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1. AMAC VE KAPSAM

Glokom, en yaygin formlariyla diinya genelinde yaklasik 60 milyon insani
etkileyen, yasa bagli optik sinir hastaliklarinin ve noéropatilerinin en sik

goriilenidir. Bu rakamin 2020 yilinda 80 milyona yiikselmesi beklenmektedir '.

Glokom, ¢esitli tetikleyicilerin uyardig1 olaylar ve sonugta apoptozis ile
retina ganglion hiicre (RGH) 6liimiine yol acan bir ndrodejeneratif hastaliktir.
Glokomatdz sinir hasar1 igin ana risk faktorii artmis gdz i¢i basmcidir (GIB).
Optik sinir hasarma yol agan basamaklar1 anlamaya calisma c¢abasi, sadece ilk
hasar1 hedeflemeyen ayrica ikincil dejenerasyonun Oniine gecebilecek veya
geciktirebilecek yeni noroprotektif tedavi stratejilerinin gelismesine olanak
saglamaktadir. Buna ilaveten, gérme yollarinin nérodejenerasyonu, kok ya da
onciil hiicre ile repopiilasyonu miimkiin olmaktadir. Akson gelisiminin
yonlendirilmesi ve RGH’ya doniisebilecek oOnciil ve kok hiicrelerin
manipiilasyonundaki asamalarim anlasilmasmin artmasi1 hayvan glokom
modellerindeki ilk sonuglar1 kolaylastirmaktadir '.

GIB diisiiriilmesi ve benzer tedaviler indirekt olarak noroprotektif kabul
edilse de, diger sitoprotektif tedavilerle kiyaslanirsa ve tam tanimlamak
gerekirse, noroprotektif tedavi néronun kendisini hedef alir *.

Glokomda néroproteksiyonun amact RGH’nin ve diger ndronal hiicrelerin
oliimiinii engellemektir. Tabii ki GIB’i diisiirmek bu yorumla ndroprotektiftir,
ama gilinlimiiz noroprotektif caligmalarin amaci destruktif hiicresel olaylar1
onlemek ya da zararli uyaran sonrasi hiicresel sag kalimi arttwrmak, geri
doniisiimsiiz ganglion hiicre kaybini azaltmaktir. Noroproteksiyon, terapotik bir
strateji olarak okiiler hipotansif veya vazoaktif tedavilerle birlikte kullanilabilir.

Noroproteksiyon tedavinin primer ya da sekonder amaci olabilir. Ne zaman sinir



hiicresi hasar1 ve oliimii, glokom gibi bir patolojik siiregte yer alir ise, asil

nedenden bagimsiz olarak noroproteksiyon klinik olarak denenmelidir *.

Bugiin glokomdaki RGH kaybmin patofizyolojisine ait goriislerin
yogunlastig1 temel konular; norotrofik faktorlerin (NTF) retrograd aksoplazmik
transport blokaji, azalan vaskiiler perfiizyona bagl iskemi, serbest radikallerin
olusumu, nitrik oksit (NO) toksisitesi, glutamat aracili eksitotoksisite ve genetik
faktorler seklinde olup, temelde bu siireclerin biri veya birkacinin birlikteligi ve
bu silirecin sonucunda olusan apopitoz aracili hiicre Olimii {izerinde
durulmaktadr >”’. Bu nedenle glokom tedavisinde etkili olabilecek bir néron
koruyucu ajanin etki mekanizmasi, glokomun etyopatogenezinde saklidir. Akut
ve kronik norodejeneratif hastaliklarda mitokondrial disfonksiyona yol agtigi
bilinen “glutamat aracili eksitotoksik hasar”mn, bugiin i¢in glokomatdz hasarin

patogenezinde de anlamli rol oynadig: diisiiniilmektedir *'°.

Bu calismada glutamat salinim inhibitorii olan riluzol (RLZ) ve ¢ok giiclii
bir antioksidan olan resveratrol (RES) sicanda olusturulan deneysel glokom
modelinde sistemik olarak uygulanmistir. Glokom siirecinin erken ve geg
donemlerinde uygulanan RLZ ve RES’in RGH’lar tizerindeki noroprotektif etkisi

immiinfloresan ve histopatolojik olarak incelenmistir.
Calismada;
1.  Glokom indiiksiyonu olusturulmasi siireci ile birlikte verilmeye

baslanan RLZ ya da RES, glokomatéz siirecin erken evresindeki

eksitotoksik hasarmn engellenmesine yonelik etkisi,

2. Glokom indiiksiyonu sonrasi tedavisiz olarak bir siire artrus GIB
siirecine maruz kalmis deneklerde verilmeye baslanan RLZ ya da RES’in

glokomatoz siirecin ge¢ evresindeki eksitotoksik hasara etkisi,

3. Glokom indiiksiyonu olusturulmas: siireci ile birlikte verilmeye
baslanan RLZ ve RES, glokomat6z siirecin erken evresindeki eksitotoksik

hasarm engellenmesine yonelik kombine etkisi aragtirilmistir.



RLZ ve RES’in glokomatdz noronal hasarlanma siireci iizerindeki etkinligi;
retinal hiicrelerin immiinfloresan olarak degerlendirilmesiyle yorumlanmistir.
Calisma ayrica, optik sinirin histopatolojik incelenmesi ve ganglion hiicre sayimi
ile glokom modelinde RGH’larin hasarlanma ve Olim mekanizmasini

aydmlatmaya yonelik bulgular da icermektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Glokom ve Noroproteksiyon

Glokom RGH govdelerinin ve optik sinirdeki ganglion hiicre aksonlarinin
hasar1 sonucu olusan karakteristik optik sinir bas1 (OSB) cukurlagsmasi ve gorme
alan1 defektlerinin goriildiigli, progresif ancak yavas ilerleyen multifaktoryel bir
optik noropatidir .

RGH sayilar1 yasla beraber yilda %0,5 oraninda azalir '2. Normal yasam
siiresi ¢ercevesi i¢inde, buna ragmen, bu sayisal azalma gorme kaybi
semptomlarina yol agabilecekmis gibi goriinmemektedir. Asil klinik olarak daha
anlamli olan, RGH’lerin progresif kayb1 ve OSB cukurlagsmas: ile karakterize

olan “glokom” olarak bilinen progresif ndrodejeneratif bir durumdur.

Glokom halen diinya genelinde 60 milyon insani etkilemektedir °. Bu rakamin
2020 yilinda yaklasik 80 milyon insanin glokom hastasi olacagi ongoriilmektedir.
Bunlardan %10 unun kor olacagi hesaplanirsa, glokom korliik nedenleri arasinda

e . 1
ikinci siraya oturacaktir .

Optik sinir hasarinmn gelisiminde GIB artis1 halen en énemli risk faktorii
olarak bilinmekle beraber son yillarda glokomun etyopatogenezinde farkli

mekanizmalarinda rol oynadig diisiiniilmektedir '*'°.

Goz i¢i1 basmct kontrol edilen bazi hastalarin gérme alaninda goriilen
ilerleyici hasar ya da goz i¢i basinci normal olan kisilerde izlenen glokom, goz ici

basmcinin bu hastaligin tek nedeni olmadig: bilinmektedir.

Randomize kontrollii klinik ¢alismalardan elde edilen sonuclar gostermistir
ki; basarili GIB kontroliine ragmen goérme alani kaybinmn ya da GIB’in normal
oldugu hastalardaki RGH hasarmnin 6niine gecilememektedir '®'”. Bu sonuglar
cok sayida arastirmaciyr GIB’i diisiirmeye yonelik klasik glokom tedavisine ek
olarak, yeni tedavi stratejileri gelistirmeye yoneltmistir.

4



Noroproteksiyon RGH’lar1 canli ve fonksiyonel kilmayi1 hedefleyen bir
terapotik stratejidir. Anahtar kelime fonksiyonelliktir, clinkii hedefine bagh
olmayan ve optik sinir araciliiyla viziiel sinyal gonderemeyen canli bir RGH,
oli bir RGH kadar etkisizdir. Noroproteksiyonun, glokom ve diger
norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde geleneksel methodlarla iligkisi yoktur.
Ciinkii GIB’den, okiiler kan akimindan ve diger mekanizmalardan bagimsizdr.
Bunun yerine, ndronun daha uzun yasamasii hedefleyen bir stratejidir .
Noroprotektanlarin klinik kullanimi uzun zamandir uygulanmakta olup standart
degildir. Serbest radikal siipiiriiciiler, antieksitotoksik ajanlar, apoptozis
inhibitorleri, antiinflammatuar ajanlar, NTF, metal iyon selatorleri, iyon kanali
modiilatorleri ve gen tedavisini igeren ve ¢esitli hastaliklarda kullanilan 500°den
fazla iriin noroprotektif etkinliklerinden dolay1 arastirilmaktadir. Arastirmaya
deger goriilen ajanlar eski yaymnlanmis farmosoétiklerden yeni biyoteknoloji

iiriinlerine kadar degismektedir '®.

Bugiine kadar, sadece iki noroprotektan ilag; RLZ ve memantine
amiyotrofik lateral skleroz (ALS) ve Alzheimer hastalig i¢in, US Food and Drug
Administration (FDA) tarafindan onay almistir. Her iki ilacin da glutamat aracili

eksitotoksisiteyi engelledigi diisiiniilmektedir '

. RLZ glutamat saliverilmesini
inhibe ettigi ve néron koruyucu etkisi oldugu i¢in ALS hastaliginda goriilen
motor ndron hasarinin ilerlemesini azaltmaktadir 2°*'. ALS tedavisi icin 1996°da
FDA tarafindan kullanimi onaylanmus ilk ve tek ilactir. Ulkemizde de yaklasik 15

yildir kullanilmaktadir.

Bir axonal hastalik’* olan spinal kord travmasmda®-**

noroproteksiyon
calismalarmim basarili oldugu gosterilmisse de bu tartismaya agiktir . Hem ALS
hem de Alzeimer hastaliklarinin her ikisi de kronik, dejeneratif hastaliklardir. Bu
yilizden 6ncesinde hazirlik i¢in harcanan uzun zaman tedaviyi daha az kritik kilar.
Glokom da hem kronik hem de aksonal norodejeneratif hastaligin patofizyolojik
ozelliklerine sahip oldugundan; glokom tedavisinde néroproteksiyonun etkili

olabilecegine dair bir timit olusmaktadir '®.



2.2. Glokomda Retinal Ganglion Hiicre Kaybi

Son arastirmalar gostermistir ki, RGH hem normal gelisim sirasinda hem
de ¢esitli optik sinir hastaliklarinda apopitoz denen bir tiir hiicre 6limi ile
O0lmektedir. Apopitoz ya da programlanmis hiicre Oliimii; kalitsal olarak
kodlanmis, hiicrelere artik ihtiya¢ kalmadiginda veya bu hiicreler ciddi olarak
hasarlandiginda aktive olan bir tiir hiicresel intihardir. Heniiz tam olarak
anlasilamamis mekanizmalarla hiicre 6liim sinyalini alir. Ik olarak gerceklesen
olay hiicresel hasarlanmadir. Bu proteinlerin yapilariin bozulmasi ve DNA'nin
ayrismastyla olur. Daha sonra mitokondrilerden serbest oksijen radikalleri (SOR)
aciga cikar. Bu ilk hasarlanma bilinmeyen bir proteince diizenlenir, bu protein
hiicre 6liimiine katkis1 olan p53 proteinini aktifler. pS3 de daha sonra apopitozu
devam ettiren bax genini indiiklerken antiapopitotik bcl-x1’1 baskilar. Boylece bir
tiir proteaz enzim grubu olan kaspazlar harekete gecirilerek hiicre apopitotik
cisimciklere ayrilip, makrofaj etkinligi gosteren komsu hiicrelerce yok edilir.
Nekrozdan farkli olarak apopitozda; belirli bir hiicre grubu degil hiicreler ayr1
ayr1 olaydan etkilenir ve bu durum kalitsal olarakta kodlanmistir. Yine
apopitozda belirgin bir DNA ayrismasi vardir. Apopitotik cisimcikler fagosite

edilirken herhangi bir inflamasyon bulgusu izlenmez .

