaminda patolojik siiregte rol oynayan bircok faktdriin varlig
gosterilmigtir. Retinada hiicrelerin birbirleriyle etkilesimi, norotransmitter olarak
adlandinlan kimyasal aracilarla ve biiylime ve besleyici faktorler olarak bilinen
peptidlerce saglanmaktadir (2).

Retina, iskemi ve sonrasindaki reperfiizyon peryoduna son derece duyarlidir.
Her iki duruma bagh olarak hiicre hasar1 ve 6liimii kagimlmazdir. Genel olarak
reperflizyon inflamatuar mediatGrlerin sentezini, oksijen kaynakli serbest radikalleri,
lipid mediatdrlerini ve kan kaynakl hiicrelerin aktivasyonunu indiiklemektedir (3,4).

Retinada yaygin sekilde perfiizyonun bozulmas: ile genis hipoksik alanlarin
tesekkiili ve anjiyogenik stimulus ile iligkili olarak yeni damar olugumlari
gorilmektedir. Yeni damar yapimi (anjiogenez, neovaskiilarizasyon) viicutta
fizyolojik olarak yara iyilesmesi, embriyogenez, menstriiel siklus vb. durumlarda s6z
konusudur. Patolojik anjiyogenez ise bagta tiimorler olmak {izere kollajen doku
hastaliklari, retinopatiler ve psoriazis gibi hastaliklarda goriiliir (5). Anjiogenez gok
basamakli karmagik bir siiregtir. Bu siireglerde ve anjiogenez patogenezinde gesitli
sitokinlerin ve biiylime faktorlerinin rolii oldugu diigiiniilmektedir. Anjiogenik siirecin
baslamasinda, anjiogenik uyaricilarla inhibitorler arasindaki net dengenin diizenleyici
rol oynadig ne stirlilmektedir. Bir bagka deyisle, inhibit6rierin aktivatSrlere baskin
olmasinin anjiogenez siirecinin kapali tutulmasimi sagladifi, aktive edici uyarilarda

bir artis olmas1 durumunda ise anjiogenez siirecinin bagladig: diigiiniilmektedir (6).



Vaskiiler endotelyal biiylime faktori (VEGF) in vitro olarak endotel hiicresi mitojeni
etkisi gostermekte, in vivo olarak da wvaskiiler gegirgenlii ve anjiogenezi
artirmaktadir (7).

VEGF mRNA hipoksik durumlarda fazlaca eksprese edilir. Vaskiilarize
timorlerde, 16semi, endometriozis ve psOriazis gibi birgok hiperproliferatif
hastaliklarda ekspresyon artig1 gosterilmistir . Bircok dokuda diigsiik doz VEGF’in
normalde de {iretildigi bilinmektedir. Goziin endotel hiicreleri, perisitler, glia
hiicreleri ve gangliyon hiicreleri de VEGF’i ekspresse edebilirler (8). Proliferatif
diabetik retinopatili hastalarda aktif intraokiiler neovaskiilarizasyon donemlerinde
intraokiiler VEGF konsantrasyonlarinin artti1 gosterilmigtir (9).

Iskemik hasan takiben hiicresel savunmamn endojen mekanizmalar1 hasar en
aza indirmek igin harekete gegerler. Iste tam bu sirada retinal iskeminin tedavisi igin
uygulanacak potansiyel néroprotektif stratejiler bu koruyucu mekanizmalan taklit
ederek veya aktifleyerek iskemik hasari 6nleyebilir. B6yle bir etkiyi yaratabilmek i¢in
koruyucu mekanizmasi tam olarak bilinen veya endojen benzerleri ile doyurularak
etkisi kanitlanmig bir takim savunma mekanizmalarin1 farmakolojik olarak taklit
ederek veya aktifleyerek harekete gecirmek akla uygun gelmektedir. Insan hiicresel
savunma mekanizmalar1 1s1 sok proteinleri (Hsps), antiiflamatuar sitokinler,
antioksidan enzimler, norotrofinler ve K-ATP kanallarim agarak  inhibitdr
ndrotransmitterler (GABA ve Adenozin) ile glukoz tagiyicilarinin salinimim
arttirmak suretiyle harekete gegmektedir (10,11). Retinada iskemi sonras1 Hsp-70 ve
Hsp-27 degerlerinin arttifn (12-14) ve retinal iskemi sonrasi elektriksel olarak
uygulanan Hsp-27°nin iskemi-reperflizyon hasarina karsi gangliyon hiicrelerindeki

direnci arttirdifi bildirilmigtir (15). Ayrica retinal iskemi 6ncesi intravitreal olarak



uygulanan interlokin-1 (IL-1) reseptér antagonist analoglarinin iskemik hasar
azalttigy bildirilmistir (16).

Endostatin, hemanjiyoendoteliyom tarafindan firetilen bir anjiyogenik
inhibit6rdir (17). Endostatin, 6zgiil olarak endotel hiicresi proliferasyonunu ve giiclii
bir sekilde anjiyogenezi ve tiimor biiylimesini, ayrica, umblikal ve endotel
hiicrelerinin VEGF tarafindan uyarilan g6¢iini inhibe eder (18).

Tiim6r nekroz faktor-alfa (TNF-a), inflamatuar ve immun fonksiyonlarda
potent bir parakrin ve endokrin medyatordiir. Endotel hiicre fonksiyonlarini diizenler
ve viicudu enfeksiyon hastahiklarina kargt korur (19). Retinada iskemi sonrasi
inflamasyon ile aktive olan makrofaj/mikroglia hiicrelerinden salgilanan TNF-a
tavsan modellerinde retinal neovaskiilarizasyona yol agtif1 goriilmiistiir. TNF-o.’nm
bu etkisini mikrovaskiiler endotelyal hiicrelerdeki interldkin-8 (IL-8), VEGF ve basic
fibroblast growth factor (bFGF) gibi anjiyogenik faktérleri diizenleyerek yaptigi
bilinmektedir (20).

Talidomid 1950 ve 60’larda hamile kadinlarda antiinflamatuar ve sedatif
etkisi i¢in kullamldiktan hemen birkag y1l sonra teratojen etkisi ortaya gikan ve uzun
stire kullanimdan kaldinlmug bir ilagtir. Ancak otoimmun ve inflamatuar olaylarda
etkin olmasi1 nedeniyle kullanimi tekrar giindeme gelmistir (21). Esas etki
mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte talidomid, TNF-o. mRNA yapimini
azaltarak TNF-o firetimini azaltmaktadir (22).

Biz ¢aligmamizda, deneysel olarak olugturdugumuz retinal iskemi-reperfiizyon
hasarinda, sistemik olarak uygulanan talidomidin retina dokusu {izerindeki koruyucu
etkisini retinal VEGF, TNF-a, endostatin diizeylerini Slgerek ve karsilagtirarak

aragtirdik.



3.1 GENEL BILGILER
3.1.a. Retina anatomisi ve kanlanmasi

Santral sinir sisteminin goz i¢indeki devami kabul edilen retina, embriyoda
optik kapin i¢ ve dis tabakalarindan farklilagmis, ince, seffaf yapida, 151k sinyallerinin
sinirsel iletiye donistliriildiigt, dolayisiyla gérmenin saglanmasi i¢in en gerekli ve en
Onemli tabakadir (23).

Retina, igte duyusal retina ve digta pigment epiteli olmak {izere iki esas
boliimden olusan ve optik sinirden ora serrataya kadar uzanarak vitreus boglugunun
arka boliimiinii cevreleyen transparan bir dokudur. On tarafta silyer cisim epiteli
olarak devam eder. Kalinhig1 optik disk kenarinda 0.56 mm, ora serratada 0.1 mm
olup fovea merkezinde en incedir. Geleneksel olarak ve 151k mikroskobu bulgularina
dayanarak retina 10 ayn kat olarak incelenir (24).

Retina damarlan saydamdir ve oftalmaskopide sadece iglerindeki kan goriiliir.
Yap: ve biiyiikliikkleri gbz Oniine alindifinda retina damarlar1 arter ve ven olarak
adlandirilsa bile aslinda arteriol ve veniildiir. Ven ¢aplan arter ¢aplarindan yaklasik
1.5 kere daha fazladir, kapillerler ise goriilmezler. Retina santral sinir sisteminin
6zellikli bir komponenti olarak ¢ift kan temini sistemine sahiptir. Retina beslenmesini
i¢ karotis arterin dal olan oftalmik arterden ¢ikan santral retinal arter (SRA) ve silier
arterlerle saglar (25). SRA terminal arter oldugundan tikanikliginda retina infarktiisii
geligir. Hiicre govdeleri dis niikleer tabakada olan fotoreseptorler ve dis pleksiform
tabaka aras1 indirekt olarak koroid kapillerlerinden diflizyonla beslenmektedir. I¢
retina tabakalar (i¢ limitan membranla i¢ niikleer kat aras1) santral retinal arter dallar
ile beslenmektedir. SRA globa 10 mm. kala optik sinire girer ve santral retinal vene
yakmn bir sekilde eslik eder. Optik diski terkeden santral retinal arter diizensiz ama

kendine 6zgii bir sekilde retinada yayilir. Ana damarlar internal limitan membranin



hemen arkasinda sinir lifleri tabakasinda yiizeyel olarak uzanirlar ve aym1 seviyede
ayrilan arterioler dallar verirler . Ayrica popiilasyonda % 15-30 oraminda bulunan ve
yalmzca makiiler bolgeyi besleyen silier dolagimdan kéken alan silio-retinal arter
veya arterioller vardir. Bu sekilde avaskiiler dig retina tabakalari (dis pleksiform ve
fotoreseptorler arasi) ve foveal avaskiiler zon hari¢ tiim retina kanlandirlir.
Damarlarin etrafinda bir ark olusturduklar1 foveal avaskiiler zon 0,5 mm. ¢apindadir
(26).

Ana retinal damarlarin olusturdugu iki kapiller agdan yiizeyel olan sinir lifleri
tabakasinda yer alirken, derin kapiller ag i¢ niikleer tabaka ile dis pleksiform tabaka
arasindaki simir diizleminde uzanmaktadir. Bu iki tabaka arsinda anostomozlar
bulunmasina ramen ana retinal arterler end-arter seklinde olup i¢ anostomozlar
bulundurmazlar. Retinal arter dal okliizyonu sadece arterioliin besledigi bolgedeki ig
retinada iskemiye neden olurken, santral retinal arter okliizyonu tiim i¢ retinada
iskemiye neden olmaktadir. Dis retinal tabakalarda iskemi ancak koryokapillaris
yetmezlii veya regmatojen retina dekolmanina bagli retina pigment epiteli
ayrismasma bagli ortaya ¢ikmaktadir . Tam kat retinal iskemi ve infarktusu dev
hiicreli arteritte oldugu gibi oftalmik arter okliizyonuna sebep olan nadir durumlarda

ortaya ¢ikar (27).

3.1.b.Retinal Iskemi ve Reperfiizyon Hasar

Retinal iskemi, korlilk ve gérme bozuklugunun en sik sebeplerinden biridir.
Hiicresel seviyede iskemik retinal hasar kendi kendini destekleyen harap edici bir
siire¢ olup, sinirsel depolarizasyon, kalsiyum akigi, enerji agig1 ile baglayan oksidatif
stres ve artmig glutamaterjik uyari ile karakterizedir (28). Bir¢cok hayvan modeli ve

analitik teknikler uygulanarak retinal iskemi anlagilmaya ¢aligilmig, iskemik siireci



durduracak ve retinal iskeminin verdigi zarar1 azaltacak bir¢ok ¢alisma yapilmugtir.
Ancak laboratuar c¢alismalarinin bagarisi klinige yansitilamamigtir. Uygulama
yontemlerindeki zorluklar, dozaj, yan etkiler deneysel ¢alismalarin klinikte
kullanilabilir 6zelliklerini engellemigtir (29-31).