Glokom hastalarinin muayenelerinde retinal sinir lifi kaybi ile iliskili OSB
degisiklikleri izlenmektedir. Bu da yaygin ganglion hiicre hasarmi isaret
etmektedir. Bununla birlikte ganglion hiicre hasar1 sadece glokoma 6zgii bir olay
olmayip, bircok diger optik ndropati ve retinopatide de gorilebilmektedir
(Anterior iskemik optik noropati, optik disk druseni, diabetik retinopati, santral
retinal arter tikanikligi, travmatik optik ndropati, Alzheimer hastaligi, ALS). Bu
benzerlikten hareketle yapilan ¢alismalarda glokom hastaliginin fizyopatolojisine

veya biyokimyasina 151k tutacak yeterli veri ne yazik ki heniiz elde edilememistir.



2.3. Glokomat6z Hasarin Patogenezi

Glokomatdz optik sinir hasar1 igin ana risk faktorii yiikksek GIB olmasina
ragmen, bazi kisilerde bu basing normal smnirlarda olmasina ragmen (Normal
basin¢l glokom olarak da adlandirilan, ya da NTG) hasar olmaktadir. Aksine,
yiiksek GIB’e ragmen optik ndropati gelistirmeyen bireyler vardir. Bugiin igin
glokomda optik sinir hasarmi aciklayacak 3 temel goriis vardir. ilk ikisi vaskiiler

ve mekanik mekanizmalara, liciinciisii eksitotoksisiteye yogunlagmustir.

Mekanik teori, yliksek basincin RGH’larda direkt ve indirekt hasara neden
oldugunu vurgulamaktadir. Bu mekanizmaya gore, lamina kribrozaya olan basi1
nedeniyle akson hasar1 olmakta ve sonugta akson tagima sistemi engellenerek
RGH hasar1 olusmaktadir. Aksoplazmik akimin obstruksiyonu RGH govdesine
NTF’in retrograd transportunu engeller ve bu faktdrlerin lamina cribrosada

birikimine neden olur >">°,

Deneysel modellerde, devamli yiiksek basing RGH mitokondrisini de direkt
olarak hasarlamaktadir *'. Growth faktor aghg1 ve mitokondriyal hasar, RGH gen
ekspresyon dengesini hiicre idamesinden pro-apoptotik yolaklara saptirabilir
(Sekil 1).

Vaskiiler hipoteze gore optik sinir basmni besleyen damarlardaki perfiizyon
basincinin diisiikliigii doku beslenmesini etkiler ve akson atrofisine neden olur.
Aksonal kayip oncelikle bir iskeminin sonucudur. Cesitli vaskiiler bozukluklarda
buna hiperlipidemi, arteriyoskleroz, hipertansiyon ve vazospastik hastaliklar da
dahil olmak iizere endotel disfonksiyonu oldugunu biliyoruz. Glokomlu
hastalarda, plazma endotelin—1 (ET—1) diizeyi kontrol gurubu ve NTG grubunda
daha yiiksek bulunmustur 2.

Baz1 glokom formlarinda, OSB kan akiminda kronik bozulmalara yola

acabilecek vaskiiler disregiilasyon olduguna dair kanitlar mevcuttur >*.



Artmig goz ici basinci Goz igi basincinga azalma
Kompresyon Optik sinie detkompresyonu
iskemi Kan alkiminin aitma:
inflamasyon Antiinflamatuarilaciar

Sagkalim sinyallerinin Norotrofik faktérler ile
retrograd blokaji noroproteksiyon

Retrograd 6liim
sinyallerinin olusumu

Eksitotoksik stres Noroproteksiyon :

Oksidatif stres -NMDA inhibitorleri veya

Mitokondriyal yetmezlik gl

- Oliim diizenleyen enzimler

Oliim yollarinin aktivasyonu (kaspazlar, stres kinazlar vs.)

Sekil 1. Cesitli optik ndropatilerde RGH oOliimiine yol agan olaylar dizisini

gosteren akis semasi (solda), ve ilgili potansiyel tedaviler (sagda).

OSB perflizyonundaki primer veya sekonder vaskiiler disregiilasyonun
sebep oldugu dalgalanmalar iskemi-reperfiizyon sinir hasarini uyarabilir. Primer
vaskiiler disregiilasyon vazospastik hastalik tablosu olarak bilinmekte ve Rayno
fenomenini ve migreni kapsamaktadir. Sekonder vaskiiler disregiilasyon sistemik
ET-1 seviyelerinin arttii, romatoid artrit ve sistemik lupus eritematozus gibi
hastaliklarda gériiliir **. Bazi glokom formlarinda bir risk faktdrii olan primer
vaskiiler disregiilasyon, RGH’larda oksidatif strese neden olan okiiler kan
akimindaki otoregiilasyon bozukluklarindan kaynaklanir. Diger taraftan sekonder
disregiilasyon glokom i¢in bir risk faktorii olarak goriinmemektedir. Olasi
aciklamalar; bu durumlarda kan akimi global olarak azalir ya da géze patojenik
olmayan sistemik seviyesi yiikselmis ET—1 gibi vazokonstriktif peptidlerin

parakrin faktorler olusu gergegini icermektedir.



Bir¢ok c¢alisma glokom hastalarinda OSB kan akimimin azaldigimni
gostermesine ve hayvan c¢aligmalarinda bu hipotez desteklenmesine ragmen,
RGH hasar1 ile gercek iliskisi heniiz agiklanamamistir 3336 'Son zamanlarda,
iskemi veya iyonotropik glutamat reseptOrlerinin asir1 uyarilmasi yani
eksitotoksisite sonucu olustugu disiiniilen glutamata bagli toksisitenin de
glokomda ganglion hiicre 6liimiine yol agabilecegi bildirilmektedir *’. Glutamata
bagl eksitotoksisite inme, travma, epilepsi, Huntington hastaligi, amiyotrofik
lateral skleroz ve AIDS demansinda da gozlenmistir ***°. Glokomda hasarlanan
noronlarin santral sinir sistemi ile iligkili oldugu disiintiliirse, eksitatuar
aminoasitlerin glokomdaki ganglion hiicre hasarinda da rol oynayabilecegi olas1
goriinmektedir. Ganglion hiicreleri lateral genikulata dek uzanmalar1 nedeniyle
retinada Ozellikli durumdadir. Bu da ganglion hiicrelerinde eksitotoksik

hasarlanmaya kars1 yatkinlik olusturmaktadir.

2.4. Glokomatoz Hasarda Glutamatin Rolii ve Eksitotoksisite

Eksitatr aminoasitlerin (EAA) ilk ortaya ¢ikist 1957 yilinda Lucas® ve
Newton®' isimli arastirmacilarin rastlantisal gdzlemlerine dayanir. Bu kisilerin
retinal distrofiyi iyilestirmek i¢in fare retinasi ilizerinde c¢esitli maddeleri dener
iken glutamatin subkutan enjeksiyonunun retinanin i¢ sinir katmanlarinda agir
hasara yol agtigin1 gozlemlemesiyle glutamatin toksik potansiyeli oldugu
anlagilmistir. Yirmi yil sonra Olney ve Sharpe* sonradan eksitoksisite olarak
adlandirilacak bu norotoksik etkinin yalnizca glutamat ve retinal ndronlar ile
smirli  olmadigini, EAA’larin santral noronlar {izerinde genel bir etki
olusturduklarmi bildirmiglerdir. Son yillarda bu hipotez glutamat reseptor
fonksiyonlarmin ortaya konulmasi ve etkili glutamat antagonistlerinin gelisimi ile
desteklenmistir. Giiniimiizde kafa travmasi, spinal travma, serebral iskemi,
epilepsi ve kronik dejeneratif hastaliklarin fizyopatogenezinde eksitotoksisitenin

6nemi kabul edilmektedir *****. Glutamat ve aspartat gibi EAA’lar memeli santral



sinir ~ sisteminin ana noOrotransmitterleridir. Beyinde oldukca yiiksek
konsantrasyonlarda bulunurlar (glutamat 10 mmol/l ve aspartat 4 mmol/L), sinir
terminallerindeki sinaptik gecisi yonlendirir ve néron i¢ine iyon gegisini kontrol
ederler. Noronal yasam, sinaptogenesis, noronal plastisite, 6§renme ve hafiza
iizerinde etkili bulunmuslardir 4346 EAA’lar normalde sinir iletiminden sorumlu
olduklar1 halde,
norotoksisitenin de potansiyel
kaynagidirlar. Glutamatin
anormal  diisiikliigii normal tia Hilerest

eksitasyonun bozulmasina,

asir1 yiikselmesi ise kalsiyum

homeostazisini bozarak Sinaptik

eksitotoksiteye ~ ve  hiicre

Olumine neden olabilir.

Glutamat ve benzeri Sekil 2. Glutamat salinimi1 ve geri alimi

aminoasidlerin ndronun

govdesinde, dendridlerde, glialarda akut sismeye ve daha yavas olarak ndronal

447 Bu nedenle normal sartlarda

dejenerasyona yol actiklar1 gosterilmistir
sinaptik araliktaki glutamat seviyelerini diizenleyen hassas bir mekanizma
mevcuttur. Bu mekanizma, sinir terminalinin presinaptik ucundaki reseptorler ve
glia hiicreleri araciliiyla hiicre dis1 fazla glutamatin sinaptik araliktan hiicre
igine geri alimma dayanir (Sekil 2) *'. Bu mekanizma sayesinde fizyolojik
kosullarda glutamat kuvvetli ve hizli etki gosteren bir toksin oldugu halde
glutamatin beyne direkt uygulanmasi bile hasar yaratmayacaktrr **. Bununla

beraber sistemin yetersizligine yol acabilen veya ¢ok yiiksek glutamat salinimina

neden olan patolojik durumlar ise noron kaybina yol agacaktur.
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2.5. Eksitotoksisite

Gilinlimiizde santral sinir sistemini tutan akut veya kronik bir¢cok hastalik
siirecinde eksitatdor aminoasidlerin Oonemi bilinmektedir. Eksitotoksisite; EAA
reseptOrlerinin asir1 uyarilmasina bagl olarak néronal hasarin indiiklenmesidir.
Bu hasar ilk defa retinada tanimlanmis, sonrasinda da SSS de iskemik ve
travmatik hasarin patogenezinde Onemli bir komponenti olarak gdsterilmistir.
Buna ilaveten bir¢cok kronik norolojik hastalikta eksitotoksisitenin rol aldigina
dair kanitlar vardir ve antieksitotoksik tedavi bu durumlarin bazilarinda

onaylanmustir .

Eksitotoksisite terimi ilk olarak ekzojen uygulanan glutamat veya glutamat
agonistlerinin neden oldugu néronal 6limii ifade etmek i¢in kullanilmistir. Daha
sonra bu terim endojen olarak ortaya ¢ikan glutamat aracili ndrotoksisite i¢cin de

kullamlmaya baslanmustir *°.