Iskemi kelimesi, Yunanca "iskho" yani geri alinma ile "haima" yani kan
kelimelerinin birlesiminden meydana getirilerek ilk defa Virchow tarafindan tip
literatiiriine kazandinlmigtir. Iskemi, bir dokuya kan akiminin yetersizligini ve
hiicresel enerji ihtiyacinin karsilanmasindaki yetersizligi ifade eden patolojik bir
durumdur. Iskemi, anoksi (tamamen oksijen yoklugu) ve hipoksi (oksijen azlig1) ile
kangtirnlmamalidir ¢linkii iskemi her zaman hipoksi ve anoksi komponentleri ile
birlikte goriilmektedir ancak hipoksi ve anoksi her zaman iskemiyi kapsamamaktadir
(32).

Iskemi dokular fi¢ ihtiyacindan yoksun birakir:

1. Oksijen

2. Metabolik substratlar

3. Artik irinlerin uzaklagtirilmasi.

Bu ihtiyaglarin giderilememesi hemostatik cevabi azaltacak ve zamanla doku
hasarini artiracaktir. Eger bu durum uzun siirerse doku dlecektir ( infarktus ) (32).

Iskemi olusmus dokuda kan akimi yeniden saglandiginda ortaya gikan hasara
ise reperflizyon hasan denmektedir. Iskemik dokudaki hasarin sadece iskemi
tarafindan olusturuldugu distiniliirken, son yillardaki galismalar reperflizyonun bu
hasarda 6nemli bir rol aldifin gostermigtir (33-35).

Hipokside ilk etkilenen mitokondrial oksidatif fosforilasyonla saglanan
hiicrenin aerobik solunumudur. Bu esnada, adenozin ftrifosfat (ATP) yapim

yavaglamakta ya da durmaktadir. Bu durum sodyum pompasi yetersizligine neden

10



olacak sekilde ATPaz aktivitesinin azalmasina neden olmaktadir. Iyon tutulumuna
izo-ozmotik su birikimi eslik ederek akut hiicresel sisme meydana gelmektedir.
Hiicrede ATP azalinca adenozin monofosfat (AMP) birikmekte, bu da anaerobik
glikoliz ile glikojenden ATP sentezini artirarak hiicreye enerji saglamaktadir.
Glikolizis laktik asit ve fosfat tiirevlerinin hidrolizi ile inorganik fosfatlarin
birikimine yol agmakta ve bu durum hiicre i¢i pH’1 diigiirmektedir. Bunu izleyen
stiregte, graniiler endoplazmik retikulumdan ribozomlan ayrilmas: ve polizomlarin
bozulmasiyla monozomlar olusmaktadir. Hipoksi devam ederse, membran
gecirgenligi azalmakta ve sonugta hiicre yiizeyinde yerel siskinlikler olugmaktadir

(36,37).
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Iskeminin baglamastyla birlikte hiicrenin aerobik solunumu etkilenmekte ve
doku hiicresel ATP diizeyinde azalma olmaktadir. ATP yikimi sonunda hipoksantin
ve ksantin gibi piirin metabolitleri birikmekte ve bir 6n enzim olan ksantin
dehidrogenaz enzimi, ksantin oksidaza doniigmektedir. Bu nedenle reperfiizyon
esnasinda sistemde acgifa cikan agir1 oksijen nedeniyle endoplazmik retikulum,
mitokondri, plazma membram1 ve sitazolde asim1 stiperoksid anyonu (O3)
tretilmektedir. Siiperoksid anyonunun olusmasi ile zincirleme reaksiyonlar
baglamakta ve endotel hiicrelerinde diger oksijen radikalleri ile birlikte hidrojen
peroksit ( H,0,) olusmaktadir. Daha sonra H,0, Fe*" 'in Fe** 'ye doniistiigii ve
sliperoksit anyonlar1 tarafindan katalizlenen fenton reaksiyonu ile OH  anyonuna
doniigmektedir. Major antioksidan enzimler superoksitd dismutaz, katalaz ve
glutatyon peroksidazdir. Serbest oksijen radikalleri lipid peroksidasyonu, protein ve
DNA hasarina neden olmaktadir. Ayrica anaerobik metabolizma sonucunda laktik
asit olugmakta, hiicre membram1 boyunca iyon gradienti kaybi ile hiicresel
mekanizmalar hasara ugramaktadir ( 37,38). (Sekil-1)

Iskemi doneminde tekrar doku kan akimi saglamirsa doku hasam geri
doniisiimlii olmakta, iskeminin devam etmesi halinde geri déniisiimsiiz zedelenme
olusmaktadir. Geri doniiglimsiliz zedelenme sonucu mitokondrilerde ileri derecede
vakuolizasyon, hiicre zarlarinda agir1 yikim, lizozomlarda sisme goriilmektedir (32).

Retina, diensefalonun bir uzantisi olarak beyin ile birgok fonksiyonel ve
yapisal benzerlikler icermektedir. Beyin ile karsilagtirildiginda retinanin kendine has
ve Ozellikli ¢evresel yapisi ile iskemik hasara anlamli bir gekilde bir dogal direncinin
bulundugu goriilmektedir. Retinanin iskemiye gosterdigi rolatif direng beyin ile retina
arasindaki en géze carpici farktir. Noroproteksiyona dayal tedavi stratejileri beyin

iskemilerinde hayal kiriklifima ugratici sonuglar vermistir. Beyin birka¢ dakikahk
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iskemiye ¢ok genis bir hasar veya Oliimle cevap verebilirken retina 100 dakikalik
iskemiye hasarsiz yanit verebilir (39). Retinada, hemoglobin ve miyoglobin ile
uzaktan iligkili, n6rona O6zel solunumsal bir protein olan néroglobin yiiksek
seviyelerde bulunmaktadir. Beyindekinin 100 kati kadar olan bu protein retinada
Ozellikle fotoreseptOrlere yerlesmistir (40). Retinanin iskemik modellerinde
fotoreseptrlerde, i¢ retinaya oranla daha az fonksiyonel ve yapisal hasar
goriilmesinin nedeni heniiz tam olarak agiklik kazanmamigtir. Ancak bu gergegin ii¢
temel nedene dayandig diigtintilmektedir.
1. Lokal enerji substratlari mevcuttur (vitreusda 6nemli miktarlarda glukoz,
retinada glikojen deposu vardir.) (41).
2. Bu enerji substratlan retinal iskemi peryodu boyunca bogsalmaktadir (42,43).
3. Izole retina oksijen yoklugunda bile glukolizis ile glukozdan ATP
sentezleyebilir (44).

Retinal iskeminin karigik patofizyolojisi retina ve vaskiiler destegi arasindaki
dinamik iligki ile alakalidir. Koroid, retina ve optik sinir bagi kan akimlarinin tek tek
veya hepsinin birden etkilenmesi retinada degisik patolojik durumlara yol agacaktir.
Kan akimi kesildiginde retinadaki degisik hiicre tipleri farkl1 sekillerde bu durumdan

etkilenecektir.

3.2 VEGF

Ik kez Ferrara ve Davis-Smyth tarafindan tammlanan VEGF yaklasik 45 kilo
dalton (kD) agirlifinda bir homodimerik glikoprotein olup, oldukca etkili damar
endotel hiicre mitojenidir (45). VEGF fizyolojik ve patolojik neovaskiilarizasyondan
sorumludur. Histaminden elli bin kez daha fazla damar gegirgenligi iizerine etkin

oldugundan ilk tanindiginda vasopermeabilite fakt6r olarak isimlendirilmigtir (46).
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Tek bir VEGF allelinin kaybi erken embriyonik Sliimle sonuglandigindan
normal embriyogenezis igin VEGF gereklidir. Yenidogan farelerde VEGF
inhibisyonu bobrek glomeriillerinde anormal gelisime, bdbrek yetersizligine,
karaciger gelisiminde gerilige, anormal trabekiiler kemik olusumu ve korpus luteum
yokluguna yol agar (47).

VEGF spesifik olarak endotel hiicrelerinden salinmaktadir. Birgok patolojik
dokuda bulundugu gibi, normal dokularin yapisinda da yer almaktadir (48). VEGF’in
A, B, C, D, E ya da aminoasit sayilarina gore VEGF’nin aym1 gen iizerinden 4 farkli
(121, 165, 206, 145 aminoasit iceren) formu bulunmaktadir. Insan VEGF’in cesitli
izoformlarinin herbiri ayr1 heparin baglama yeteneginde, gesitli doku dagilim
gosteren ve hipokside artan, aym: zamanda etkili birer damar gecirgen faktordiir (49).

VEGF fosfolipaz C’yi aktive ederek hiicre i¢i kalsiyum miktarim artirr.
Kalsiyum artig1 proliferasyonda gérev alan fosfolipit bagimh kinaz ve protein kinaz C
(PKC) aktivasyonuna neden olur (50). Endotel hiicre proliferasyonunda énemli yeri
olan PKC’nin alfa , betal, beta2, zeta, teta, epsilon gibi farkli izomerleri vardir.
Vaskiiler endotel hiicre plazma membranlarinda PKC sigma izoformu hari¢ diger tiim
izoformlar bulunmasmna ragmen VEGF aktivasyonunu gergeklestiren kalsiyum
bagimli alfa ve beta 2 izoformlaridir. PKC’nin endotel fonksiyonu, vaskiiler
gecirgenlik ve anjiogenezis {izerine etkileri bilinmektedir. PKC beta 2 izoformunun
aktivasyonu VEGF’in mitojenik etkisinden sorumlu olmakla beraber PKC alfanin
adenoviral overekspresyonu endotel hiicre migrasyonunu hizlandirmakta ve PKC
sigmammn aktivitesini azaltmaktadir (51). Staurosporine, H-7 ve calphostin C gibi
nonspesifik PKC inhibitérleri VEGF’in mitojenik ve anjiojenik etkilerini anlamli

olarak azaltmaktadir (52).
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Anjiojenezde VEGF’in yamsira Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2, bFGF),
Transforming Growth Factor-a (TGF-a), Epidermal Growth Factor (EGF), Tumor
Necrosis Factor-a (TNF-a) gibi birgok ajan rol alir. Bunlar; tiimér hiicrelerinden,
monosit, fibroblast gibi ortamdaki diger hiicrelerden ve kollajen matriksin yikimi
sonrasinda agiga c¢ikabilirler (53). Diger 6nemli anjiogenik faktorler ve etki

mekanizmalar1 Tablo 1°de goriilmektedir.

Tablo 1- Onemli Anjiogenik Faktorler ve Etki Mekanizmalar

FAKTOR ETKI MEKANIZMASI
Vascular Endothelial Growth Factor Endotelyal mitojen,
(VEGF) Survival faktor,
Permeabilite indiikleyici
Basic Fibroblast Growth Fact6r Endotelyal mitojen,
(bFGF / FGF-2) Anjiogenez indiikleyici
Survival faktor
Flk-1 Ekspresyon indiikleyici
FGF-1, FGF-3, FGF4 Endotelyal mitojen
Anjiogenez indikleyici
Transforming Growth Factor - ¢ Endotelyal mitojen
(TGF-o) Anjiojenez indiikleyici
VEGF ekspresyonu indiikleyici
Epidermal Growth Factor Zay1f endotelyal mitojen
VEGF ekspresyonu indiikleyici
?:gg’;ocyte Growth Factor / Scatter Endotelyal mitojen, mitojen
( HGF/SF) Anjiogenez indiikleyici
Transforming Growth Factor - 8 Endotelyal biiyiime inhibisyonu
(TGF-B) Anjiogenez indiikleyici
VEGF ekspresyonu indiikleyici
Tumor Necrosis Factor - o Endotelyal mitojen
(TNF-a) Anjiogenez indiikleyici
VEGF ekspresyonu indiikleyici
Platelet Derived Growth Factor Endotelyal mitojen
(PDGF) Endotelyal motilite fakt6rii
Anjiogenez indiikleyici
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VEGF etkisini tirozin kinaz (flt-1) ile “fetal liver kinase” 1’in insandaki
karsiligr “kinase insert domain containing receptor” (flk-1/ KDR) olarak bilinen iki
reseptorii aracilifiyla ortaya gikarir (54,55). Bu reseptorler otofosforile olan tirozin
kinaz proteinleri olup VEGF baglarlar. VEGFR-1 endotel hiicre proliferasyonundan
ve anjiogenezisten sorumludur. VEGFR-2 (flk- 1 KDR) ise hematopoez ve endotel
hiicrelerinin baglangi¢ proliferasyonunda gorev almaktadir (56). Son zamanlarda
VEGFR-3/flt4 olarak tamimlanan ve lenfanjiogenezisin molekiiler regiilasyonundan
sorumlu oldugu bildirilen bir bagka reseptorii tammlanmigtir. VEGFR-3/flt4 tiimér
metastazi, lenf 6dem gibi birgok patolojik olayda yer alir (57). Renal mezankimal
hiicreler, monositler, kan hiicreleri ve retinada da varolmalarina ragmen esas olarak
endotel hiicreleri bu reseptorleri ekspresse ederler. Bu reseptorler RPE’ye bakan
koriokapiller endotelinde yiiksek oranda bulunurlar. Resept6r uyariminin monosit ve
vaskiiler diiz kas go¢ii ile von Willebrand faktor salinimina yol agtigi gdsterilmigtir
(58,59). VEGF intravitreal verildiginde retinal damarlarda dilatasyon olusturur (60).

VEGF mRNA hipoksik durumlarda fazlaca expresse edilir. Diisiik glikoz
seviyesi, oksidatif stres ve Ozellikle hipoksik ortamda diizeyi hizla artan hypoxia-
inducible transcription factor-1 (HIF-1) de VEGF salimiminda etkili rol oynamaktadir
(61). Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda eritropoetinin retinada endojen bir
koruyucu faktdr oldugu gosterilmigtir (62,63). Hipoksik retinada salimmi artan
eritropoetinin iskemik hasar baglamadan 6nce veya bagladiktan hemen sonra sistemik
olarak verilmesinin iskemik hasar1 azaltacagi bildirilmistir (64). Hipoksiye duyarh
faktor-1 baglayan alanin gen sirasiyla yakin iligkisinden dolay: eritropoetin de aym
mekanizma ile artar (63). VEGF’in saliniminda en O6nemli iki faktér hipoksi ve
inflamasyondur. Hipoksiye maruz birakilan retinada, VEGF diizeyi anlamli olarak

artmaktadir (65).
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Vaskiilarize tiimorlerde, 16semi, endometriozis ve psoriazis gibi bircok
hiperproliferatif hastaliklarda ekspresyon artist gosterilmistir. Ozellikle glioma,
pileositik astrositoma, menenjioma gibi beyin tiimorlerinde miktar artmaktadir (58).

Diyabetik proliferatif retinopati gelisiminde kan retina bariyerini bozarak
etkili olan VEGF goziin kapiller endotel hiicreleri, perisitler, gilia hiicreleri ve
gangliyon hiicreleri tarafindan da ekspresse edilebilir. Retina kapiller endotel

hiicrelerinde in vitro olarak VEGF reseptérleri gosterilmistir (66,67).

3.3 TUMOR NEKROZ FAKTORU ALFA

Polipeptid yapida hormon olan kagektin/tiimor nekroz faktéri (TNF)
infeksiyon, doku hasar1 patogenezinde ve doku homeostazisi ile host defansinda yer
alan bir mediat6rdir (68). Kagektin/TNF ismi molekiiltin ikili tarih¢esini yansitir.
Kagektin isimlendirilmesi, TNF’nin kageksinin molekiiler temelinde 6nemli oldugunu
diisiinen aragtirmacilar tarafindan ilk olarak kullanilmigtir. TNF-a ise ttimor hiicre
dizilerine karg1 sitotoksik etkileriyle ilgilenen arastirmacilar tarafindan izole
edilmigtir. Kagektinin amino asid dizisinin belirlenmesi ve kasektin ile TNF-o’y1
kodlayan genler i¢in c-DNA’min klonlanmasi iki molekiilin 6zdes oldugunu
dogrulamustir (69,70). Insan kasektin/TNF 233 amino asidlik bir prohormon olarak
tiretilip, 76 rezidii amino asidin (sinyal peptidini olusturan kismin) ayrilmastyla 157
rezidii amino asidden matiir protein olusur. Molekiil agirligi 17 kD dir (71). Matiir
TNF polipeptidi bir bagka sitokinle, lenfotoksin (TNF-a) ile ortak bir 28 amino
asidlik sekans homologlugu icermektedir. Boylece baz1 biyolojik aktivitelerde ortak
olmakta ve bu molekiiller ortak bir reseptor igin yarismaya girebilmektedir. insanda
kagektin/TNF ve lenfotoksin, 6 no’lu kromozomun kisa kolu {izerindeki ayr1 genler

tarafindan kodlanmaktadir (72,73).
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TNF, cesitli aktive fagositik ve nonfagositik hiicrelerde sentezlenir. Bunlar
arasinda makrofajlar, monositler, lenfositler, NK (Natural Killer) hiicreler, beyindeki
astrositlerle, mikroglia hiicreleri, karacigerdeki Kupffer hiicreleri yer almaktadir.
Infeksiyoz uyanmin TNF sentezini tetikleyebilme kapasitesine sahip olmasi,
molekiiliin infeksiyonda esas rolii oynadifim diiglindiirmektedir, ¢iinkii bakteriyel
endotoksinler/lipopolisakkaridler, enterotoksin, toksik sok sendromu toksini-1,
mikobakteriyel kord faktorii, virusler, C5a, mantar ve parazit antijenleri, interlokin-1
(IL-1) ve otokrin bir sekilde kasektin/TNF’nin kendisi TNF sentezini tetikleyebilen
unsurlardir (74).

TNF-a reseptorleri iki tiptir: Tip 1(TNF-P 55), tip 2 (TNF-P 75). Bunlar TNF-
a’y1 ve lenfotoksini fikse eden transmembraner proteinlerdir. Kortikosteroidler,
pentoksifilin, talidomid ve metotreksat (MTX) TNF sentezini inhibisyona ugratir. En
spesifik inhibisyonu TNF-a ve monoklonal antikorlar1 (veya onun membran
reseptorlerini) noétralize eden veya sitokin ile membran reseptorii arasindaki kargihikli
etkilesim kompetisyonuyla etki eden TNF’nin solubl-reseptérleri sayesinde elde
edilmistir. TNF karaciger, kas, akciger, bagirsak ve bobrek gibi normal dokulardaki
yiiksek afiniteli membran reseptérleriyle etkilesime girer (75).

TNF postreseptor diizeyde adipositlere spesifik mRNA sentezini suprese
etmekte ve preadipositlerin morfolojik diferansiyonunu énlemektedir. Bu hormon
etkisiyle lipoprotein lipaz sentezi transkripsiyon seviyesinde durdurulmaktadir.
Kasektin ayrica Sinif 1 major histokompabilite kompleksi (MHC) antijenlerinin, GM-

CSF ve IL-1 sentez ve salinimim indiiklemektedir (76).
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TNF’nin uyardig1 mediatorler sunlardir:
1. Peptid regiilatuvar faktérleri: IL-1, IL-6, Granulositmonosit-koloni stimulator

faktor (GM-CSF), kagektin / TNF, PDGF (platelet derivated growth factor), TGF-

p
2. Eikozanoidler: Prostaglandinler, 16kotrienler, trombosit aktive edici faktér.

3. Hormonlar: Kortikotropin / kortizol, adrenalin, noradrenalin, glukagon (76,77)

Son caligmalar gGstermistir ki; kasektin damar endotelindeki hemostatik
Ozellikleri degistirmekte bunu da prokoagiilan aktiviteyi indiikkleyerek ve hiicre
yiizeylerindeki trombomodulin ekspresyonunu inhibe ederek yapmaktadir. Bu
etkilerle trombiisiin biiyiimesini saglar, DIK (Dissemine Intravaskiiler Koagiilasyon)
gelisebilir ve tiim6r damarlarinda da okliizyona neden olabilir. Endotel hiicrelerinde
antijenik ifadeyi degistirebilir, IL-1 i sentezletir, hiicrelerde yeniden diizenlenmeye
neden olabilir (78,79).

TNF-a, lokositlere karsi, endotel hiicre yiizeyini adezyon molekiilleri
aracilifiyla daha yapigkan hale getirerek, damar endotel hiicrelerinin yeni yiizey
reseptorlerini diga salmalarina neden olur. Inflamatuar ISkositleri, &zellikle
notrofilleri mikroorganizmalar1 Oldiirecek sekilde aktive eder. Viruslara karsi
koruyucu interferon benzeri etki gosterir. TNF-o salgilandiginda IL-1, IL-6,
kemokinleri ve TNF-"nin kendisini iiretmek {izere mononiikleer fagositleri ve diger
hiicre tiplerini uyarir. IL-6 ile sinerjik etki gosterir (80).

TNF ve TNF reseptor ailesi T hiicrelerinin aktivasyonu, farklilasmasi ve etkili
yanitinda anahtar rol oynamaktadir. TNF’nin primer T hiicreleri i¢in mitojenik oldugu
gosterilmigtir (81).

TNF-o iskemik retina hasarinda 6nemli rol oynayan nitrik oksit (NO)

sentezini uyarir. NO ¢ok giiclii vaskiiler tonus diizenleyicidir (82,83). Onemli bir
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mesajct olan NO, arjininin sitriilline doniisimii sirasinda ti¢ degisik izoformu olan
nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan sentezlenir. Fazla miktarda NO tiretimi retinal
iskemi sonras1 néronal hasara neden olmaktadir (84). NO sekresyonunu uyaran TNF-
a’nin inhibisyonu NO’in retina {izerindeki zarar verici etkilerini de azaltacaktir.
Yapilan calismalarda TNF-a’nin inhibisyonu ile NOS aktivitesinin de azaldif:
goriilmiigtiir. Ek olarak sistemik TNF-o’nin nétralizasyonu ile beyin iskemisi ve
deneysel otoimmun uveoretinitlerde hedef organ hasarimi engelledigi izlenmistir
(82,85). Yenidogan farelerde 7 giin boyunca % 75 oksijen ile olusturulan retina
hasarinda makrofaj/mikroglia hiicrelerinden sentezlenen TNF-¢’nin retinal
diizeylerinin ve buna bagli olarak MCP-1 (monosit kemotaktik protein -1), IL-8,
bFGF (basic fibroblast growth factor) gibi anjiogenezisi diizenleyen faktorlerin
hiicresel mRNA diizeylerinin arttig1 bildirilmigtir (20).

Gegici retinal iskeminin hizli ve persistan TNF-a upregiilasyonuna neden
oldugu gosterilmigtir (86,87). Reperfiizyonun erken safhasinda TNF-o’min kaynag:
gangliyon hiicreleri, amakrin hiicreler ve Miiller hiicrelerini igeren i¢ retinadir.
Burada salgilanan TNF-o’nin zararli veya yararli bir etken olup olmadigimi anlamak
icin birgok deneysel arastirma yapilmistir (32,88). Iskemiye maruz birakilan glial
hiicrelerin TNF-o sentezleyerek retinal gangliyon hiicrelerinin sliimiini hizlandirdigx

bilinmektedir (82).

3.4 ENDOSTATIN

Endostatin ilk kez 1997°de O’Reilly ve arkadaglar1 tarafindan tanimlanan
hemanjiyoendotelyom tarafindan dretilen bir anjiyogenik inhibitordiir (89).
Endostatin, kollajen XVIII’in 20 kD agirhigindaki karboksi terminal par¢as: olarak

endotel hiicresi proliferasyonunu ve giiclii bir bicimde anjiyogenezi ve tlimor
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biiylimesini inhibe eder (90). Kollajen XV (Endostatin XV)’in C-terminal ucu
Endostatin XVIII gibi anjiyogenezi inhibe etmektedir ancak birgok fonksiyonel
farkliliklara sahiptir. Immiinohistokimyasal ¢alismalarda endostatinin vaskiiler ve
epitelyal bazal membranin bir pargasi oldugu goriilmiigtir (91).