Eksitotoksisitenin akut travmalardan (inme, hipoglisemi, travma, ve
epilepsi) kronik nérodejeneratif hastaliklara (6r: Huntington hastaligi, Alzeimer
hastaligi, ALS, ve insan bagisiklik yetmezlik virusiine bagli demans) kadar
degisen cesitli bozukluklarin etiyolojisinde rol alabilecegi diisiiniilmektedir;

glokomda muhtemelen bunlarin arasinda yer almaktadir ',

Deneysel glokom modellerinde, vitreus igerisinde yiiksek glutamat
konsantrasyonlari, RGH’ya toksik olacak kadar yiiksek diizeylerde bulunmustur.
Glokomlu insanlarda postmortem yapilan g¢alismalarda da vitreus igerisinde
yaklasik iki kati glutamat yiiksekligi tespit edilmistir >>°°. Eksitotoksisitenin
glokoma katkis1 bundan bagka, glokom ve retinal hasar olusturulmus deneysel
glokom modellerinde NMDA reseptor blokeri ajanlarin noroprotektif etkisinin

gosterildigi ¢alismalar ile de desteklenmistir 5960

11



Marangos ve ark.’nin glutamat hipotezine gore noronal toksisiteye bagli

hiicre 6liimii glutamat sentezindeki artistan, glutamat geri alinimindaki veya

2+

Ca

SNAP

Sekil 3. Glutamat ve NO iliskisi. PKC: protein
kinaz C, NO: nitrik oksit, NOS: Nitrik oksit
sentaz, Glu: Glutamat, CM: kalsiyum
kalmodulin, GC: guanilat siklaz

Yksek K| | Depolarizasyon |
7 [Asdez |
N -
Tasiyicinin tersine >
calismasi / . lYﬂL(SE_'-(_'\_TaZ .'.
: Glu/Asp
‘i
\ ;
N\ Glu/Asp/Tau 7
N v
N ey
. 7 ’
—_— | |-
! |
Hucre sismesi ile aktive <« Anyon tasiyicisi
olan anyon kanal inhibitérleri

Sekil 4. Bir astrositten glutamat ve
aspartatin  glutamat/aspartat tastyicisinin
tersine donerek salinmasi. Anyon kanali
hiicrenin sismesiyle aktive olur ve tasinma

tersine doner. Glu, glutamat; Asp, aspartat;
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yikimindaki azalmadan ya da
eksitator ndronlarin

inhibisyonunundaki
azalmadan kaynaklanmaktadir
. Bu durumlar ortamdaki
glutamat miktarin1 artirmakta
ve Once ilerleyen bir ndron
dejenerasyona, daha sonra da
noron Oliimiine yol agmaktadir
206163 Normal glutamaterjik
iletimde  presinaptik  sinir
ucundan salman glutamat
sinaptik ~ araligt  gecerek
postsinaptik reseptorlerine
baglanarak  onlar1  uyarr.
Glutamatin  neden  oldugu

sinaptik  eksitasyon = non-

NMDA reseptorleri araciligi

ile olmaktadir. Aferent
bosalimlarla uyarilan
mterndronlardan salinan

glutamat da ikinci  swa
noronlarda NMDA reseptorleri
aracilifiyla eksitasyona neden
olur. Béylece hiicre i¢i Ca™
miktar1 artarken protein kinaz
C (PKC) ve NOS aktivasyonu
gerceklesir (Sekil 3) 64 Salinan



NO, glutamat salmmin1 daha da artrrr ®. Glutamatin etkisi eksitator sinyal
perisinaptik glialarda bulunan glutamat re-uptake tasiyici protein tarafindan
sonlandirilir. Glutamat tasiyici sistemi anoksi/hipoksiye yol acan durumlarda
bozulur. Glutamat geri alimi i¢in eksternal Na’ ve internal K™a ihtiya¢ vardur.
Glutamat geri alimmas1 Na'/K " gradienti ile dogrudan iliskilidir. Hiicre i¢i asidoz,
hiicre sismesi, arasidonik asit ve serbest radikal olusumu da astrositlere glutamat

geri alimini inhibe etmektedir (Sekil 4) *.

Hiicresel pH yavas yavas asitlesirken, hiicre disinda K+ konsantrasyonu
artar. Hiicre dist Na” ve Ca™ azalir. K" artis1 hiicrelerin depolarizasyonuna ve
yine glutamat salimmmma neden olur ®. Fazla glutamat saliverilmesine bagli
olarak glutamat reseptorlerinin asir1 uyarilmasi hiicre ici Ca™ artis1 ve serbest

radikal olusumuyla néron hasarina yol agmaktadir (Sekil 5) ¢/,

= [

Glutamatin reseptériine Reseptor

baglanmasiyla G proteini 3
aktive olur. G proteinin

aktivasyonu hiicre igi
depolardan kalsiyum \
salinimini arttirir. “
Hucre dlimlne yol agan .
mekanizma tetiklenir.

Protein ve hiicre membran

yapisinda bozulma \0 &t
L -

. a® ® .
Serbest / ® .
radikaller / =

Kalsiyum

saliniminda artis

Sekil 5. Glutamata bagl eksitotoksisitenin mekanizmasi
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2.6. Eksitator Aminoasit Reseptorleri

Eksitator aminoasit, glutamat (glutamik asit), postsinaptik hiicre
ylizeyindeki etkilerini glutamat reseptorlerine baglanip noronal sinyali
tetikleyerek olustururlar. Glutamat reseptdrleri iki major kategoriye ayrilmistir;
iyonotropik (iletken iyonlar) ve metabotropik (biyokimyasal sinyali tetikleyen).
Iyonotropik reseptorler uyarildiklarinda hiicre membranmndan hiicre igine iyon
gecisini dogrudan etkileyen reseptorlerdir. Na®”, K* ve Ca™a olan farkli
gecirgenlikleri nedeniyle N-methyl-D-aspartate (NMDA), a-Amino—3-hydroxy—
5-methyl-4-isoxazole propionate (AMPA) ve kdinat olmak iizere 3’e ayrilirlar.
Eksitotoksisite gogunlukla bu iyonotropik reseptorler araciligiyla yonetilir. Biitiin
bu ligand-kapili iyon kanallar1 normalde ligand baglandiginda hiicre i¢ine katyon
girisine olanak saglar. NMDA, kainat ve AMPA reseptorleri eksitator etkiler
olustururlar. Metabotropik glutamat reseptorlerinin ise hem eksitator hem de
inhibitor etkileri bildirilmistir.

NMDA reseptorleri hipokampus (stratum radiatum), striatum, talamus ve
serebral ve serebellar kortekste yiiksek dansitede bulunur. AMPA reseptorlerinin
dagilimi da NMDA reseptorlerine benzer ancak NMDA reseptorleri
serebrellumda graniiler hiicre tabakasinda yogun iken AMPA reseptorleri
molekiiler tabakada daha fazladir. Kainat reseptorleri ise hipokampusda (stratum

lucidum), neokorteksin i¢ ve dis tabakalarinda bulunurlar o8,

NMDA reseptorleri iizerinde en ¢ok ¢aligilan ve bilgi sahibi olunan reseptor
kompleksidir. Monovalan katyonlara ek olarak, Ca™ iyonunun da hiicre
membranindan gecisini saglar. Diger iyonotropik reseptorlere kiyasla Ca™’a
karst en az 5 kez daha fazla gegirgen oldugu gosterilmistir . NMDA
reseptoriiniin iglevini kolaylagtrmak i¢in once glisin (kofaktor olarak rol oynar)
bu reseptore baglanmalidir. Sonrasinda ise glutamat bu bolgeye baglanir. Ancak
normal membran potansiyeli halinde bu kanal Mg ile bloke edilmis haldedir ve

blok; ancak reseptorii iceren noron kismen depolarize oldugu zaman ortadan
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kalkar. Norotransmitter aracili ligand kapili iyon kanallar1 arasinda hem kimyasal
hem de voltaja bagl acilabilen tek kanal NMDA reseptoriidiir. Santral sinir
sistemine yaygin olarak dagilmistir. Duysal ileti ve iletinin integrasyonu ile
motor fonksiyon ve aktivitenin koordinasyonu ve programlamasinda yer alir *.
Bu reseptor baslica 6 bolge icerir. NMDA  reseptorleri  iizerindeki  yogun
calismalar yakin zamanda bir¢ok subiinitinin de ortaya konulmasini saglamistir.
Bu subiinitler degisik beyin bolgelerinde daha yogun konsantrasyonlarda yer
almakta ve canlinin gelisim evresine gore de farkliliklar gosterebilmektedir.
Bunlar; baglayict NR1 alt iinitesi ile birlikte modiilator 4 farkl tipte NR2A-
NR2D alt iiniteleridir "*7%. NMDA reseptOrlerinin alt {initeleri, 6zellikle RGH,
amakrin hiicre govdeleri ve i¢ pleksiform tabakada olmak {izere;
immiinhistokimyasal olarak kemirgenlerin i¢ retina katlarinda ve NR1 alt {initesi,
sican optik sinirinin intraorbital bdlgesinde gosterilmistir '*">. Agonist olarak
glutamat, kofaktor olarak glisin ve antagonist olarak ¢inkonun baglanabilecegi
farkli baglanma yerleri igeren NMDA reseptorleri, eksitotoksisite nedeniyle
klinik olarak ayr1 bir 6nem tasir. Ozellikle kafa travmasi geciren ya da inme
gelisen hastalarda ketamin, dekstrometorfan, fensiklidin, Mg ve MK-801 gibi
NMDA reseptor antagonistlerinin potansiyel olarak néron koruyucu olduklari
bildirilmistir "*. Normal sinaptik fonksiyonda, glutamatmn eksitator aktivitesi,
sinir terminalleri ve glialardaki geri alim mekanizmalari ile, sinapslardan etkili

ayrilmadan dolayr hizli sona erdirilir .

SSS de glutamat geri aliminda
astrositlerin ¢ok oOnemli roli olmasmma ragmen, Miiller hiicreleri de bu
mekanizmada oldukga aktiftir. Miiller hiicresi, retinal ekstraseliiller alanin
homeostazisinin saglanmasi, retinal kan akiminin regiilasyonu ve patolojik
kosullarda da reaktif yanitlarin olusturulmasi gibi fonksiyonlar1 olan, vertebrali
retinasinin en 6nemli glial hiicresidir '°. Ayrica Miiller hiicrelerinin RGH’lerini
kiiltiir ¢alismalarinda eksitotoksik hasarin 6nlenmesinde primer etkili oldugu’’;

eksitator glutamatin retinal ekstraseliiler alandan alimmas1 ve bir antioksidan olan

glutatyonun ortama verilmesi gibi gorevleri oldugu bildirilmistir .

Glutamatin glial hiicreler ile geri alimindan sonra, glutamat glutamine
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doniistliriiliir, ekstraseliiler alana salinir, noronlar tarafindan alinir, tekrar
glutamata doniistiiriilir. Boylelikle, bu noéronal-glial metabolik gecis formu,
eksitator norotransmitter metabolizmasinin 6nemli bir komponentidir. Bu
noroglial sistemin disfonksiyonunun, artan ekstraseliiler glutamat diizeyleri ile

8

eksitotoksik hasara ilerledigi bilinmektedir "®. Memeli RGH 3 iyonotropik

9

reseptoriide icerir’”’ ve NMDA reseptorleri RGH lerinde ve amakrin hiicre alt

gruplarinda eksprese edilmektedir **°.

Alfa-amino—3-hydroxy—5-methyl-4-isoazole propionic acid (AMPA)
reseptorleri monovalan katyonlar (Na', K", H') i¢in daha secicidirler. Hizl
eksitatdr sinaptik gegisde rol oynarlar. Bu kanallarm agilmasi ile Na' hiicre igine
girer ve depolarizasyon olusur *'. Kainat reseptorleri hakkindaki bilgiler nisbeten
daha azdir ve detayli ¢alismalar siirdiiriilmektedir **. Metabotropik reseptorler
ikincil haberci olarak gorev yaparlar. Uyarilmalar: hiicre i¢i inozitol trifosfat ve
diacil gliserol diizeylerini arttirir, hiicre i¢ci havuzlardan Ca™ salimmini saglar 82,
Diagilgliserol proteinkinaz C’yi aktive ederek voltaj bagimli kalsiyum girisinin
artmasima da yol agabilir *. AMPA ve kiinat reseptorleri Na” iyonlarmm hiicre
icine ve K" iyonlarinm hiicre disina akisma izin verir. Oligodendrositlerde ve
spinal kordda bulunduklarina dair kanitlar mevcuttur ve bu reseptorlerin asiri
aktivasyonunun ak madde hasari ile sonuglanabilecegi bilinmektedir ***¢. Bir
calismada, optik sinir hasar1 sonrasinda AMPA/kdinat reseptorlerinin
inhibisyonunun NMDA reseptorlerinin inhibisyonuna gore hasari daha fazla
azalttig1 gosterilmistirse de AMPA/kainat reseptorleri myelinize olmayan RGH
aksonlarinda gosterilememistir **. AMPA ve kainate reseptorleri eksitotoksisiteye
katkida bulunmalarina ragmen, NMDA reseptorleri 6nemli bir rol oynamaktadir
87

Eksitotoksite glutamat reseptorlerinin asir1 aktivasyonun bir sonucudur ve
yiiksek ekstraseliiler glutamat konsantrasyonu veya normal glutamat
diizeylerinde reseptdrlerin hiperaktivitesiyle baslayabilir. Ornegin merkezi sinir
sistemi iskemisi sonrasinda hem ndronlarda hem de glia da gerceklesecek enerji

metabolizmast muazzam bozulmaya yol agip ekstraseliiler glutamat
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konsantrasyonunun ylikselmesine neden olacaktir. Bu kosullar altinda glutamat,
normalde glia icine alinirken ve hatta ters tasima s6z konusu olabilirken,
glutamat tasiyicalar1 tarafindan tam temizlenemeyip salmiminin artisi ile

888 Depolarizasyon NMDA reseptorlerinin Mg™ ile blokajimi

sonuclanir
rahatlatabilir °°. Bu nedenle, fizyolojik Mg"* blokaj yoklugunda, NMDA reseptor
ile eslesmis kanallar yiiksek ekstraseliiler glutamat konsantrasyonu olmadan bile

anormal aktif olurlar.

2.7. Glutamat ve Oksidan Hasar

Bir¢ok norodejeneratif hastalikta ortaya cikan hasardan reaktif oksijen
radikallerinin (ROR) sorumlu oldugu gdsterilmistir °'. Glutamat reseptorlerinin
asir1 uyarilmast hiicre ici Ca™ artis1 ve serbest radikal olusumuyla néron hasarmna

yol acmaktadr °®%

Daginik bulunan glutamat reseptdrlerinin yaygin
aktivasyonu ve hiicre i¢i serbest radikallerin olusumu bu néronal hasarda 6nemli
rol oynar. Noronlar gibi replikasyonu olmayan hiicrelerde oksidatif stres birikmis
olabilmektedir. Beyin dokusunda yapilan postmortem ¢alismalar esas olarak
protein ve DNA yapilarindaki biyokimyasal degisikliklerin = varhigini

gostermektedir.

2.8. Eksitotoksisite ve Glokom Tliskisi

Eksitotoksisitenin glokomun patofizyolojisinde yer alip almadigi hala bir
tartigma konusudur. Tartismaya agik bir calisma glokom hastalarinda kontrollere
gdre vitreus glutamat seviyelerini daha yiiksek bulurken®®, diger ¢alismalar bu
bulguyu desteklememektedir °°. Bu arada, glutamat toksisitesi oldugu savunulan
diger retinal hastalig1 olan hastalarda; 6rnegin proliferatif diyabetik retinopatisi
olan hastalarin vitreusunda ve retinal arter okliizyonu olan hastalarn akéz

humériinde yitksek glutamat seviyeleri gzlemlenmistir.”*. Onemli olan, buna
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ragmen glokom patofizyolojisinde eksitotoksisite bilesenini gozlemlemek igin
glutamat seviyesinin yiiksek olmasina gerek yoktur. Ornegin; RGH, enerji
yetersizligine yol acan herhangi bir sebepten otiirii tehlikeye girdiginde,
hiicrelerin iyon pompalar1 calismamaya baslar ve depolarize olurlar. RGH
membraninin i¢ tarafi daha polarize hale gelir, diger bir deyisle pozitif yiiklenir.
Pozitif yiikler birbirini ittiginden dolay1 da iyon kanal boslugunda lokalize Mg">
iyonu itilecektir. Bundan sonra hasarh, depolarize néronlar Mg™ blokajimdan
kurtulurlar, hiicreler normal seviyelerdeki glutamatla bile hasarlanmaya duyarh

hale gelirler **°.

Noronlar ve glia hem metabolizma i¢in hem de ndrotransmisyon ig¢in

% Bununla

yiiksek konsantrasyonda intraselliiler glutamat (~10mM) igerir
birlikte, hiicre i¢i depolanan glutamat zararli degildir. Sadece “ekstraseliiler”
glutamat reseptor aracili mekanizmalarla eksitotoksisiteye yolagabilir. Bu
ylizden, glutamat lokalizasyonu kritiktir (intraselliiler veya ekstraselliiler), ve
ekstraseliiler glutamat seviyelerini 6lgmek dokulardaki total glutamat igerigini
Olgmekten ¢ok daha anlamlidir. Retinanin ekstraseliiler boslugu olarak goriilen
vitreustaki lokal glutamat diizeyi Olgiilmektedir. Fakat gergek ekstraseliiler
bosluk retinal hiicreler arasindaki "interselliiler" bosluktur. Insan retinasinda
boyle glutamat konsantrasyonu oOl¢iimlerindeki teknik zorluklarindan dolayi,
gergekte hi¢ kimse glokom hastalarinda glutamat artisinin olup olmadigini

bilmemektedir. Buna ragmen Hare ve ark.”*®®

1y1 bilinen bir maymun modelinde
NMDA reseptdor antagonistlerinin  RGH’leri hem histolojik hem de

elektrofizyolojik sonuglarindan korudugunu goéstermislerdir.

Glokomda RGH yiiksek GIB’e cevap olarak nasil nasil 6lmektedir ve
eksitotoksisite ile iliskili midir?, sorulari hala cevaplanmayi beklemektedir.
Dahasi, dzellikle Asya’da, yiiksek GIB olmaksizin glokomatdz optik ndropati ile
kendini gosteren normotansif glokomun yiiksek prevalansi, etiyolojiyi daha

anlasilmaz yapmaktadir.

Mekanik teoriye gore laminar yapilarda deformasyon sonucu retrograd
aksonal transportun engellenerek NTF’in RGH’larma ulasamadigi ve RGH’nin
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Slimiine yol agtigi Quigley tarafindan 6ne siiriilmiistiir®™. Bu senaryoda bile,
eksitotoksisite hasarli hiicrelerden disariya glutamat sizintis1 sonucu, oksidatif
stresi tetikleyip, RGH o6liimiine yol acarak glokom patofizyolojisine katilabilir.
Bu mekanizma, nodronal dejenerasyona katkida bulunan bir¢ok norolojik

bozuklukta, ortak final yol olarak tanimlanmaktadir *.

Bazi otoriteler, glokomda OSB’nin iskemik oldugu kamisidadirlar *'%.

Eger bu dogru ise, eksitotoksisite kesinlikle glokom patofizyolojisinde yer
alabilir, ¢iinkii iskemik durumlarda glia tarafindan glutamat klerensi azalir **%.
Bu bakimdan, glokom hastalarinin retinalar1 belirgin diisiik eksitatuar aminoasit
reseptor-1 (EAAT-1) immiinreaktivitesi gostermislerdir. Bu enzim glutamat
klerensinden sorumludur '”'. Glokomatdz retinada metabolik olarak baskilanmis

.. : 102
hiicrelerde glutamatin yetersiz salnimi *>°

, ekstraseliiler glutamat yiiksekligi ile
beraber olabilir. Burda tekrar vurgularsak NMDA reseptorlerinin Mg ile blokaji
coziiliirse, ylksek glutamat diizeyleri olmaksizin, RGH’de eksitotoksisite
giindeme gelebilir *°. Iskemi siiresince, enerji metabolizmasinin bozulmasi
RGH’nin depolarizasyonuna ve NMDA reseptorlerinin Mg  blokajinimn
¢oziilmesine neden olacaktir *°. Depolarizasyona ek olarak, arasinda mekanik
stresinde bulundugu bircok faktér Mg™ blogunu bozabilir. Subletal germe,
kortikal néronlarada neredeyse tim Mg blogunun kaybina neden olmus ' ve
diisiik konsantrasyonlardaki NMDA diizeyine hassas hale getirmistir '**. Aksonal
hasar ve inflamasyon NMDA reseptorlerinin Mg™ bloguna engel olan diger

bildirilen faktorlerdir '

. Sonugcta; iskemi, mekanik stres, aksonal hasar ve
inflamasyon karsismda NMDA reseptorlerinin Mg™ blogu ¢ozilebilir ve
bunlarin hepsi glokomdaki yiiksek GIB ve RGH hasar1 ile ilintili olarak

ey qe . ) 106-1
bildirilmistir 2*%1%6-1%8,
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2.9. Glutamat Norotoksisitesinin Olusum Mekanizmalar

Iki ayr1 yolak glutamatin olusturdugu nérotoksisite igin bildirilmistir.
Bunlar eksitotoksik yolak ve oksidatif yolaktir. Eksitotoksik yolak, NMDA ve
diger denzeri glutamat reseptdrlerinin asir1 aktivasyonuna ve sonugta hizli ve

yavas sitotoksik olaylarin her ikisinin de tetiklenmesine yol acar.

Eksitotoksik yolaktaki hizli etkiler, NMDA reseptOriiniin aktivasyonuna
bagli olarak, Ca™ iyonunun zararh olan yiiksek konsantrasyonda hiicre igine
girisine yol acar. Yavas etkiler ise daha ¢ok metabotropik glutamat reseptor

aktivasyonu sonrasi geligir.

Oksidatif yolak, glutamat-sistin antiport sistemini bozar, glutatyon

seviyelerini azaltir ve norotoksik olan asir1 reaktif oksijen olusumuna yol agar.

SOR; siiperoksid dismutaz enzimlerinin, katalazin ve glutatyon
peroksidazin siki  kontrolii altindadir. Serbest radikallerin ana iireticisi
mitokondridir. Oksijen radikalleri hiicre, doku ve organ hasar1 olusumuna katki

yaparlar.

Salisilik Asit (SA), OH radikali yakalayici olarak glutamat (107'M) ve
kainik asit toksisitesini dnlemede c¢ok etkili bulunmustur. Bu durum NMDA ve

kainik asitin serbest radikal olusturarak hiicre 6liimii yaptigini diisiindiirmektedir.

SOR glutamat alim inhibisyonu yapabilir. Ayrica NMDA reseptor
aktivasyonu yaparak, siiperoksid salmimina, hiicre ici Ca™ artisma ve NO

olusumuna yol acabilir.

ROR’un, iskemi veya aksotomi nedeniyle hatta gelisim swrasinda dogal

19 Sayisiz

intraseliiler yolaklar igermektedir ve ndroproteksiyon gabalari metilen mavisi ',

111

olarak ortaya ¢ikan, birgok tiirde ndron Oliimiinde yeraldigi agiktir

tioredoksin ''', serbest radikal siipiiriicii edaravone ''* ve NOS inhibitorleri ve
koenzim Q10 ' gibi cesitli antioksidanlar1 basarili olarak kullanilmasina

saglamistir.
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2.10. Retina Ganglion Hiicre Oliim Mekanizmalar

[k travmanmn tipine bakmaksizin, aksonal hasar RGH’nin &liimiinii

28,114

apoptozis ile indiiklemektedir . RGH hasarmin ilk belirtileri, dendritik agacin

incelmesi, sonrasinda hiicre gévde ve aksonlarinda boyutlarinda kiigiilmedir '"°.

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

de glutamat diizeyi yiikselir. Bu artis NMDA reseptorlerini aktive eder.

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

apoptozise yol agar. NO glokomda RGH 6liimiinde 6nemli bir mediyatordiir.

Norotrofik Faktorlerin Etkisi: Beyin kokenli nodrotrofik faktor (Brain
derived neurotrophic faktér, BDNF) reseptorii olan Trk B retinada NO sentaz ile
ayni lokalizasyondadir. BDNF ile Trk B uyarimi ayni zamanda NO sentaz
enzimini de aktive etmektedir. NTF aksonal geri tasima ile beyinden RGH ne
gelen yasam sinyalleridir. Noron hasarinda aksonal norotrofik faktor tagimasi
artar. Ancak akson basis1 devam ettigi siirece beyinden RGH ne ulasan NTF’de
azalma olur. Bu durumda RGH ne yasam sinyalleri ulasamaz ve hiicre 6limii
hizlanarak devam eder. Memeli sinir sisteminde bu tiirden pek ¢ok faktor vardir,
ama ganglion hiicreleriyle en yakindan iliskili olan1 beyin kokenli ndrotrofik
faktordiir (BDNF). Bu faktor beyindeki hedef noéronlar tarafindan salinir.
Ganglion hiicreleri de bu noronlarla sinaps yapar ve norotrofini alip retinaya
ulastirr. Gelisim donemi siiresince BDNF bu yolla gelir, kullanilir ve tiim retina
ganglion hiicreleri de bu destege bagimli kalir. Deneysel olarak eger BDNF
taginim1 bir sekilde engellenecek olursa, ganglion hiicrelerinin hasara ugradig:

gorilmistir '°.
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Apoptozis: NMDA reseptorlerinin glutamat tarafindan aktive edilmesi,
hiicreler i¢in enerji kaynagi olan mitokondrilerde NO artisina ve mitokondride
serbest radikal siiperoksit anyonu ve peroksinitrit olusumuna yol agar. Bu
aktivasyon apoptozis olarak isimlendirilen inflamasyonsuz hiicre Oliimiiniin
baslangicidir. Apoptozis normal ortamda planlanmis hiicre oliimi iken,
glokomda erken aktive edilmis olur. NMDA reseptorlerinin uyarilmasi Ca'
yiikselmesine ve Ca™’a bagimli hiicre i¢i enzim sisteminin ¢alismasma neden
olur. Apoptozisteki kimyasal olaylar proteolitik enzimlerle iliskilidir. NMDA
reseptdr uyarimu ile hiicre ici Ca™ artmakta, kaspaz sistemi aktive olmakta, hiicre

ict yikim baglamaktadir.