Endostatin, trombospondin, interferon alfa ve beta, prolaktin, trombosit
faktori 4 ve anjiyostatin gibi bircok endojen anjiyogenez inhibitorii bildirilmigtir
(89,92-95). Endostatin, biiylime faktorleri uyansiyla tutulan heparan stilfat
proteoglikanlarina baglanarak anjiyogenezi inhibe etmektedir (90). Endojen

anjiojenik faktérler ve anti-anjiojenik faktorler Tablo 2°de goriilmektedir.
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Tablo 2- Endojen Anjiogenik ve Anti-anjiogenik Faktorler

Anjiogenik Faktérler Antianjiogenik Faktorler
VEGF Trombospondin-1 ve —2
bFGF Endostatin
TGF-o ve B Angiostatin
PDGF Interferon-o, -

HGF/SF Interlokin —12

TNF-a Platelet Fakt6r -4 fragmam
EGF’ler Angiopoietin-2

Plasental biiyiime faktorii Insan makrofaj metalloelastaz
Tissue Factor TIMP-1 ve 2

IL-6 ve IL-8 VEGF

Angiogenin Vasostatin

Angiopoietin-1 Anti-trombin III fragmani

Siklooksijenaz — 2 ( COX-2)

Nitrik Oksit (NO)
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Endostatin, hiicre proliferasyonu ve migrasyonu ile apoptozisde etkili olan
genlerin down-regiilasyonunu yapmakta ve hiicre kiiltiirlerinde Ca?* ve cAMP
aktivitesini artirmaktadir (96).

Endostatinin esas etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte in vitro
laboratuvar galigmalarinda timdor hiicreleri , fibroblastlar, diiz kas hiicreleri gibi
nonendotelyal hiicrelere etkisinin olmadigt sadece endotel hiicrelerine 6zel bir
etkisinin oldugu bilinmektedir. Endostatin umblikal ven endotel hiicrelerinin VEGF
tarafindan uyarilan go¢iinii inhibe eder (97,98).

Endostatin solid tiimorlerde yeni bir tedavi alternatifi olarak toksik olmayan
ve ilag direncinin izlenmedigi bir ajandir (99).

Bazal membranin yapisinda bulunan endostatin, insan go6ziinde kollajen
gelisiminde ve vitre-retinal yapinin devamlihifinda ¢ok Snemli rol oynamaktadir

(100).

3.5 TALIDOMID

Talidomid 1956 yilinda bir Bat1 Alman firmasi tarafindan Alman marketlerine
sunulmugtur. Daha sonra 1958 yilinda Ingiltere ve diger iilkelerde 6zellikle uykuya
yardimel olmasi, hizli etkisi ve giivenli goriiniisii nedeniyle marketlere girmigtir.
Talidomid o donemlerde FDA (Food and Drug Administration) onay1 alamadig i¢in
Amerikan marketlerine girememistir (101).

Uzun zaman talidomid kullanan hastalarda periferal néropatiler bildirilmigtir.
McBride ve Lenz 1960 yilinda talidomid kullanan annelerin bebeklerinde infant kol
ve bacak defektleri bildirmiglerdir. Tahminen 5000-6000 infantta thalidomide

kullanimina bagli fakomeli ve i¢ organlarda deformite bildirilmistir (102).
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Talidomid 1961 yilinda sadece simirlari iyi tamimlanmig aragtirma amagh
kullamlmak tizere marketlerden kaldirlmugtir. Sheskin 1990’h yillarda erythema
nodosum leprosum (ENL) tizerinde talidomid kullaniminin dramatik tedavi edici
etkilerini agiklayarak diger otoimmun ve inflamatuar tabanli ¢alismalarin Oniinii
acmgtir. Talidomid Amerika’da aragtirma amacl yeni ilag statiisiinde kullanimdadir
(103).

Farmakoloji:
Yap1 ve Kimyasal Ozellikler:

Talidomid ya da a-phthalimidoglutarimide, bir glutamik asit derivesi olup
bemegride (a-ethly- a-methyl-glutarimide) ve glutethimide (B-ethyl- B-phenyl-
glutarimide) ile iligkili ancak farkli farmakolojik 6zelliklere sahip bir ajandir (101). L
halka sisteminin solunda phthalimide, saginda asimetrik karbon atomu ile glutarimide
vardir (Sekil-2). Talidomid optik olarak aktif L- ve R-izomer formlarini igermekte
ancak klinikte optik olarak inaktif rasemik karigimi kullanilmaktadir. Her enantiomer

formunun farkl: klinik 6zelliklerinin olup olmadif1 a¢ik degildir (102).

Sekil 2- Talidomidin kimyasal yapisi.
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Talidomid benzen ve eterde ¢bziinmez ancak su, metanol, aseton, glisiyal
asetik asitte az ¢6ziintirken, dioksan, dimetil formamid, piridin ve kloroformda siiratle
¢Oziintir (101).

Farmakokinetik:

Talidomidin farmakokinetigi ve {iriner ekskresyonu yiiksek performansli likid
kromatografik analizi ile yapilmigtir. Goniilli hastalarda yapilan caligmalarda 8
gontilliintin 6’sinda 200 mg oral alim sonrasi1 4,39 + 1,27 saat sonra 1,15 + 0,2 mg/ml
olan pik degerlerine ulagilmigtir. Absorbsiyon yarilanma émrii 1,7 + 1,05 saat ve
eliminasyon yar1 Omrii 8,7 = 4,11 saattir. Total dozdan 24 saat sonraki {iriner
ekskresyon miktar1 sadece %0,6+%0,22 olup plazma ve idrar Srneklerinde higbir
metaboliti bulunamamigtir. Ancak 200 mg tek oral doz alim sonrasi 24 saat sonra bile
plazmada izlenebilmektedir (104).

Metabolizma:

Insan galigmalari yapilmamistir ancak hayvan c¢alismalarinda nonenzimatik
hidrolitik yolla par¢alandify izlenmistir. Thalidomide, karacigerde sitokrom p-450
ailesi tarafindan metabolize edilir. Talidomid, nikotinamid- adenin diniikleotid fosfat
(NADPH) ile inkiibe edildiginde tiimor hiicrelerinin konkavalin-A kapli polietilene
yapismasimi Onlemektedir. Hepatik mikrozomlarda p-450 inhibittrleri ile talidomid
aktivasyonu engellenmektedir (105).

Etki Mekanizmalar:
Hipnosedatif Etki:

Talidomidin hipnosedatif etkisinin glutarimid halkasindan kaynaklandif

bilinmektedir. Talidomid, barbitiiratlardan farkli olarak 6n beyindeki uyku merkezini

aktive etmektedir. Cok yiiksek dozlarda bile respiratuar depresyona yol agmaz (106).
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Immunsupresyon:

Farelerde yapilan galigmalarda dondr ve alicida talidomid kullanimim takiben
homograft Omiirlerinin uzadifi izlenmisticr (107). Baboon ve rhesus cinsi
maymunlarda yapilan c¢aligmalarda bdbrek reddinin progresyon faktéri olan
eritropoetin diizeylerini renal allogreftlerde diislirdiigti g6zlenmigtir (108).

Diger etkiler:

Polimorfoniikleer hiicreler ile thalidomidin preinkiibasyonu kemotaksisi
onlemekte fakat kemotaktik faktorlere direkt ilacin eklenmesi kemotaksisi
onlememektedir (109). Talidomid 10 pg/ml dozunda sitotoksik etki olmaksizin
anlamli bir sekilde monosit fagositozunu Snlemektedir (110). Saglikli goniilliilerde
thalidomide verilmesini takiben dolagan T-helper hiicrelerinde azalma T-supressor
hiicrelerinde anlamli gekilde artis izlenmistir (111).

Talidomid IL-1, IL-6, GM-CSF ve genel proteinleri etkilemeden TNF-a
mRNA yapmmim azaltarak TNF-o firetimini azaltmaktadir (112). Insan periferik kan
mononiikleer hiicre kiilttirlerine eklenen talidomid ile interferon gamma (INF-y)
tretimi azalmig, IL-4 ve IL-5 tiretimi artmugtir (113). Bir bagka ¢alismada koyun
kirmiz1 kan hiicreleriyle immunizasyon 6ncesi 5-7 giin talidomid verilen farelerde
IgM antikoru formasyonu azalmigtir (114).

Talidomid verilen AIDS (Acquired Immun Deficiancy Syndrome)
hastalarinda HIV-1 (Human Immundeficiancy Virus-1) ’in latent aktivasyonunun
baskilandig: izlenmistir (115).

Yakin zamanda yapilan caligmalarda anjiyogenezisin indiiklendigi tavsan
kornealarinda basic fibroblast growth factor (bFGF) yapiminin inhibe edildigi

izlenmis, Wallerian dejenerasyonu izlenen ratlarda talidomid kullamimini takiben
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hiicre proliferasyonunun, subperindral 6demin ve miyelin fagositozunun azaldig:
saptanmigtir (116,117).
Terdpotik Kullanim:

Talidomid eritema nodozum leprosum (ENL), prurigo nodularis, aktinik
prurigo, diskoid lupus eritematozus (DLE), aftdz stomatit, Behget ve greft-versus-
host hastaliginda etkili bulunmugtur (101).

Yan Etki:
Teratojenite:

Konsepsiyondan 34 ile 50 giin sonra almman tek doz 100 mg talidomid
(plazma konsantrasyonu 1mg/I.) malformasyon olusturmaya yetmektedir (102). Son
ti¢ dekaddir yapilan caligmalara ragmen talidomidin hangi mekanizmayla embriyopati
yaptigi anlagilamamistir. Kol ve bacak tomurcuklari olusurken kan damarlarinin
biiytimesinde bir inhibisyon yaptifn varsayilmaktadir. Elektron mikroskobu ile
yapilan caligmalarda deforme embriyo dokular ile talidomid tedavisi verilen
tavsanlardaki korneal neovaskiilarizasyonun inhibisyonunda goriillen Orneklerde
ultrastriktiire]l yapilarin anjiyogenezis inhibisyonundaki yapilara benzer oldugu
gortilmistiir (118).

Periferal noropati:

Talidomid kullanan hastalarda daha ¢ok sensoriyel semptomlar izlenmekte,
orta siddette piramidal yol hasarmma bagl olarak hafif siddette proximal kas
glicstizliigli sikayetleri goriilmektedir. Ilacin kesilmesinden sonra kas giicsiizlligii
hizla azalmasina ragmen duyusal bozukluklar devam edebilmekte, bazen de ilag

kesilmesine ragmen kétiillesmektedir (119).
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Talidomid néropatisi izlenen hastalarin 4 ile 6 yil arasi takiplerinde %25
hastada tamamen iyilesme, %25 hastada hafif bozukluk, %50 hastada duysal
semptom ve bulgularda hi¢ degisme izlenmemistir (120).

Talidomide bagli néropati retrospektif caligmalarda lepra tedavisi gérenlerde
%], prurigo nodularis tedavisi alanlarda %70 oraninda bildirilmigstir (121).

Endokrin Etkiler:

Talidomid diger sedatif ilaglar gibi ¢ok az miktarda tiroid sekresyonunu
azaltmakta ve bu etkisinin tiroid stimulan hormon yapiminin azalmasina baglh ortaya
ciktif1 diisiiniilmektedir. Ayrica ACTH ve prolaktin {iretim ve sekresyonunu stimule
etmekte ve hipoglisemiye neden olmaktadir (101).

Diger yan etkiler:
Ilag Etkilesimleri

Talidomid barbiturat, alkol, klorpromazin ve rezerpinin etkisini artirmaktadir.
Histamin, serotinin, asetilkolin ve prostaglandinlerin etkisini antagonize etmektedir
(102).

Sonug olarak talidomid ile tedavi birgok mukokutandz hastaliklarda iyiden
milkemmele kadar degisik sonuglar vermistir. Ayrica diger tedavilere direngli
hastalarda iyi cevaplar alinmigtir. Cesitli yan etki ve tehlikelerine ragmen uygun

hastalarda rahatlikla kullamlabilir (101).
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4. GEREC VE YONTEM

Calismamiz Firat Universitesi Tip Fakiiltesi G6z Hastahiklari Anabilim
Dali’'nda Biyokimya Anabilim Dali ve Patoloji Anabilim Dali’min katkilar ile
gergeklestirildi. Ortalama 500 gram olan 21 adet albino kobay ¢alismaya alindi.
Caligma siiresince denekler, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma
Merkezi’nde (FUTDAM) uygun besleme sartlarinda ve 6zel kafeslerde tutuldu. Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun izni ile, hayvanlarn her iki gézi
kullanilarak g¢aligma gergeklestirildi. Denekler randomize olarak 3 gruba ayrildi. Her
denek tartildiktan sonra, plasebo ve sham grubu digindaki gruplara, giinliik tek doz
300 mg/kg oral talidomid verildi. Her gruba standart hazirlik, anestezi ve cerrahi
teknik uygulandi.

Gruplar:

Kobaylar, her bir grupta 7 denek olacak sekilde randomize ii¢ gruba ayrildi.
1.Grup (Plasebo grubu): Bu gruptaki kobaylara galigma siiresince sadece nazogastrik
sonda ile 2 cc. oral salin solusyonu verildi, yedi giin sonra hayvanlar dekapite edildi
ve her iki g6z entiklee edildi (n=7).
2.Grup (Sham grubu) : Kobaylara iskemi olusturmadan 24 saat dnce ve reperfiizyon
peryodu icerisinde nazogastrik sonda ile 2 cc. oral salin solusyonu verildi, yedi giin
sonra hayvanlar dekapite edildi ve her iki goz eniiklee edildi (n=7).
3.Grup (Talidomid grubu): Kobaylara her iki gézde 90 dakika basingla indiiklenen
iskemi peryodundan 1 giin Oncesi ve 6 giinliik reperfiizyon siireci boyunca
nazogastrik sonda ile 2 cc. salin solusyonu iginde 300mg/kg/giin oral thalidomide

verildi, yedi giin sonra hayvanlar dekapite edildi ve her iki g6z eniiklee edildi (n=7).
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Anestezi Teknigi:

Anestezi ve analjezi uygulamasinda intramiiskiiler 50 mg/kg ketamin
hidrokloriir (Ketalar, Eczacibagi, Tiirkiye) ve 5 mg/kg ksilazin hidroklorid (Rompun,
Bayer, Tiirkiye) kombinasyonu kullanildi. Islem oncesi deneklerin kornealarma %
0.5°lik propakain hidroklorid damlatildi, deneklere solunum ve kan basinci destegi
saglanmadi.

Iskemi-Reperfiizyon Indiiksiyonu ve Cerrahi Teknik:

Biitlin deneklerin iki g6zii caligma kapsamina almmig olup, her bir gruptaki
deneklerin bir g6zli biyokimyasal inceleme i¢in, difer yaris1 ise histopatolojik
inceleme igin kullanildi. Iskeminin baglamasindan 24 saat dnce talidomid grubundaki
deneklere 2 cc salin soliisyonu i¢inde 300 mg/kg oral talidomid nazogastrik sonda ile
verilip, sham grubuna nazogastrik sonda ile sadece 2 cc salin soliisyonu verildi.
Plasebo grubuna herhangi bir islem yapilmadan 24 saat sonra diger gruplardaki
denekler laboratuar masasina yatirilarak, anestezi ve analjezi uygulandi. Bu asamadan
sonra deneklerde retinal iskemi olusturmak amaciyla, 1 litrelik salin soliisyonu
sisesine ucunda insiilin ignesi olan serum seti takilip bu insiilin ignesi ile temporal
limbustan 6n kamaraya girildi. G6z i¢i basinc1 150 mmHg olacak sekilde serum sisesi
aniden 204 cm yiikseklige cikartilarak tespit edildi ve bu yiikseklikte 90 dakika
stireyle tutuldu. Doksan dakikalik basingla indiiklenmis iskemi peryodu sonrasi serum
sisesi g6z seviyesine indirilerek, goz i¢i basinci normal seviyeye diisiiriildii ve takiben

igne 6n kamaradan cekildi.
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Sekil 3- Kobay goziinde iskemik hasarin basingla indiiklenmesi
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Doksan dakikalik iskemi peryodundan sonra denekler 6 giin reperfiizyon
peryodunda birakildi. Talidomid grubuna reperfiizyon peryodunun bagindan itibaren
6 giin boyunca 24 saat araliklarla 2 cc salin soliisyonu i¢inde nazogastrik sonda ile
300 mg/kg oral thalidomide verildi. Plasebo grubuna 6 giin boyunca 2 cc salin
soliisyonu nazogastrik sonda ile verildi.

Altinc1 giiniin sonunda tiim dencklere intrakardiyak 50 mg/kg thiopental
sodyum (Pentothal Sodium, Abbot, Tiirkiye) verilerek kobaylar sakrifiye edildi ve
gozler eniikle edildi. Her grupta deneklerden eniikle edilen goézlerden biri
biyokimyasal isleme, diger géz de histopatolojik isleme tabii tutulmustur.

Histopatolojik inceleme i¢in alnan gzler hizla % 10’luk formaldehid igine
konularak patoloji laboratuvarmna iletildi. Biyokimyasal igin alinan gozler ise,
eniikleasyon sonrasi buz kabi iizerine konup, bistiiri yardimiyla pars plana
bolgesinden ikiye ayrildi. Vitreus dokusu selliiloz siingerler ile temizlendikten sonra,
ameliyat mikroskobu yardimiyla retina dokusu koroidden ayrilarak tiiplere kondu ve
bu tiipler derin dondurucuda —80°C’de biyokimyasal inceleme giiniine kadar
muhafaza edildi. Biyokimya ve patoloji laboratuvarina génderilen goézlerin hangi
gruba ait oldugu belirtilmedi.

Biyokimyasal Degerlendirme:

Biyokimyasal incelemede retina dokusundaki VEGF, endostatin, TNF-a
dizeyleri Sl¢lilmiigtiir.
Homojenizasyon:

Derin dondurucudan ¢ikarilan dokularin tartimi yapildi ve sogukluklar
muhafaza edilerek cam tiiplere aktarildi. Dokularin {izerine 1/20 oraninda diliisyon
olacak gekilde soguk fosfat tamponu (0.2 M, pH:7.4) eklendi. Daha sonra dokular

yine sogukluklari muhafaza edilerek, Ultra Turrax T25 Basic (IKA Labortechnik,
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Germany) homojenizatoriinde 16.000 devir/dakika hizda homojenize edildi. Elde
edilen homojenat +4°C’de sogutmali santrifiijde 45 dakika siireyle 3500 rpm’de
santrifiij edilerek siipernatant elde edildi. Elde edilen siipernatantlar ile RayBio Rat
VEGF ELISA kiti (Cat. No:ELR-VEGF-001, USA) kullamlarak retinal VEGF
diizeyleri (pg/ml) calisildi. Biosource Rat TNF-a immunoassey kiti (Cat. No:
KRC3011, USA) kullanilarak retinal TNF-a diizeyleri (pg/ml) ¢alisildi. ChemiKine
Mouse Endostatin EIA kiti (Cat. No:CYT 160, USA) kullamlarak retinal endostatin
(ng/ml) diizeyleri ¢aligilds.

Histopatolojik Degerlendirme:

Histopatolojik incelemeye alinan gozler % 10°luk formalin soliisyonunda
tespit edildi. Tespit sonrasi optik sinir ve kornea tepesinden sagital olarak bir bistiiri
yardimiyla tiim g6z kiiresini igerecek sekilde ikiye boéliindii. Elde edilen dokular rutin
doku takip islemine tabi tutuldu. Daha sonra dokular parafin bloklara gomiiliip 5
mikronluk kesitler alindi. Kesitler Hemotoksilen-Eosin boyas1 ile boyandi.
Preparatlar Olympus B x 50 marka 151k mikroskobu ile randomize olarak incelendi.
Histopatolojik incelemede tiim preparatlarda optik diskin nazal tarafinda diskden 2
mm mesafedeki i¢ pleksiform tabaka kalinlig1 okiiler mikrometre yardimiyla 6lgtildii.
Retinal tabaka boyunca internal limitan membran ve i¢ pleksiform tabakalarda 10
BBA (biiylik biiyiitme alani1)’ da PNL infiltrasyonu degerlendirilerek toplam sayilari
adet olarak belirlendi, ortalama standart sapmalar1 hesaplandi ve 400X biiyiitmede
fotograflan ¢ekildi.

Istatistiksel Analiz:

Elde edilen verilerin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 (&) alindi. Caligmanin

istatistiki analizi, ‘SPSS for Windows (ver. 10.0 )’ paket programi ile yapildi. Her

grubun kendi iginde birbirleriyle karsilagtirmalarinda Mann-Whitney U testi
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kullanildi. Yapilan ¢aligmanin, her bir grup igin anlamli olup olmadigi Kruskal-
Wallis testi ile analiz edildi. Istatistiksel degerlendirmede p<0.05 degeri anlaml

olarak kabul edildi.
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5. BULGULAR
Biyokimyasal Degerlendirme

Biyokimyasal incelemede, retina VEGF, endostatin, TNF-a diizeyleri her bir
grup i¢in ayr ayr1 degerlendirilerek ortalama ve SD degerleri tespit edildi.

Retinal VEGF diizeyleri plasebo grubuna gére sham grubunda anlamli olarak
yiksek bulundu (p=0.002). Plasebo grubu ile talidomid grubu kargilagtirildifinda
retinal VEGF diizeyleri talidomid grubunda anlamli olarak yiiksek bulundu
(P=0.003). Talidomid grubunda VEGF diizeyleri sham grubuna gore anlamli olarak

diisiik bulundu (p=0.002).
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Tablo 3- Retinal VEGF diizeylerinin (pg/ml) ortalama, standart sapma, minimum ve

maksimum degerleri.
Gruplar Ortalama + SD Minimum Maksimum
Plasebo 10,22+2.58 8,13 15,60
Sham 35,80+5,97 28,78 45,87
Talidomid 19,01+3,01 14,72 22,75

40,00

30,00+

20,00+

VEGF (pg/mL)

10,00

0,00 -

Plaseho Talidomid
Gruplar

Sham

Sekil 4- Retinal VEGF diizeylerinin gruplar arasinda karsilagtiriimasi.

#p<0.05
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Retinal TNF-a diizeyleri plasebo grubuna gore sham grubunda anlamli olarak
yiiksek bulunurken (p=0.002), plasebo grubu ile talidomid grubu arasinda anlamh
fark bulunamadi (P=0.5). Talidomid grubunda TNF- a diizeyleri sham grubuna gore

anlamli olarak diistik bulundu (p=0.009).

Tablo 4- Retinal TNF-a diizeylerinin (pg/ml) ortalama, standart sapma, minimum ve

maksimum degerleri.

Gruplar Ortalama + SD Minimum Maksimum
Plasebo 270,41+69,77 205,0 378,8
Sham 629,93+146,41 4793 850,9
Talidomid 340,93+158,26 180,0 583,1
*
[ * 1
700,004
00,00+
g 500,00
= E
2 400,004
Y 300,004
LL— I
L |
I-— 3
100,001
0,00+

Plasehn Talidomid Sham |
Gruplar

Sekil 5- Retinal TNF-a diizeylerinin gruplar arasinda karsilastiriimasi.
%
p<0.05
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Retinal endostatin diizeyleri plasebo grubuna gore talidomid grubunda anlamh
olarak yiiksek bulunurken (p=0.009), sham grubu ile talidomid grubu arasinda
anlamli fark bulunamadi (P=0.1). Plasebo grubu ile sham grubu arasinda ise retinal
endostatin diizeyleri agisindan anlamh fark bulunamad:i.(p=0.08).

Tablo 5- Retinal endostatin diizeylerinin (ng/ml) ortalama, standart sapma, minimum
ve maksimum degerleri.