Glokomda erken donemde sinir lifi harabiyeti ve ileri donemde RGH
olimii tek bir mekanizma ile agiklanamayacak birgok faktoriin rol oynadigi
karmasik olaylar dizisidir. Apoptozisin dnlenmesi ve noroprotektif yanit igin ilk
unsur akson basismin azaltilmasi yani GIB mn diisiiriilmesidir. Glokomda
retrograd norotrofik faktor akiminin (BDNF) olmamasi RGH 6limii i¢in 6nemli
bir nedendir. Bunun disinda NO sentaz enzim inhibitorleri, ilave NTF, kaspaz
sistem inhibitorleri, NMDA reseptor antagonistleri gibi potansiyel noroprotektif

. 117-11
ajanlar arastirma safhasmdadir """,

Glokomda tedavinin primer amaci RGH harabiyetini azaltmaktir. RGH
kayb1 yillik 10 bin civarinda olup 80 yasinda yaklasik %30’u kaybolmaktadir.
GIB vyiiksekligi ve diger faktorlerle kayip daha da artar '*. Asil néron koruma,
GIB diisiiriicii etkiden bagimsiz glokomatéz optik ndropatinin potansiyel
tedavisidir. Amag, retina ganglion hiicrelerinin devaminin saglanmasidir, bunun
icin noron koruyucunun hedef dokuya yeterli oranda ge¢cmesi gerekir. Su anda
miidahale edebildigimiz tek risk faktorii GIB dir. Bu da indirekt bir ndron

koruma olarak degerlendirilebilir '*'.
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2.11. Glokomda Noroprotektif Tedavi

Noroproteksiyon terim olarak, asil etken ortadan kaldirimis olsa bile
hasarlanma ihtimali halen olan, 6lmiis veya Olmekte olan hiicreler arasinda
bulunan saglikli ndronlarin muhafaza edilmesi anlammda kullanilmaktadir.
Glokomda ise noroproteksiyonun amaci stresli durumlarda hasarin hedefledigi
noronlarm yasamini siirdiirecek sinyal yollarmi acik tutmak ve ndron hiicre
kaybma sebep olan maddelerin veya yollarin oniine gecerek RGH hasarini

geciktirmek veya durdurmaktir '*

. Yani RGH canlilig1 ve fonksiyonelligi devam
ediyor ise nOroproteksiyon tedavi stratejisi olarak kabul edilebilir.
Noroproteksiyonun, glokom ve diger norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde
geleneksel methodlarla iliskisi yoktur. Ciinkii GIB’den, okiiler kan akimindan ve
diger mekanizmalardan bagimsizdir. Bunun yerine, ndronun daha uzun

yasamasini hedefleyen bir stratejidir .

Ozellikle noroproteksiyonun yaklasimi ve mantig1 geleneksel tedavilerden
bu kadar farkli iken yeni tedaviler konusunda siipheci olmak dogaldir. Buna dair
tartigmalar halen siirmektedir ve yaygin olarak tartisilan ii¢ soru giindeme
gelmektedir. Birincisi, GIB diisiiriilmesi saglanmisken, neden ndroproteksiyona
ihtiyag duyulmaktadir? lkincisi, neden néroproteksiyon RGH’ye yonelik
olmalidir? Ugiinciisii, ndroproteksiyonun gergekci bir strateji olduguna dair

kanitlar nelerdir?

2.11.1. Noroproteksiyonun gerekgesi nedir?

Bugiin sahip oldugumuz giiglii ilaglarla GIB’i diisiirsek bile, gelecekte
GIB’i daha fazla diisiirebilecek daha potent ilaglarin var olacagm {imit etsekte,
yine baska bir tedavi yaklagimina ihtiya¢ vardir. Randomize kontrollii klinik
calismalardan elde edilen verilere gdre miikemmel GIB kontrolii olan bazi

hastalarda bile ilerleme olmaktadir ', Bu sonuglar ¢ok sayida arastirmaciyi
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GIB’i diisiirmeye yonelik klasik glokom tedavisine ek olarak, yeni tedavi
stratejileri gelistirmeye yoneltmistir.

Noroproteksiyonun diger bir gerekgesi de GIB diisiiriicii tedavinin yan
etkilere sahip olmasidir. Baz1 hastalarda, gerek GIB diisiiriicii ajanlara iyi yanit
verilmemesi gerekse ilaglarin ve cerrahinin yan etkilerinden dolayi, diisiik
basinglar elde etmek zordur. Cerrahi tedavinin yan etkileri olabildigi gibi, GIB
disiirmeye yonelik geleneksel mekanizmalar veya disa akimi arttirici tedaviler

etkilidir, ama her zaman yeterli ve iyi tolere edilememektedir ’.

2.11.2. Neden RGH glokomda néoron korunmasi icin hedeftir?

Glokomda noroproteksiyon mantiginin hedefi RGH govdesi, aksonu ve
dendritik agacidir. Ciinkii 1) RGH glokomat6z optik noropati sonucu 6lmektedir;
2) RGH kaybmin geri doniisiimii olmamaktadir. Cilinkii RGH’leri SSS nin bir
uzantisidir ve bir defa dliince, retinadan kaybolmaktadir ve 3) RGH’leri retinadan
cikis noronlaridir ve bu sebeple gorsel sinyallerin gézden beyindeki hedef
bolgelere ulastirilmasindan sorumludurlar.

Bu ii¢ dayanaga gore RGH kaybi, geri doniistimsiiz gorme kaybina yol
acmaktadir. Bu demek degildir ki, diger hiicre tipleri (6rnegin astrositler ya da
glia) noroproteksiyon i¢in onemsizdirler. Ancak optik ndropatinin sonucu RGH

kaybi olup, noroprotektif gabalarm amaci bu hiicrelerin yasatmaktir .

2.11.3. Noroproteksiyonun glokom icin gerceke¢i bir tedavi stratejisi

olabilecegine dair kanitlar nelerdir?

Noroprotektif tedavinin amaci farmakolojik ya da baska yollarla ¢evresel
karsitliklar1 azaltmak ve/veya hiicrelere bu ¢evresel etkenlerle savagsma imkani

vermektir. Bu yaklasima gore, noronlardaki herhangi bir kronik dejeneratif

24



problem, primer nedeni ne olursa olsun, herhangi bir zamanda, bazi néronlarin
cevresel karsitliklarin halen zarar gormemis ndronlara yayilmasina etki eden aktif
bir dejenerasyon asamasima girdigi bir siire¢ olarak goriilebilir. Cesitli akut SSS
travma tiplerinde goriilen sekonder dejenerasyon mediatorlerinin benzerligi
gosteriyor ki, mediatdrler noral 6liimlerin nedeni olmaktan ¢ok bunlarm sonuglari
olmaktadirlar. Bu, noroprotektif tedavi olusturulmasinda kritik faktoriin primer
hasar olmasindan ¢ok travmanin olustugu hiicresel ortam oldugunu destekler
niteliktedir. Farkli SSS bolgelerinden ndéronlarin bir¢ok ortak 6zelligi oldugu icin,
glokomdaki sekonder optik sinir hasarmin yayilmasma neden olan bazi
mediatdrler, SSS’nin herhangi bir yerinde sekonder dejenerasyona neden olanlara
benzerlik gosterebilirler. Bu teorinin dayanagi ise glokomlu gdzlerin
vitreusundaki retina ganglion hiicreleri i¢cin toksik olan konsantrasyonlarda

eksitator amino asit glutamat bulunmasidir *°.

Klinik ¢aligmalarla ortaya konan bir sonuca gore; glokomatdz hasarlanma
kronik bir siire¢ oldugu icin, glokomda optik sinirin tiim aksonlar1 ve retina
ganglion hiicrelerinin de hepsi ayni anda hatta aynm yil veya aymi dekatta
O0lmemektedir. Ama ilgin¢g olarak, eger optik sinir herhangi bir nedenle kesilir
veya ezilmeye ugrarsa, ganglion hiicrelerinin kisa siire i¢inde oldiigi
goriilmiistiir. Noron diizeyinde, Ornegin apopitozla olustugunu diistiniirsek
dejenerasyonun baglayip bitmesi 24 ile 36 saat arasinda gerceklesmektedir.
Biliyoruz ki, apopitozla bir hiicrenin 6lmesi i¢in bazi sinyallere gerek vardir. Bu
durumda optik sinir aksonlarmnin ayni anda uyarilmadiklarmni diisiinmek yanlis
olmayacaktir. Insan optik sinirinde yaklagik bir milyon aksonun oldugu
diisiiniilecek olursa, glokomlu bir gdzde herhangi bir anda ancak birka¢ sinir

hiicresinin hasarlanma siirecinde olmasi olasidir.

Apoptozis ile 6lmiis hiicreler arasinda, 6liim emrini almig ama halen canli
olan ve heniiz hasar emrini almamis hiicreler bulunur. N6roproteksiyon, bu iki
grup hiicrenin, stresten kurtarilarak canliliklarini koruma cabasidir. Glokomda
noron koruyucu tedavinin amaci, iskeminin tetiklenmesi ile baslayan bir dizi

ardisik reaksiyonlarla hiicreyi 6liime gotiiren zincirin, herhangi bir halkasina etki
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ile bu zinciri kirmak ve hiicre yasaminin devamini saglamaktir.

Glokomat6z optik néropati i¢in bu nedenle tiim optik sinirin kronik bir
hasarlanma siireci degil de, optik sinirin her bir aksonunun akut kaybi ile ya da
ganglion hiicrelerinin herbirinin ayr1 ayr1 6liimii ile olusan bir siire¢ oldugunu
soylemek belki de daha dogru olur. Boyle olunca da ilging bir soru ortaya
cikiyor; acaba glokomlu bir gbzde geride kalan akson veya ganglion hiicrelerini
yani heniiz hasarlanmamis olanlar1 hasta m1 yoksa saglikli m1 kabul etmek
gerekir. Santral sinir sisteminde olugsan inmenin fizyopatolojisinden biliniyor ki,
akut bir iskemi sonrasi gelisen norodejenerasyona ikincil olarak daha sonra
ortaya ¢ikan ve yine ilk hasarlandirici uyarana bagh olusan gecikmis bir néron

kaybi ortaya ¢cikmaktadir.