Gruplar Ortalama + SD Minimum Maksimum
Plasebo 11,79+£7,36 6,2 27,72
Sham 14,70+4,88 10,1 23,55
Talidomid 30,94+15,59 10,0 50,35
*
I i
3000~
% 20,08+
E
10,00 -
R L

Talidormid
Gauplar

Sekil 6- Retinal endostatin diizeylerinin gruplar arasinda karsilastirilmas
%
p<0.05
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Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik olarak inceledigimiz retina kesitlerinde i¢ pleksiform tabakanin
kalinlig1, talidomid grubunda hem plasebo hem de sham grubuna gbre anlamli olarak
farkli bulunmamigtir (swrasiyla p=0.2, p=0.08). Ancak sham grubunda plasebo
grubuna gore anlaml1 olarak daha kalin Sl¢iilmiistiir (p=0.003)

Tablo 6- I¢ pleksiform tabaka kalinliklarinin (mikrometre) ortalama, standart sapma,
minimum ve maksimum degerleri.

Gruplar Ortalama + SD Minimum Maksimum
Plasebo 18,92+3,18 15 25
Sham 29,28+7,31 22,5 45
Talidomid 21,07+£3,49 15 45
%
30,00+ N
25,00 ~
=
g 2000-
L
=4
% 1500+
¥
£
' 10,007
&
5,00~
000~ , e — ,
Plasebo Sham Talidomid
Gruplar
Sekil 7- I¢ pleksiform tabakanm ortalama kalinhgmm gruplar arasmda
karsilagtirimasi.
*p<0.05
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Retinanin i¢ tabakalarindaki (internal limitan membran ve i¢ pleksiform
tabaka) polimorfoniikleer 16kosit (PNL) infiltrasyonu, sham grubunda plasebo
grubuna gére anlamli olarak fazla bulundu (p=0.001). Talidomid grubunda sham
grubuna gére PNL infiltrasyonu anlamli olarak daha az bulunurken (p=0.004),
plasebo grubuna gére anlaml bir fark bulunamadi.

Tablo7- Polimorfontikleer 16kosit (PNL) infiltrasyonunun (adet olarak) ortalama,
standart sapma, minimum ve maksimum degerleri.

Gruplar Ortalama + SD Minimum Maksimum
Plasebo 0,28+0,48 0 1
Sham 3,2842.28 0 7
Talidomid 1+1,9 0 7

* %

x f 1T !
&
jan }
B 3,00
R
g
&
£ 200-
=l
el
@

1.00 4

0,00

Plagebo Sham Talidomid
Gruplar

Sekil 8- PNL infiltrasyonunun gruplar arasinda karsilagtirilmas.
*
p<0.05
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Histopatolojik incelemeye alinan gézlerin 400X biiyiitmede ¢ekilmis
fotograflart Sekil 9-11” de izlenmektedir.

Sekil 9- Plasebo grubu kobay retinasi sagital kesiti. Salim retina goriiniimii.

Sekil 10- Sham grubu kobay retinasinda internal limitan membran (uzun ve kisa
dikey ok) ve i¢ pleksiform tabakada (yatay ok) PNL infiltrasyonu.
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Sekil 11- Talidomid grubu kobay retinasi sagital kesiti. PNL izlenmemektedir.
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6. TARTISMA

Retinal iskemi, goriilme siklign ve rolatif olarak etkisiz tedavisi nedeniyle
endiistriyel diinyada gérme bozuklugu ve korliigiin en sik sebeplerinden biri olmaya
devam etmektedir. Iskemi, retinamn vazooklusif ve vazoproliferatif hastaliklarinda
onemli rol oynamaktadir. Diyabetes mellitus, retinal arter ve ven tikarkliklari,
prematiire retinopatisi, orak hiicreli anemi ve géziin enflamatuvar durumlar retinada
iskemik hasar olugturmaktadirlar (122).

Herhangi bir dokuda meydanzt gelen iskemi sonucu plazma membraninda
meydana gelen degisiklikler sonucu sodyum kalsiyum iyon dengesi bozulmakta,
asidoz, osmotik sok, kromatin kiimelesmesi ve niikleer piknoz meydana gelmektedir.
Bu degisiklikler mitokondriyal fosfolipazi aktive ederek ATP iiretimini azaltmakta,
kalsiyumun artist ile mitokondriyal membran disfonksiyonu meydana gelip geri
doniigiimstiz  hasarlar olugmaktadir. Bu olaylann endoplazmik retikulumda
vesikiilasyon, lizozomlarda sisme izlemekte, sonugta protein ve enzim sizintisi
geliserek ikincil otoliz olugmaktadir (123).

Iskemi ile birlikte reperfiizyon oldugu durumlarda ‘reperfiizyon hasan’ olarak
bilinen fenomen ortaya ¢ikmaktadir. Reperflizyon hasari sirasinda enerji depolan
yeniden olusturulurken bu arada toksik metabolitler ortaya ¢ikar. Bu toksik
metabolitlerin dolagima katilmas: ile hem sistemik hem de reperfiize olan dokuda
lokal hasar ortaya c¢ikar. Sistemik dolagima katilan toksik metabolitler asidoz
olustururken, lokal olarak serbest oksijen radikallerine bagli olarak lipit
peroksidasyonu olusur. Lipit peroksidasyonu, fosfolipit ve poliansatiire yag
asitlerinden olusan hiicre membraninda toksik hasar meydana getirir. Ayrica lokal ve

sistemik olarak nétrofil birikimi olmakta ve nétrofillerden platelet aktive edici faktor



(PAF), 1okotrienler, proteazlar ve reaktif oksijen partikiilleri salgilanmaktadir. Bu ise
organ yetmezligine yol agmaktadir (124).

Sercbral kortex, hippokampus ve retina insan ve diger omurgali canlilarda
uyaric1 aminoasit reseptorleri acisindan zengin bolgelerdir (125). I¢ retinal tabaka
fonksiyonlarin1 diizenleyen aspartat ve glutamat gibi uyarici aminoasitler aym
zamanda fotoreseptorler ve retina pigment epiteli (RPE) fonksiyonlarinda da rol
oynamaktadirlar. Iskemi- reperfiizyon hasar1 néronal dokularda serbest radikal aracila
uyaricl aminoasitlerin salinimina neden olmakta ve bu aminoasitler hiice i¢i yogun
Ca®* akimu saglamakta ve noronal hasar olusmaktadir (32,126).

Retinada iskemi-reperflizyon hasarina iligkin 1974 yilindan beri aragtirmacilar
tarafindan gesitli caligmalar yapilmis ve birgok bilgi elde edilmigtir (127-130). Ayrica
iskemi-reperflizyonun retinada olugturdugu hasar1 azaltmak ve &nlemek igin birgok
farmakolojik ajanla degisik ¢alismalar yapilmistir. Bu konu ile ilgili birgok ¢aligma
modeli tanimlanmigtir. Oftalmik arterin baglanmasi, kisa siireli g6z i¢i basincimin
yiikseltilmesi ve vertebral arterler ile birlikte birlesik karotid arter baglanmas1 sonucu
tam beyin iskemisi olusturulmasi bunlardan birkagidir. Olusturulan iskemi
modellerinin hepsinde ama¢ geri doniistimli olarak istenen siirede g6z dolagiminin
gegici olarak engellenmesidir (131-133).

Szabo ve arkadaglarinin olugturdugu iskemi-reperflizyon modelinde, oftalmik
arter ve venin ipek siitlir kullanilarak gegici siire baglanmasi ile tam bir okiiler iskemi
gerceklestirilmis ve siitiiriin agilmasi ile de reperflizyon saglanmistir (134). Ancak bu
modelde baglama ile sadece oftalmik damarlar degil, optik sinir de sikigmaktadir .
Optik sinirin sikigmasi sonucu aksoplazmik akimin durmasi, iskemi diginda optik
sinirde bazi aksonlarin kaybina neden olmaktadir. Bu duruma ek olarak Wallerian

dejenerasyonu akson ve myelinlerin yikilmasina neden olmakta ve olayin proksimale
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dogru ilerleyerek bog sinir liflerinin kalmasina ve hasarin retina ganglion hiicreleri
gibi uzak noktalara ilerlemesine yol agmaktadir (134).

Pulsinelli ve arkadaglarimin tamimladigi dort damar baglama yoOntemi ile
olusturulan iskemi-reperfiizyon modelinde, g6z dokularinda cerrahi yaralanmaya
neden olmadan ayni anda her iki retina ve optik sinirde geri doniigiimlii ve tam bir
iskemi olusturulmasina olanak verilmektedir. Bu yontemde vertebral arterler koterize
edilip arka beyin dolagiminin engellenmesinden 48 saat sonra birlesik karotid arterler
klemplenerek tam beyin iskemisi olusturulur. Ancak bu yo6ntem ile karotis arterinin
ortaya gikarilmasi sirasinda meydana gelen kanamalar ile denek kaybi olabilmektedir.
Ayrica beynin iskemiye dayanma giiciiniin kisa olmasi nedeniyle iskemi siiresi kisitli
tutulmaktadir (135).

Retinal iskemi olusturmak amaciyla kullanilan bir bagka yontem ise 1s18a
duyarli bir boya olan rose bengalin intravendz olarak verilerek, noninvazif olarak
retina damarlarinin okliide edilmesidir. Bu yontem ile retinal damarlarda tromboz
olusturularak retinal arter dal obstriiksiyonu taklit edilmektedir. Ancak bu yontem ile
fototoksiteye de bagli hasar olugabilmektedir (136).

Retinal iskemi-reperflizyon modelleri igerisinde yiiksek goz i¢i basinci ile
indiiklenmis retinal iskemi metodu sik kullamlan bir yontem olmustur. Smith ve
Baird bu yontemi ilk kez 1952 yilinda kullanmiglardir (32). En son hali ile bu
yontemde bir rezervuara bagli igne ile 6n kamara parasentezi yapilarak g6z igi basinci
(GIB) sistolik basmncin (110-120 mmHg ) lizerine g¢ikarlarak, okiiler perfiizyon
basincinin {izerine ¢ikilmistir. Boylece retinal ve uveal dolagimin obstriiksiyonuna
bagl olarak global iskemi olugturulmus ve bu durum ERG’ nin diizlesmesi, fundusun
beyazlagmasi, irisin soluklagsmas: ile de kamitlanmugtir. Bu metod ile santral retinal

arter obstriiksiyonu veya akut ag1 kapanmasindaki aymi patolojik durumlar ortaya
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konmugtur. G6z i¢i basincimin gegici olarak ylikseltilmesi ile olugturulan iskemi
modelinin, 6n kamaraya giren kaniiliin olugturabilecegi iritis, hiicre hasarina bagli
konjesyon, katarakt gelisimi veya kaniiliin ¢ikarilmasi ile ortaya ¢ikan ani g6z igi
basinci diigmesi gibi dezavantajlar1 vardir (137,138).

Biz de galismamizda retinal iskemi modelimizi, kobaylardaki goz i¢i basincim
sistolik basing iizerine ¢ikartarak gerceklestirdik. Bu metodu tercih etmemizin nedeni
kolay uygulanabilir, geri ¢evrilebilir, reperfiizyonun kolay baslatilabilir ve kobaylarda
rahat uygulanabilir olmasidir.

Deney hayvanlarinda iskemi-reperfiizyon hasarimi aragtiran birgok calisma
iskemi stiresi ile orantili olarak olugan histolojik degisiklikleri incelemistir. Szabo ve
arkadaglar1 oftalmik arter baglama yoluyla Sprague-Dawley cinsi si¢canlarda yaptiklar
deneyde; 30, 60, 90 dakikalik iskemi olusturmuglar ve 151k mikroskobu diizeyinde ilk
degisiklikleri 60°mc1 dakikadan baglayarak saptamuslardir (134). Adachi ve
arkadaslar1 Wistar cinsi siganlarda goz i¢i basincim yiikselterek olusturduklan iskemi
modelinde, en kisa iskemi siiresini 45 dakika olarak gerceklestirmisler ve bu siirede
iskemiye bagl histolojik degisikliklerin ortaya ¢iktigini gérmiislerdir (138).