Bu teorileri glokoma da uyarlarsak; retinal ganglion hiicrelerinde hasari
baslatan bir uyari, daha sonra c¢evredeki saglikli hiicrelerde de ikincil
dejenerasyona sebep olabilecektir. Boyle bir siirecte bize gorme alanindaki
ilerleyici kayb1 anlamaya yardimci olacaktir. Optik sinirin hasarlanmasi akut
dejeneratif siireglerin bir toplam1 olarak diistintildiigiinde, bunu baslatan
nedenlerin ya da ikincil olaylarin bilinmesi de gerekmektedir. Optik sinirin
hasarlanmasinda rol alan birincil ve ikincil mekanizmalarm varligi ilk olarak
Schwartz ve ark. tarafindan ortaya konmustur. Erigkin ratin optik sinirinde kismi,
Olgiilebilir ve kontrollii bir sekilde hasar olusturularak yapilan deneyde
glokomdakine benzer sekilde hasarlanmis hiicrelerin apopitozla kaybedildigi
goriilmiistiir. Dejenerasyon siirecinin kendi igerisinde de aktive oldugu ve ilk
hasarlanmadan kurtulan ndronlarin daha sonra ortaya ¢ikan medyatorlere bagli
hasarlanmaya maruz kalip, sonugta yine bozuldugu izlenmistir. Bu sonuca gore
de eksitatuar aminoasitler, serbest radikaller ve K’ iyonu gibi toksik
medyatorlerin hem sinir liflerinde hem de retinada muhtemelen var oldugu ve
saglam kalan akson ve hiicrelerde sekonder hasarlanmay1 tetikledigi
sanilmaktadir. Boyle bir dejenerasyonun boyutlarininsa salman toksik maddelerin
miktariyla ilgili olarak, ilk lezyonun ciddiyeti belirlemektedir. Bu belki de GiB

normal smirlara ¢ekildigi halde glokomatoz hasarin bazi olgularda neden
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ilerledigini ve de olgudan olguya da farkliliklar gosterdigini agiklayabilir "%,

Bu anlatilanlarin 151¢inda, glokomda noéronlar i¢cin normal, hasta, bozulma
asamasinda ve bozulmus olmak iizere en az dort durumdan bahsedilebilir.
Bireysel farkliliklar, spesifik genlerdeki polimorfizm, mutasyonlar ve ailevi
kaltim gibi faktorler hasta veya saglikli hiicrelerin durumunu ve hastaligin
ilerleme seklini belirlemektedir. Hasta hiicrelerin endojen mekanizmalar veya
egzojen faktorler tarafindan kurtarilabilmesi sevindiriciyken, bozulmaya baglamis
olanlar1 kurtarmak i¢in ancak gen ekspresyonunun degistirilmesi gibi bugiin i¢in
olduk¢a zor ¢dziimler kalmaktadir. Oyleyse arastirilmasi gereken, saglikli bir
hiicreyi hasta olmaya zorlayan ve hasta bir hiicrenin de bozulmasimi engelleyen
uyaranlardir. Bu olaylar dizisinin ve altinda yatan faktorlerin bilinmesi bizleri
yeni farmakolojik gelismelere ve noron kurtarilmasi veya korunmasima dogru

yonlendirecektir '>*.

Son olarak, hiicrelerin endojen savunma mekanizmalarini harekete
gecirmek ndron korunmasinda etkili ve alternatif bir yol olabilir. Bunlardan yola
cikarak glokomda noron korunmasinda etkili olabilecek c¢esitli stratejiler ve
tedavi secenekleri gelistirilmistir. Birgogu halen deneysel diizeyde devam eden
bu caligmalarin klinik kullanima sunulmasiyla glokom tedavisinde siliphesiz ki

yeni bir donem baslayacaktir.

2.12. Riluzol

RLZ (2-amino—6-(trifluoromethoxy) benzothiazole) (Sekil 6) voltaj bagimli
Na’ kanallarmi bloke ederek glutamat saliverilmesini inhibe eden ndron

. . 125-12
koruyucu bir ajandir 7%

. Glutamat saliverilmesini inhibe ettigi ve nodron
koruyucu etkisi oldugu i¢in, ALS hastaliginda goriilen motor noron hasarmin
ilerlemesini azaltmaktadir '*®. ALS tedavisi icin 1996’da FDA tarafindan
kullanim1 onaylanmus ilk ve tek ilagtir. Ulkemizde de yaklasik 10 yildir

kullanilmaktadir. Daha Once yapilmis ¢alismalarda RLZ’nin myorelaksan,
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psikotropik, antikonviilsan, sedatif, hipnotik, anestezik, hipotermik, global iskemi
modellerinde iskemik hasara karsi koruyucu ve anoksi ya da eksitotoksik hasara
karst néron koruyucu etkileri gosterilmistir **'*. Sicanlarda olusturulan beyin
travmast modellerinde lezyonlarin yani swa norolojik motor ve kognitif

bozuklugu diizeltmektedir '*°.

: 7( Sekil 6. Riluzolin (2-amino—6-
0} (trifluoromethoxy)  benzothiazole)

b Y, NH, kimyasal yapis1

2.12.2. Riluzoliin farmakinetik ozellikleri

Oral verilen RLZ’ nin absorbsiyonu oldukca iyidir (yaklasik %90). RLZ nin
mutlak biyoyaralanimi ortalama %60’dwr. 12 saatte bir uygulandiginda 25-100
mg arast dozlarda lineer farmakokinetik 6zellik gosterir. A¢ karnina alinmasi
gerekir. Tekrarlayan dozlarda ortalama t;, 12 saattir. Radyoaktif isaretli RLZ
(**C- RLZ) tek doz 50 mg uygulandiginda, verilisi takip eden 1. saatte SSS’ndeki
RLZ radyoaktivitesi plazmadakinin 3 kat1 olmaktadir **.

RLZ’nin 6 ana metaboliti vardir. Bunlardan bazilar1 da aktiftir. Daha fazla
oranda karacigerde sitokrom P—450 enzimlerinden CYP1A2 araciligiyla N-
hidroksilasyona ugrar ve glukronidasyon ile metabolize olur. Bunun diginda
CYP2D6, CYP 2C19, CYP 3A4 and CYP 2El1 enzimleri de RLZ
metabolizmasinda gorev almaktadir. Tek sefer 150 mg dozda uygulanan '*C-RLZ
radyoaktivitesinin  %90’1 idrarda, %5’1 digkida 7 gilinden fazla siireyle
gozlenmistir. Glukronitler idrardaki metabolitlerinin %85’ini olusturur. Yalnizca
%2’si idrarla degismeden atilir. Fare ve sicanlar i¢in kullanilan deneysel dozlar1
1-15 mg/kg arasnda degisir. 15 mg/kg’in iizerindeki dozlarda dogrulma
refleksinin kaybolmasina yol acar; anestezik etki gosterir. 4 mg/kg intraperitoneal

(ip) doz igin Emay 40 dakikadir. Etkisi yaklasik 3 saat devam eder "'
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2.12.3. Riluzoliin etki mekanizmasi

RLZ’nin baslica etki mekanizmasi glutamaterjik impuls asirimimni bloke

128,131

etmesidir . RLZ hiicrelerinde hem bazal hem de ndronal aktivasyon sonucu

olusan glutamik asit salinimini da presinaptik etkiyle ve yine pertussis toksine

132

duyarl bir mekanizmayla inhibe eder °°. Bunun yanisira striatal sinaptozomlarda

133

GABA gerialimin1 inhibe ettigi gosterilmistir Ayrica farelerin beyin

dokusunda aminoasitlerle uyarilan nérotransmiter salinimini da inhibe ettigi ileri

siiriilmektedir %,

RLZ hipoglossal motor ndronlarda yapilan in vitro
calismalarda NMDA ve kainat reseptorlerinin uyarilmasi sonucu olusan akimlar1
inhibe ettiginin goriilmesi, etkisini bu reseptdrler araciligiyla yaptigi fikrinin
ortaya atilmasina neden olmustur *°. Ancak, daha sonra yapilan higbir reseptor
baglanma calismasinda RLZ’nin NMDA, AMPA veya kainat reseptorlerine

baglandig1 gosterilememistir '*°

. RLZ’nin presinaptik glutamat salinimini inhibe
etmesinin yanisira ekzojen olarak uygulanan glutamat ile olusturulan membran
depolarizasyonunun amplitiidiinii de azaltmasi postsinaptik etkilerinin dolayli

oldugunu iddiasmi desteklemektedir '*’

. Noron koruyucu etkide glutamat
salmiminin azaltilmasmin yanisira voltaja bagimli iyon kanallarinin modiilasyonu
da 6nemli rol oynadigi ileri siiriilmektedir . RLZ myelinli sinir liflerinde voltaj
bagimli Na” kanallarmi ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile bloke ederek ndronal

138 Na" kanallar1 iizerindeki batrakotoksin-

depolarizasyonu oOnlemektedir
baglanma bolgesine afinite gosterdiginden depolarize noronlarda da secici etkisi
vardir; aksiyon potansiyeli olusumunu onledigi gosterilmistir *°. Na' kanal
aktivatorii olan veratridin ile indiiklenen eksitotoksisiteyi RLZ hem in vitro, hem
de in vivo caliymalarda pertusis toksine bagimli bir mekanizmayla 6nledigi
bildirilmektedir '**. RLZ’nin, sican serebellar graniiler hiicre kiiltiiriinde
postsinaptik olarak glutamat ve NMDA reseptorlerinin uyarilmasina bagl olarak

olusan Ca™ mobilizasyonunu yiiksek dozlarda G proteinlerini inaktive eden

pertussis toksine duyarli bir mekanizmayla bloke ettigi gdsterilmistir '>*.

RLZ glutamatin saliverilmesini Onlemektedir. Ancak Urenjak ve ark.
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RLZ’nin fizyolojik durumdaki glutamatin vezikiiler eksitozunu degil, enerji
deplesyonunda Na' ve Ca" kanallar1 aktive olmasiyla goriilen glutamatmn sitozolik
efluksunu inhibe ettigi 6ne siirmiislerdir '*°. Na™ ve Ca” kanallarmi bloke eden
ilaglarin global serebral iskemi ve diger modellerde ndron hasarini azalttigi

141

gosterilmistir Ayrica K’ kanallarinmm aktivasyonu ve CI° kanallarmin

blokajinin da bu etkilerine aracilik ettigi 6ne siiriilmektedir '**.

RLZ hasar tehtidi durumlarinda hiicrenin direncini artirarak gosterdigi
noron koruyucu etkilerin yanisira, onarim mekanizmalarini da devreye sokarak
rejenerasyonu artirmaktadir °'. Fare astrosit hiicre kiiltiirinde RLZ’nin NGF
(nerve growth factor), BDNF (brain-derived neurotrophic factor) ve GDNF (glial
cell-line derived neurotrophic factor) gibi intrinsik NTF’nin ekspresyonunu

143

artirdigr  gosterilmistir Ozellikle NGF septal lezyonlar1 takiben 6dem

144

olusumunu azaltmaktadwr ™. Farkli travma modellerinde ilk yarim saat i¢inde

uygulanan RLZ’nin beyin 6demini ve lezyon olusumunu azaltti§1 gosterilmistir
145

RLZ’nin eksitoksisiteye bagli olarak ortaya c¢ikan oksidan hasari
Onlemesinin yanisira in vitro bir ¢alismada da kortikal noron hiicre kiiltiirtinde
glutamat antagonistlerinin varhiginda FeCl; ile olusturulan nonekzitotoksik
oksidatif hasar1 dogrudan Onledigi gosterilmistir 6 Bir bagka calismada da
RLZ’nin sicanlarda MPP (metil fenil piridinyum) ile olusturulan parkinson
modelinde indirekt olarak ATP tiiketimini ve Fe-IIl ile olusan lipid
peroksidasyonunu azalttigi, dopaminerjik noronlar1 oksidan hasara karsi

korudugu gosterilmistir .

Noneksitotoksik oksidan hasardaki koruyucu
etkilerinde fosfolipaz A, inhibisyonu ile arasidonik asit ve metabolitlerinin
olusumunu azaltmasmin yanisira, etkin bir protein kinaz C inhibisyonu

yapmasinin da rolii oldugu gésterilmistir '*’.

Tiim bu bilgiler dogrultusunda ¢alismamizda deneysel glokom modelinde
antioksidan ve néron koruyucu etkili bir ila¢ olan RLZ’nin RGH iizerindeki olas1

koruyucu etkileri arastirilmistir.
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2.13. Resveratrol

2.13.1. Resveratroliin tarihgesi

RES (3, 4°, 5 — trihidroksistilben) (Sekil 7); ilk kez 1940°ta beyaz hellebore
koklerinden (Veratrum grandiflorum O. Loes) izole edilmistir. Daha sonra 1963
yilinda geleneksel Cin ve Japon ilact (Kojokon) olarak bilinen Polygonum

cuspidatum (Itadori ¢ay1) koklerinden elde edilmistir '**.