Bugiine kadar retinal iskemiyi degerlendirmek i¢in in vivo ve ex vivo yapilan
birgok hayvan caligmasinda vaskiiler dagilim paterni insanlara en ¢ok benzeyen ratlar,
kobaylar ve tavsanlar sik kullanilmigtir. Jampol ve Tielsch melanin pigmentinin
iskemik hasarda ortaya ¢ikan serbest radikalleri temizledigini ve boylece RPE, Bruch
membrani, koroid ve dig retina tabakalarindaki dejeneratif degisiklikleri &nleyerek
koroid neovaskiilarizasyonuna yol agacak bir takim predispozan faktorleri ortadan
kaldirdigim1  bildirmislerdir (139). Retinal iskemiye bagli hasar depigmente
hayvanlarda pigmente hayvanlara oranla daha fazla oldugu i¢in ¢aligmamizda albino

kobay kullanmayi tercih ettik (140).

47



Yakin zamanlarda tamimlanan VEGF, vaskiiler gecirgenlik ve anjiyogenez
tizerinde gok etkili bir biylime faktoriidiir. Aiello ve arkadaglarinin yaptigt ¢aligmada
intravitreal VEGF enjeksiyonlarimin retinadaki wvaskiiler gecirgenligi arttirarak
intraven6z verilen sodyum floreseinin vitreusa gegis hizimi arttirdifi goriilmiistiir
(141). Yine Aiello ve arkadaglarinin yaptifi c¢alismalarda birgok iskemik retina
hastalifinda intraokiiler VEGF konsantrasyonlar1 ile neovaskiilarizasyon arasinda
yakin bir iligki oldugu goriilmiigtiir. Biitiin bu c¢aligmalarda retinal hiicrelerde
hipoksinin indiikledigi VEGF artiginin aym1 zamanda endotel hiicre proliferasyonuna
da yol ag¢tigs bildirilmigtir (142,143). Tim bu sonuglar birlestirildiginde iskemik
retina hastaliklannnda VEGF’in neovaskiilarizasyon gelisiminde ¢ok Onemli roli
oldugu ispatlanmaktadir. Biz c¢alismamizda VEGF diizeylerini baskilayan,
antiiflamatuar ve immunsupressif bir ajan olan talidomid kullanarak iskemi-
reperflizyon  hasarmimin  ileri d6nemlerinde retinal dokuda gelisebilecek
neovaskiilarizasyonlar: ve bunlara bagli komplikasyonlan azaltmay: diistindiik.

Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2, bFGF) ise bir diger heparine baglanan
anjiyogenik proteindir. bFGF, endotel hiicrelerinde gogalma ve epiplast hiicrelerinin
endotel hiicrelerine farklilagmasini saglar (144). Ayrica, bFGF dogrudan veya dolayli
olarak endotel hiicre aktivitesini diizenler. Potent bir endotel hiicre stimiilatdrii olan
bFGF; endotelde migrasyon, proliferasyon ve tiip formasyonundan sorumludur (145).
bFGF ile VEGF’in anjiyogenez iizerinde sinerjistik etki gosterdikleri bilinmektedir
(146). Fakat farkli olarak bFGF’siz ortamda yapilan fare deneylerinde damar
olusumunun gézlenmesi bFGF’nin 6zellikle eriskin vaskiiler yapinin korunmasi ve
yara iyilesmesinde etkili oldugunu diistindiirtmektedir (147). Bir bagka biiyiime
faktorii olan PDGF (Platelet Derived Growth Factor) de heparine bagli peptid yapida

biiytime faktorii olarak VEGF gibi tirozin kinaz reseptorleri iizerine etki ederek
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dimerizasyon, otofosforilasyon ve neticede mitogen activated protein kinaz (MAPK)
gibi intraselliiler kinazlarin aktivasyonunu saglar. Béylece activator protein-1 (AP-1)
gibi transkripsiyon faktorleri uyarilarak mitojenik etkili genlerde cevap olugturulur.
PDGF’in o6zellikle yiiksek dereceli glial tiimorlerde overeksprese oldugu
bilinmektedir (148). Bizde ¢alismamizda yeni damar olugumunda esas rol oynadif
bilinen ve retinal iskemi-reperflizyon hasarinda prognostik bir faktér (141-143) olarak
kullanilan VEGF’1 biyokimyasal olarak inceledik.

Retinanin vaskiiler gelisim siirecinde VEGF diizeylerinde degigimler
oldugunda retinada bir takim degisiklikler meydana gelmektedir. Deneysel olarak
neonatal farelere uzun siire verilen yiiksek oksijenin VEGF diizeylerini diigtirdiigi ve
retinada vaskiiler gelisimin durarak vaskiiler regresyonun gelistigi izlenmisgtir.
Retinada perflizyon olmayan alanlarda iskemi gelisince yiiksek diizeylerde VEGF
salimimt ve retinal neovaskiilarizasyon gelismektedir. Bu durum aslinda insanlarda en
sik goriilen iskemik retina hastalig1 olan proliferatif diabetik retinopatinin 6nemli
yonleriyle benzerlik gGsteren prematiir retinopatisini anlatmaktadir (149).

Burgos ve arkadaglarinin yaptigtr ¢aligmada diabetik hastalarin vitrektomi
Orneklerinde VEGF diizeyleri ile neovaskiilarizasyon arasinda korelasyon oldugu
gorilmistiir (150). Hofman ve arkadaglan tarafindan maymun retinalarinda retinal
ven oklizyonu modeli ile olusturulan iskemik hasarda VEGF’in
neovaskiilarizasyondan esas sorumlu faktér oldugu, rekombinant VEGF’in normal
maymun goézlerine enjeksiyonu ile irisde neovaskiilarizasyon ve akabinde
neovaskiiler glokom gelistigi gOriilmiigtir. Yine bu ¢alismada vitreusa VEGF
antikoru verilen iskemik maymun retinalarinda neovaskiilarizasyon geligiminin inhibe
oldugu izlenmistir. Ancak vitreusa VEGF antikoru vermek invaziv bir yontem olup

retina dekolman, vitreus hemorajisi, endoftalmi gibi riskler tagimaktadir (151).
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VEGEF reseptorlerini bloke eden veya VEGF baglayan ajanlar ile yapilan
calismalarda neovaskiilarizasyonun baskilandigi g6rilmiis ve VEGF’in
neovaskiilarizasyonda anahtar rol oynadiina karar verilmistir (152,153). VEGF
reseptor kinaz inhibitdrleri VEGF sinyalizasyonunu etkili gsekilde Onlemekte ve
retinal neovaskiilarizasyonu onlemektedir (154). VEGF sinyalizasyonunu &nleyerek
retinal neovaskiilarizasyonu engellemek i¢in birgok farmakolojik ajan denenmisgtir.
Kismi olarak selektif kinaz inhibitéri olan PTK787, VEGF ile PDGF (platelet-
derived growth factor) reseptor fosforilasyonunu bloke ederek oksijen ile indiiklenmig
iskemik retinopatili miirin retinalarinda neovaskiilarizasyon gelisimini tamamen
inhibe etmigtir. Subkutan olarak uygulanan bu ajan ile ilgili heniiz insan ¢alismalar
yoktur (155).

Fare modellerinde yapilan ¢aligmalarda VEGF antagonistlerinin (¢6ziinebilir
VEGF-reseptor simerik proteinleri, oligoniikleotidler) iskemik retinopatilerdeki
neovaskiilarizasyonu en fazla % 50 oraninda onleyebildikleri goriilmiis (152,156).
Lazer ile indiiklenmis retinal ven dal okliizyonlu primatlarda intravitreal VEGF
enjeksiyonlarimin iris neovaskiilarizasyonunu tamamen 6nledigi izlenmistir, ancak bu
tedavinin retinal neovaskiilarizasyon tedavisi i¢in ne kadar uygun oldugu
bilinmemektedir (153). Birgok farmakolojik ajanla retinal neovaskiilarizasyonun en
fazla % 50 oranla inhibisyonu gergeklesmekte ve farmakolojik ajanlarla bu degerden
daha &tesine gegilip gegilemeyecegi akillarda her zaman soru isareti olusturmaktadir
(157,158).

Armstrong ve arkadaglarinin yaptifi galismada diabetik retinopatinin ileri
evrelerinde, yani retinal iskeminin arttifi donemlerde VEGF diizeylerinin arttigi ve
proliferatif dénemde retinadaki biitiin epiretinal membranlardan yiiksek diizeylerde

VEGF elde edildigi bildirilmigtir (159). Bizim c¢aligmamizda intraretinal VEGF
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diizeyleri iskemi-reperfiizyon olusturulup tedavisiz birakilan grupta (sham grubu)
plasebo grubuna gore anlamli olarak yiikksek bulunmugtur (p=0.002). Retina pigment
epiteli (RPE), yasa bagli makula dejenerasyonunda goriilen subretinal
neovaskiilarizasyondan esas sorumlu faktr olarak bilinmektedir. RPE hiicreleri
VEGF gibi biiylime faktérlerini salgilayarak koroid neovaskiiler membranlarimin
gelismesini ve biiylimesini uyarmaktadirlar (160). Talidomidin RPE hiicre
proliferasyonu ve migrasyonu iizerine olan etkilerini bildiren heniiz ¢ok fazla ¢aligma
yoktur. Ancak Spraul ve arkadaslarmin yaptigi bir ¢alismada talidomidin 10 pg/ml
dozunda RPE hiicreleri lizerinde optimum inhibitér etkili oldugunu ve RPE
hiicrelerinin proliferasyon ve migrasyonunun engellendigini bildirmislerdir (161).
Bizim ¢aligmamizda Talidomid verilen grupta VEGF diizeyleri sham grubuna gére
anlamli olarak diisiik bulunmustur (p=0.002).

TNF-a retina gangliyon hiicrelerinde apoptozisi indiikleyen bir mesajcidir.
TNF-a pikogram diizeylerinde nonsitotoksik olarak diisiiniilmesine ragmen
norodejenerasyon sirasinda yasamsal sinyalleri susturarak hiicre Oliimiinii
indiiklemektedir (162). TNF-a’nin AIDS hastalarinda optik sinirde izlenen aksonal
dejenerasyon ve glial degisikliklerden de sorumlu oldugu bilinmektedir (163). TNF-
a’nin tavsanlara intravitreal verilmesi sonucu optik sinirde aksonal hasar meydana
getirdigi izlenmistir ve glokomat6z hasarda iskemik hasar teorisini benimseyen goriis
sahiplerine gore TNF-a ve reseptoriiniin artmis glokomat6z optik sinir hasarindan
sorumlu oldugu disliniilmektedir (82). Tim bu goriisler dogrultusunda glial
hiicrelerden salgilanan TNF-a’nin retinal néronal dokuyu hedef alan 6nemli bir hasar
verici mesajcl oldugu diistiniilmektedir.

Fontaine ve arkadaglari, iskemi-reperflizyon hasarina maruz biraktiklar: fare

retinalarinda TNF reseptor 1’in aktivasyonunun hiicre Sliimiinii hizlandirdigini, TNF
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reseptér 2° nin aktivasyonunun néron koruyucu bir etkiye sahip oldugunu
goérmiislerdir (164). Lipid hidroperoksid (LHP) ile tavsanlarda olugturulan deneysel
retina neovaskiilarizasyonlarinda retinal TNF-a, IL-1, VEGF ve PDGF diizeyleri
yiikksek bulunmugtur (165). Bizim ¢alismamizda retinal iskemi-reperfiizyon hasar
sonrast sham grubunda TNF-a diizeyleri plasebo grubuna gére anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (p=0.002).