1976 yilinda, Langcake ve Pryce tarafindan, asma yapraginin, fungal
infeksiyonlara (¢ogunlukla Botrytis cinerea), soguk hava kosullarma, patojen
mikroorganizmalar veya ultraviyole 1s1gma maruz kaldiginda bu etkenlere karsi
korunma amagli olarak sentezledigi bilesik trans-resveratrol olarak
tanimlanmustir '**'*°. 1992 yilinda, RES sarap icinde tespit edilmistir. RES, 1992
yilinda kirmizi sarabin kardiyoprotektif etkileri oldugu varsayimi “Fransiz
Paradoksu” (Giiney Fransa da yiiksek oranda doymus yag ile beslenilmesine
ragmen kardiyovaskiiler hastalik insidansinin diisiik olmasi) agiklanana kadar
fazla ilgi ¢ekmemistir 148 Daha sonra yapilan ¢alismalar, RES’in strese direncini
artrrarak ve mayadan omurgalilara bir¢ok organizmanin yasam siiresini uzatarak
kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve iskemik hasar dahil bir¢ok hastaligi
onleyebildigini veya gelisimini yavaslatabildigini gostermistir '

RES iizerine yapilan ilk ¢alismalar daha c¢ok kardiyovaskiiler sistemin
diizenlenmesindeki metabolik yollarda, lipid metabolizmas: ve trombosit
fonksiyonu {izerinde yogunlasmistir. Daha sonra karsinogenezin murin
modelinde kansere kars1 koruyucu aktivitesi, arastirmalar1 RES’in farkli biyolojik
etkilerinin molekiiler mekanizmalar1 yoniine kaydirmistir. Kanser Onleyici
etkisinin gosterildigi baslica ilk kanit 1997 yilinda Jang ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan ¢alismada belirtilmistir. Bu calismada kimyasal karsinogenezin

olusturuldugu fare modelinde tiimor olusumunun anlamli Olgiide azaldigi
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gosterilmistir *°. Sonug olarak, RES’in bazi1 6nemli fizyolojik yolaklar iizerindeki
pozitif ya da negatif etkilerinin, kansere karsi koruyucu, kardiyo-protektif ve

néroprotektif aktiviteler oldugu gosterilmistir .

2.13.2. Resveratroliin fiziksel 6zellikleri, kimyasal yapisi ve kaynaklan

RES, molekiil agirligi 228,2 g/mol olan, polifenol yapida bir fitoaleksindir.
Fitoaleksin; bitkilerin herhangi bir dis stres veya patojenik (fungal) atak sonucu
iirettikleri antibiyotiktir **. Etanolde ¢6ziiniir (50 g/L), dimetilsulfoksitte (DMSO)
daha az (16 g/L) ve suda ¢ok az (0.03 g/L) ¢dziiniir "'. Cis ve trans izomer
formlarinda bulunur, ancak cis-izomeri heniliz {liziim ekstraktinda tespit

edilmemistir. Trans formu aktiftir. RES, viniferin isimli polimer ailesinin ana
14

molekiiliidiir '*®. a-viniferin ve RES’den daha yiiksek antifungal ve antioksidan
OH aktivite gosteren e—viniferin
mantar enfeksiyonunun

ilerlemesini inhibe eder. Bu
nedenle RES ve viniferinler
bitki  antibiyotikleri  olarak
bilinen fitoaleksin smifindadir
100,152 RES, stilben tiirevi olan
bir stilbenoldiir ve bitkilerde
stilben sentaz enzimi

HO aracilifiyla  sentezlenir. Bu

enzim normal sartlarda aktif

Sekil 7. Resveratroliin kimyasal yapisi degildir, ancak UV isinlar1 ya

da mantar enfeksiyonu

sonrasinda 6 saat i¢inde aktiflesir ve 30 saat icinde maksimum diizeye ulasir 152,

RES’in, stilben yapisi sentetik Ostrojen dietilstilbesterol ile benzerdir **.

Stilbenler, kansere karsi koruyucu ajan olarak rol alan polifenolik bilesiklerdir
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Meyve, sebze, cay, kahve, ¢ikolata, bira ve sarapta bulunan polifenolik
bilesikler, ROR siipiiriicii, metal selator ve enzim modiilatorii gibi davranmalari

nedeniyle antioksidan sistemde 6nemli rol oynarlar '*"'**,

RES yaprak epidermisinde ve iiziim kabugunda sentezlenir, ancak etli
meyvede sentezlenmez **. RES, en yiiksek konsantrasyonda (50—100 mg/g) {iziim
kabugunda bulunur **'*. Kirmiz1 sarapla kiyaslandiginda beyaz sarap daha az
miktarda RES icerir '*®. Uziim kabuklar1 beyaz sarap yapimi sirasinda fermente
edilmediginden, yalnizca kirmizi sarap goriiniir miktarda RES igerir 54 RES
icerigi; yetistirilme, iklim, mantar infeksiyonlari, UV 1s1§ina maruz kalma ve

sarap yapim islemlerine gore degisiklik gosterir .

2.13.3. Resveratroliin biyolojik etkileri ve etki mekanizmasi

Yapilan cgesitli in vitro ¢alismalarda RES’in antioksidatif, antiinflamatuar,
antikanserojen ve koruyucu etkileri ve Ostrojenik etkiler gibi cesitli biyolojik

etkileri tanimlanmaktadir '>°

. RES’in etkileri giiniimiize kadar birgok biyolojik
dokularda arastirilmistir. Fakat antioksidan, antitrombosit, kalp koruyucu, damar
gevsetici, antikanserojen ve antiinflamatuar etkileri gosterilmis olmakla beraber
mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilmamistir #3157 RES, indiiklenebilen nitrik
oksit sentaz (iNOS)’1 inhibe ederek, nitrik oksit (NO)’in sitotoksik etkilerini

158

engeller ~°. RES, karsinogenezin baslama, gelisme ve ilerleme asamalarini

engelleme yetenegine sahiptir *>'>°.

RES’in, insan diisiik yogunluklu lipoproteinine (LDL) eklendiginde bakir
katalizli oksidasyonu azalttigi gosterilmistir '**'°°. RES’in antioksidan 6zelligi ve
bakir selasyon kapasitesinin yiiksekligi onun serbest radikal siipiiriici
ozelliginden kaynaklanmaktadir. Kirmizi sarap icenlerde total kolesterol,

161,162

trigliserit ve HDL’de herhangi bir farkliligin olmadig1 gozlenmistir . Buna

karsin LDL kolesterolde ve a-lipoproteinde azalma ve membran akiskanliginda
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artis oldugu gozlemlenmistir '°’. Chanvitagaporgs ve ark.'®® yaptig1 bir cahismada
RES’in, LDL oksidasyonunun 6nlenmesinde E ve C vitamininden daha gii¢lii bir

antioksidan etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.

2.13.4. Resveratroliin prooksidan ozelligi

Her antioksidan, bazi durumlarda serbest radikallere karsi koruyuculugu
olan ve serbest radikal olusumunu gelistiren, antioksidan vitaminleri de kapsayan
gercekte bir redox (rediiksiyonoksidasyon) ajandir '**. Yapilan calismalar vitamin
E ' ve vitamin C '°° gibi antioksidanlarm, prooksidan etkilerini agiga
cikarmistir. Her ne kadar RES’in bir antioksidan olduguna dair genis bir inanis

olsa da RES’in prooksidan 6zellikleri oldugunu destekleyen literatiirler de vardir
164,167

RES gibi fenol halkasi ihtiva eden besinsel polifenolikler, peroksidaz/H,O,
tarafindan fenoksil radikallerine okside olurlar. RES fenoksil radikalleri eksilen
elektronunu glutatyondan temin ederek, glutatyonu bir tiol radikali formuna
dontstiiriir. Sinyal radyoliz ¢alismalari, disiilfit radikal anyonu O;’1 hizla

stiperoksit radikal anyonu ve glutatyon disiilfit formuna indirgedigini gostermistir
168,169
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3. GEREC VE YONTEM

Bu deneysel calismada; glokom indiiksiyonu, enjeksiyonlar, sakrifikasyon
islemi ve immunfloresan mikroskopik preparatlarin hazirlanmas: Kocaeli
Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tibbi Arastirma Birimi’nde (DETAB)
yapilmistir. Immunfloresan, histopatolojik degerlendirilmeler ve goriintiileme
islemleri Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dalinda
gerceklestirilmisti. RGH saymmlar1 Kocaeli Universitesi Teknik Egitim
Fakiiltesi, Makina Egitimi Bdliimiinde yapilmigtir. Calisma  Helsinki
Bildirgesinde deneysel arastirmalarda belirtilmis olan esaslara uygun olarak

yiiriitillmiistiir.

3.1. Denekler

Calismada toplam 98 adet erigkin erkek Wistar albino tiirti sigan kullanild:.
Deneklerin ortalama agirligi 372423 gram olarak hesaplandi. Denekler standart
kafeslerde 7’li gruplar halinde, ad libidum standart yem ve su verilerek, 1sis1
(21£2°C) ve nem oranmi kontrollii odalarda barindirildi. Odanmn aydinlatmasi
floresan 151k ile sagland1 ve her 12 saatte bir (06:00-18:00) ac¢ip kapama dongiisii
gerceklestirildi.

Denekler, glokom indiiksiyonu uygulanan (84 adet denek) ve kontrol grubu
(N) denekleri (14 adet denek) olarak once iki gruba ayrildi. Intraperitoneal
enjeksiyon, anestezi, GIB 6l¢iimleri ve retrograd dextran tetramethylrhodamine
(DTMR) isaretlemesi sirasinda her gruptan 2 siganin toplam 14 siganin ¢lmesi
iizerine ile 84 adet sican degerlendirmeye alindi. Kontrol grubunun o6n

kamaralarina 30 G enjektor ile girilerek salin enjeksiyonu yapildi. Glokom
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indiiksiyonu basariyla yapilan toplam 72 adet denek su sekilde gruplandi (Sekil
8):
1. Glokom indiiksiyonu sonrasi 6. haftada sakrifiye edilen ve kontrol ¢ozeltisi

olarak fizyolojik %0,9 salin i¢cinde %2 etanol enjeksiyonu yapilan denekler

(Glokom Grubu — G; 12 adet denek)

2. Glokom indiiksiyonu baglanmasiyla birlikte es zamanli 8 mg/kg/giin ip
yoldan RLZ verilen ve 6. haftada sakrifiye edilen denekler (Erken Donem
RLZ Grubu — ERL; 12 adet denek)

3. Glokom indiiksiyonu sonrasi 3. haftadan itibaren 8 mg/kg/gilin ip yoldan
RLZ verilen ve 6. haftada sakrifiye edilen denekler (Ge¢ Donem RLZ Grubu
— GRL; 12 adet denek)

4. Glokom indiiksiyonu baglanmasiyla birlikte es zamanli 10 mg/kg/giin ip
yoldan RES verilen ve 6. haftada sakrifiye edilen denekler (Erken Donem
Resveratrol Grubu — ERS; 12 adet denek)

5. Glokom indiiksiyonu sonrasi 3. haftadan itibaren 10 mg/kg/giin ip yoldan
RES verilen ve 6. haftada sakrifiye edilen denekler (Ge¢ Donem Resveratrol

Grubu — GRS; 12 adet denek)

6. Glokom indiiksiyonu baslanmasiyla birlikte es zamanli 8 mg/kg/giin ip
yoldan RLZ ve 10 mg/kg/giin intraperitoneal yoldan RES verilen ve 6.
haftada sakrifiye edilen denekler (Kombine Tedavi Grubu —-K; 12 adet
denek)

Glokom grubuna herhangi bir ilag uygulanmadi. G6z i¢i basinglar1 glokom
indiiksiyonunun siirdiigli 6 hafta boyunca islem Oncesi ve sonrasinda haftalik

olarak Tono- Pen (Medtronic Solan XL) ile dlgiilerek kaydedildi.