Retinal iskemi sonrasi endojen koruyucu mekanizmalarin bir pargas1 olarak
bFGF, CNTF (ciliary neurotrophic factor) gibi bir takim biyiime faktorlerinin
miktarlarinin  arttifi bilinmektedir (166). Buna ilaveten BDNF (brain derived
neurotrophic factor) gibi bazi biiylime fakt6rlerinin intravitreal injeksiyonu sonucu
retinal iskemik hasarin azaldifi goriilmistiir (167). Ancak retinal iskemik hasarin
Onlenmesinde biiylime faktSrlerinin roliiniin gegici oldugu ve bu yiizden klinikte
kullanim alan1 bulamadif: bilinmektedir. Ayrica a2-adrenoreseptor agonistleri ve B-
adrenoreseptdr blokdrleri gibi retinal iskemide néroprotektif rol oynayan ajanlarin
bFGF, BDNF ve CNTF gibi biiylime faktorlerinin seviyesini arttirdig1 bilinmektedir.
Endojen koruyucu mekanizmalardan biri olan endostatin in vitro endotel
proliferasyonunu ve migrasyonunu inhibe etmekte, in vivo olarak anjiyogenezis ve
timor biiylimesini engellemektedir (168-170). Endostatinin insanlarda endostatin
antikorlar1 ile immun reaktivitesi incelendiginde retinadaki biiyiikk, genis kan
damarlarinda, kapillerlerde ve 0&zellikle internal limitan membranda immun
boyanmanin en fazla oldugu izlenmistir (171). Yapilan bir ¢aligmada endostatin
salgilayabilen adenoviral vektorlerin intravitreal injeksiyonu ile koroid
neovaskiilarizasyonunun engellendigi goriilmiistiir (172). Bir bagka ¢alismada VEGF
ile indiiklenen retinal vaskiiler sizintimin endostatin seviyelerinin arttirilmasi ile

azaldign  goOriilmiistir. Aym c¢alismada VEGF ile indiikklenen retinal
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neovasklilarizasyonun ve retina dekolmanmmin endostatin tarafindan 6&nlendigi
bildirilmistir (173).

Insanlarda proliferatif diabetik retinopatili gozler tizerinde yapilan ¢alismada
VEGF ve endostatinin vitreusdaki diizeyleri 6l¢iilmiis ve posterior vitrektomi yapilan
bu gozlerdeki prognozun VEGF ve endostatin diizeyleri ile baglantili oldugu
goriilmiistiir. Buna gére VEGF diizeyleri yiiksek, endostatin diizeyleri diigiik gozlerde
prognoz daha kotid, VEGF diizeyleri diisiik, endostatin diizeyleri yiiksek olan
gbzlerde prognoz daha iyi seyretmistir (174). Bizim calismamizda talidomid
grubunda plasebo grubuna gore endostatin diizeyleri anlamhi olarak yiiksek
bulunurken (p=0.009), sham grubuna gore istatistiksel olarak anlaml bir artig elde
edilememistir (p=0.1). Ancak ¢alijmamizda kullandigimiz talidomid dozunun (300
mg/kg/giin) artirtlmasi ile endostatin diizeylerinin de artmasini bekliyoruz.

Yapilan bir ¢aligmada ratlarda retinal iskemik hasar1 serbest oksijen
radikallerin sentezini engelleyerek Onlemek igin bir ksantin oksidaz inhibitérii olan
Allopurinol oral olarak verilmis ve iskemik hasari onleyemedigi goriilmiistiir. Aym
calismada lokal hipotermiye maruz birakilan ratlarda viicut metabolizmasin
yavaglatilmasina bagli olarak iskemik hasarin azaltilabildigi izlenmigtir (175). IL-1,
IL-6, TNF-a ates olusumundan major olarak sorumlu sitokinlerdir (74). Bizim
calismamizda kullandifimiz talidomid ile TNF-o diizeyleri baskilanarak 1s1 artigi
engellenmis olabilir, bir miktar viicut metabolizmas1 yavaglatilarak reperfiizyon
hasarmin engellenmesine katkida bulunuldugunu diigiinmekteyiz.

Talidomidin hangi mekanizmayla anjiogenezisi inhibe ettigi tam olarak
bilinmemektedir. Hiicre kiiltiirlerinde bFGF ile uyarilan endotel proliferasyonu
tizerine talidomidin etkisinin olmamasi, ancak tavsan kornealarinda yine bFGF ile

uyarilan anjiyogenezisin oral thalidomide kullanimi ile inhibe edilmesi tizerine
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thalidomidin aktif bir metabolitinin esas etkilerinden sorumlu oldugunu
diistindiirmiistiir (115). Talidomidin karacigerde aktif bir metabolitinin olusarak
etkilerini gosterdigi ve sadece sistemik olarak kullamildifinda biiyiiyen damarlar
tizerinde etkili oldugu bildirilmistir (176). Biz de ¢alisjmamizda hem etki
mekanizmasi hem de kullanim kolaylig1 agisindan talidomidi oral kullanmay1 uygun
gordiik. Ayrica antianjiojenik tedavinin uzun siirmesi nedeniyle oral kullamimin
birgok avantajlarinin oldugunu diiglinmekteyiz.

Talidomid, VEGF ile uyarilan neovaskiiler biiyiimeye karsi Snemli bir
antianjiojenik etkiye sahiptir. Yapilan bir ¢alismada tavsanlarda VEGF ile indiiklenen
korneal neovaskiilarizasyonun sistemik verilen talidomid ile engellendigi goriilmiigtiir
(177). Talidomidin antianjiogenik etkisini hangi mekanizmayla gosterdigi
bi]inmemeklg beraber 6nemli bir proinflamatuar sitokin olan TNF-o mRNA' sinin
sentezini azalttig bilinmektedir (178). Bizim ¢aligmamizda da talidomid tedavisi alan
grupta, sham grubuna gére TNF-o diizeyleri anlamli olarak diigiik olgiilmiistiir
(p=0.009).

Retinal iskemik hasar1 énlemeye y6nelik bugiine kadar onlarca ajan (174,179-
181) denenmistir. Anjiotensin II’nin retinal endotelyal hiicrelerde VEGF diizeyini
artirmasindan yola ¢ikarak transgenik hayvan modellerinde prematiir retinopatisine
bagli yeni damar olusumunu engellemek amaciyla renin-anjiotensin sistemini bloke
edici ajanlar kullamlmugtir (182). Bu caligmalarda lisinoprilin kan basincindan
bagimsiz olarak VEGF diizeylerini diisiirdiigii goriilmiistiir (183). Retinal iskemi-
reperfiizyon hasarinda 6nemli bir rol oynayan PKC izoformlarindan &zellikle PKC-f
ve PKC-y’nin inhibitérleri ile VEGF salinimimin inhibisyonu bagarili ¢alismalar ile

gergeklestirilmis ancak insan ¢aligmalar1 heniiz sonuglanmamigtir (141,184).
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Retinal iskeminin yogun olarak izlendigi proliferatif diabetik retinopatili
hastalarda antiagregan ajanlar kullanmilarak iskemiye bagh komplikasyonlarin
Onlenmesi amaglanmistir. Ancak Diabetik Retinopatide Erken Tedavi Calisma Grubu
(Early Treatment Diabetic Retinopathy Study, ETDRS)’nun agiklamalarina gore
aspirin ve ticlopidine ile yapilan c¢aligmalarda diabetik retinopatiye bagh iskemik
retina hasarimin ve yeni damarlardan meydana gelen kanamalarin &nlenmesinde
antiagregan ajanlann rolii olmadig bildirilmigtir (183,185).

Daha Once yapilan caligmalarda iskemi-reperfiizyonun retinada meydana
getirdigi hasar retinanin kalinlifi degerlendirilerek Gl¢iilmiigtiir (126,186). Hughes
yaptif1 ¢alismada basingla indiiklenmis iskemik retina hasarinda ig¢ retinal dolagimin
tamir mekanizmalarindaki yetersizlik nedeniyle i¢ retina tabakalarmin (6zellikle i¢
pleksiform tabaka) hasara daha duyarh oldugunu bildirmistir (186). Iskemiye maruz
birakilan retinalar incelendiginde ciddi 8dem, vakuolize bogluklar ve l6kosit
infiltrasyonu daha gok retinanin i¢ tabakalarinda izlenmistir (187). Biz ¢alismamizda
retinal iskemi-reperflizyon hasarinin bir géstergesi olarak tiim gruplarda i¢ peksiform
tabakanin kalinhigim1 veya bir bagka deyisle retinal 6demi degerlendirdik. Buna gére
sham grubunda plasebo grubuna gore i¢ pleksiform tabakay:r daha kalin &lgtiik
(p=0.003). Ancak talidomid grubunda sham grubuna gore i¢ pleksiform tabakanin
kalinliginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulamadik (p=0.08). Bu durumda
talidomidin retinal kalinlif1 yani retinal 6demi azaltamadigim diisiinmekteyiz.

Brouch ve arkadaglarinin yaptig1 caligmalarda streptozotosin ile indiiklenmis
diabetik ratlarda ICAM-1 gibi adezyon molekiillerinin retinal 16kositozu arttirdigi
bildirilmigtir (188). Lu ve arkadaslanmin yaptifi bir bagka ¢alisjmada VEGF’in
ICAM-1’1 aktifleyerek retinal 16kositozu arttirdigi bildirilmistir (189). Retinanin

iskemiye maruziyeti sonrasi ortaya ¢ikan l5kositler kan akimini bloke ederek, serbest
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oksijen radikallerinin salgilanmasini saglayarak ve bir¢ok iflamatuar molekiiliin
ortaya ¢ikmasina neden olarak reperflizyon hasarina katkida bulunmaktadir.
Reperfiizyon peryodu boyunca retinal venlerde ve kapillerlerde 6nemli miktarlarda
16kosit birikmektedir (190). Reperflizyondan 12 saat sonra Iokosit kiimelenmesi
maksimum degerine ulagsmaktadir. Reperfiizyon hasarinda nétrofil 16kositlerden
salgilanan proteolitik enzimler, PAF ve aragidonik asit metabolitleri doku
zedelenmesine yol agmaktadir. Vaskiiler endoteldeki adhezyon molekiilleri bloke
edilerek 106kosit-endotel iletisimi bozulabilmekte ve iskemi sonrasi retinal atrofi
Onlenebilmektedir (191). Tsujikawa ve arkadaglarinin ratlar {izerinde yaptifi
¢aligmada 60 dakika retinal iskemi sonrasi reperflizyon baslamadan 5 dakika 6nce P
selektin veya JCAM-1 monoklonal antikoru uygulanarak I6kosit infiltrasyonu
arastirilmis ve her iki antikorun uygulandigi grupta 16kosit birikiminin engellendigi
gozlenmistir (192). Yapilan bir baska caligmada antiinflamatuar bir ajan olan
Takrolimus (FK 506) ile 60 dakikalik retinal iskemi sonrasi gelisebilen lokosit
birikiminin belirgin olarak azaldig: izlenmistir (193). Baatz ve arkadaglarimin yapti1
bir c¢aligmada intraokiiler inflamasyon olusturduklarn gozlerde steroidlere gore
talidomidin daha erken 16kosit go¢lind engelledigini ve bunu adezyon molekiillerinin
sentezini, hiicre membranlarina yapigmasim1 ve ligand baglama Kapasitelerini
azaltarak yaptigim bildirmislerdir (194). Calisgmamizda gruplar 151k mikroskobu ile
histopatolojik olarak incelenmis ve birbirleriyle kargilagtiriloigtir. Buna gore
reperflizyonun altinc1 giintinde retinal i¢ tabakalarda (i¢ limitan membran ve ig
pleksiform tabakalar) talidomid grubunda sham grubuna gore 16kosit infiltrasyonu
anlamli olarak az izlenmistir (p=0.004).

Sonug olarak antiinflamatuar, antianjiojenik bir ajan olan talidomid, retinal

iskemi-reperflizyon hasarinda retinal VEGF ve TNF-a diizeylerini anlamli olarak
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diistirticli etkisi, retinal i¢ tabakalardaki PNL infiltrasyonunu Onleyici 6zellikleri ile

klinikte glivenle ve kolaylikla kullanilabilecek bir ajan gibi goziikmektedir.
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