6 haftanin sonunda gruplar kardiak paraformaldehit perfiizyonu yontemi ile
sakrifiye edildikten sonra, fikse edilmis olan globlara eniikleasyon

gerceklestirildi 170,
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DENEY PROTOKOLUNE
ALINAN TOPLAM DENEK
SAYISI

84

GLOKOM
KONTROL (N} 12 DENEK OLUSTURULAN
72 DENEK
ILAC VERILEN iLAG VERILMEYEN (G}
60 DENEK 12 DENEK
] ]
KOMBINE TEDAV
RILUZOL VERILEN RESVERATROL VERILEN EDILEN
24 DENEK 24 DENEK (K}
12 DENEK
[ . T
ERKEN RILUZOL GEG RILUZOL ERKEN RESVERATROL GE( RESVERATROL
GRUBU GRUBU GRUBU GRUBU
{ERL) (GRL) {ERS) (GRS)
12 DENEK 12 DENEK 12 DENEK 12 DENEK
.
Sekil 8. Deney plani

3.2. Deneysel Glokom Modeli

Sicanlara ketamin hidroklorid (25 mg/kg) ve ksilazin hidroklorid (10
mg/kg) intramiiskiiler yoldan enjekte edilerek genel anestezi uygulandi. Anestezi
uygulamasini takiben, 72 adet siganinin her iki g6z 6n kamaralarina 30 G igne ile
Hyaluronik asid (Sigma katalog no 53750) enjekte edildi (Sekil 9). Cerrahi
mikroskop olarak Topcon OMS 75 kullanildi. Enjeksiyon, korneoskleral

limbustan 6n kamaraya self- sealing giris yapilarak, igne ucunun iris ve lens ile
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temasi engellenerek ve deney siiresince her hafta limbusta saat 12’den saat 6’ya

dogru ilerleyerek uygulandi '’

. 12 adet kontrol grubu (N grubu) si¢ana ilag
verilmeksizin 6n kamaralarina 30 G enjektor ile girilerek ayni miktar salin
enjeksiyonu yapildi. Diger glokom indiiksiyonu yapilan diger gruplara birer hafta
arayla 6 hafta siiresince enjeksiyonlar tekrarlandi. Her enjeksiyondan hemen once
ve sonra GiB’leri 6l¢iildii. GIB &lgiimleri 10 mg/kg ketamin hidroklorid ve 1
damla topikal %0,4 proparakain hydrochloride %0,5 ile hafif anestezi
uygulamasini takiben, Tono-Pen ile yapildi. Enjeksiyonlar ve ol¢timler hep ayni

saatte (08:00-10:00) yapild1.

Sekil 9. Glokom indiiksiyonu. Hyaluronik asid enjeksiyonu ile iris damarlarinin

solmasi ve diger goz ile farki

3.3. Ilaclarin Uygulanmasi

Erken Donem RLZ Grubuna (12 adet denek), glokom indiiksiyonu
baslanmasiyla birlikte es zamanli baslanarak her giin aynmi saatte (10:00-12:00)
tek doz 8 mg/kg/giin RLZ (Rilutek®; Sanofi Aventis ilaglar1 Ltd. Sti.) %0.9’luk
salin i¢inde %0,05’lik ethanol ile ¢oziilerek intraperitoneal yoldan enjeksiyon ile
verildi. 6. haftada sakrifiye edilene dek bu denek grubuna toplam 42 doz RLZ
uygulandu.
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Ge¢ Donem RLZ Grubuna (12 adet denek), glokom indiiksiyonunun
baslangicindan 3 hafta sonrasinda baslanarak her giin ayni saatte (10:00-12:00)
tek doz 8 mg/kg/giin RLZ, %0.9’luk salin i¢inde %0,05’lik ethanol ile ¢oziilerek
intraperitoneal yoldan enjeksiyon ile verildi. 6. haftada sakrifiye edilene dek bu

denek grubuna toplam 21 doz RLZ uygulandi.

Erken Dénem Resveratrol Grubuna (12 adet denek), glokom indiiksiyonu
baslanmasiyla birlikte es zamanli baslanarak her giin ayni saatte (14:00-16:00)
tek doz 10 mg/kg/giin resveratrol (Resveratrol®; Solgar Ilaglari Ltd. Sti.)
%0.9’luk salin i¢cinde %0,2’lik ethanol ile ¢oziilerek intraperitoneal yoldan
enjeksiyon ile verildi. 6. haftada sakrifiye edilene dek bu denek grubuna toplam

42 doz resveratrol uygulandi.

Ge¢ Donem RLZ Grubuna (12 adet denek), glokom indiiksiyonunun
baslangicindan 3 hafta sonrasinda baslanarak her giin ayni saatte (14:00-16:00)
tek doz 10 mg/kg/giin resveratrol, %0.9’luk salin i¢inde %0,2’lik ethanol ile
coziilerek intraperitoneal yoldan enjeksiyon ile verildi 6. haftada sakrifiye edilene

dek bu denek grubuna toplam 21 doz resveratrol uyguland:.

Kombine Tedavi Grubuna (12 adet denek), glokom indiiksiyonu
baslanmasiyla birlikte es zamanli baslanarak her giin ayni saatte (10:00-12:00)
tek doz 8 mg/kg/giin RLZ %0.9’luk salin i¢inde %0,05°1lik ethanol ile ¢oziilerek
intraperitoneal yoldan ve glokom indiiksiyonu baslanmasiyla birlikte es zamanli
baslanarak her giin ayni saatte (14:00-16:00) tek doz 10 mg/kg/giin resveratrol
%0.9’luk salin icinde %0,2’lik ethanol ile ¢oziilerek intraperitoneal yoldan
enjeksiyon ile verildi. 6. haftada sakrifiye edilene dek bu denek grubuna toplam

84 doz kombine ilag tedavisi uygulandi.

3.4. Retina Ganglion Hiicrelerinin Retrograd isaretlenmesi

Hidrofilik bir noéron isaretleyicisi olan DTMR, 3000 MW (Molecular
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Probes, Eugene, OR, USA) %0,9 lik NaCl icerisinde konsantrasyonu Img/ml
olacak sekilde ¢oziildii. Floresan isaretleyici DTMR, sakrifikasyondan iki giin
once intraorbital olarak
uygulandi. DTMR enjeksiyonu
i¢in Solomon ve ark. '”* yontemi
kullanildi. 2 mm lik bir lateral
kantotomi sonrast sag
konjonktiva temporal limbus
boyunca saat 1’den 4’e¢ kadar
acildi.  Lateral rektus kasi

bulunarak insersiyo yerinden

kesildi. ince kor makaslarla glob

Sekil 10. Optik sinir disseksiyonu. arkasindaki, optik sinir

etrafindaki dokular ve ekstraokiiler kaslar disseke edildi (Sekil 10). Optik sinir
etrafindaki noral kilif optik sinirin 3 mm gerisinden vaskiiler yapilara zarar
vermeden 2 mm uzunlugunda agilarak, optik sinir tam kat olarak kesildi. 30 G
igne ile 50 ul DTMR (1 mg/ml) olacak sekilde enjekte edildi. Prosediir sonunda
lateral kantotomiyi kapatmak i¢in 3/0 ipek stitiir kullanild.

3.5. Sakrifikasyon ve Kardiak Perfiizyon

DTMR uygulamasindan 48 saat sonra denekler sakrifiye edildi. 150 IU/kg
intraperitoneal heparin verilerek 10 dk. siire ile antikoagiilan etkinin olugsmasinin
ardindan, intravendz uygulanan 30 mg/kg sodyum pentotal ile anestezi
gergeklestirildi. V kesi ile sternum kaldirilarak toraks boslugu acildi. Kalbin
tepesinden 18 gauge kelebek igne sol ventrikiile yerlestirildi. Daha sonra sag
atriyum kesildi ve fosfat tamponu icerisinde %4’liikk paraformaldehit ile kardiak
perflizyon gergeklestirildi (Sekil 11). Globlar oryantasyon i¢in siiperiordan siitiir

ile limbustan isaretlendi, fikse edilmis olan globlara eniikleasyon gerceklestirildi.
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Sekil 11. Perflizyon diizenegi

1 saat %4’lik paraformaldehit
icerisinde bekletilen globlar, whole-
mount yontemi ile a¢ildi. Retinalar,
whole mount yontemiyle elde edildi
(Sekil 12, Sekil 13). Acilirken
siiperior retina tekrar isaretlendi.
Immiinofluoresan boyamalar
Olympus BX51 marka fluoresan
mikroskopta incelenerek
fotograflandi. Ayrica tiim anatomik

bolgeler elektron mikroskopi ile

ultrastriiktiirel diizeyde incelendi.

Sekil 12. Whole mount retina
hazirlanmasi

Sekil 13. Whole mount retinanin
incelenmeye hazir son hali
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3.6. Retina Ganglion Hiicrelerinin Sayim Islemi

Lam iizerine alman whole
mount retinalar hemen
immunfloresan incelemeye alindi.
Whole mount retinalar Olympus
BX51 floresan mikroskop ile
(Olympus Optical Co, Tokyo,

Sekil 14. Whole mount sigan retinasinin incelenen| Japan) DTMR isaretli hiicreleri
bolgelerin sematik gosterimi

goriinteleyen uygun bir filtre

Whale st Sipis Fotines) gozlendi. DTMR ile retrograd
olarak isaretlenen RGH leri 200x
biiylitme alaninda OSB pozisyonuna gore iki yaricapta 4 yonde (siiperior,
temporal inferior, nazal) sayildi. Alt1 alan (her biri 0.24 mm?) toplamda retina
basma 24 alan olacak sekilde sayildi (Sekil 14). Saymm islemi, uygulanan
prosediire ve yapilan tedavilere kor olan deneyimli bir gézlemci tarafindan

yirtitiildi.

3.7. Histopatolojik inceleme ve Optik Sinir Degerlendirmesi

Optik sinir basinin 2 mm gerisinden alman optik sinir kesitleri alindi.
GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) ile boyanmak {izere formalin i¢ine alindu.
Formalinde tespit edilmis ve parafine gomiilmiis bloklardan 3’er adet 0,6 mm'lik
optik sinir Ornegi otomatik doku mikroarray cihazi (Beecher Instruments
Microarray Technology, Woodland, MD) ile ayr1 bloklara yerlestirildi. Bu
bloklardan 4 pm kalinliginda kesitler poly-L-lizin ile kapli lamlar {izerine alindi.
Kesitler ksilen ve etanol ile deparafinize ve rehidrate edildi. Daha sonra
deiyonize su ile yikandi ve non-spesifik zemin boyanmasini 6nlemek amaciyla
Tris buffered saline (TBS) icerisinde %35 oraninda dilue edilmis at serumu ile oda

sicakliginda 10 dk. protein blokaji yapildi ve primer antikor uygulamasina
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gecildi. Kesitler insan PAK-1 proteinine yonelik poliklonal fare antikoru PAK-1
(1:50 dilusyonda; Cell signaling, Beverly, MA, USA) ile oda 1sisinda bir gece
inkiibe edilip, TBS ile 2 kez 5’er dakika yikandi. Daha sonra preperatlar tekrar
dilue antikor ile 30 dakika inkiibe edildi ve TBS ile 3 kez 5’er dakika yikandi.
Sekonder antikor islemi i¢in siwrasiyla streptavidin-biotin (Lab Vision,
Biotinylated Goat Anti- Mouse, Lot: MBNI11 206A, CA, USA) ve
streptavidinperoksidaz (Lab Vision Streptavidin Peroxidase, Lot: SHR1210)
soliisyonlarinda 15’er dakika inkiibe edildi. Ardindan kromojen olarak diamino
benzidin (Lab Vision, Lot: AHD2119, CA, USA) soliisyonunda 15 dakika
bekletilip distile su ile yikandi. Asitsiz ve alkolsiiz Mayer hematoksilen ile zit
boyama yapildiktan sonra deiyonize su ile yikanarak %95 ve %100k

alkollerden ve sonra ksilenden geg¢irildi ve kurutularak kapatildi.

3.8. Data Analizi

Retina basma diisen yasayan tiim retina ganglion hiicrelerinin sayisi
milimetrekaredeki hiicre sayisini tiim retina alani ile ¢arparak bulundu. Datalar

ortalama + SD olarak hesaplandu.

3.8.1. Istatiksel degerlendirme

Verilerin istatistiksel degerlendirmesi “SPSS for Windows version 13”
yazilimi kullanilarak yapildi. Istatistiksel degerlendirmelerde, degiskenlerin
karsilastirilmasinda tiim gruplar i¢in ¢oklu varyans analizi (ANOVA), gruplarin
kendi aralarindaki karsilastirilmasinda ise Post Hoc degerlendirme (Bonferroni
testi) kullanild. Istatistiksel anlamlilik sinir1 p<0,05 olarak kabul edildi. Metin

icinde sonuglar ortalama + SD olarak verildi.
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4. BULGULAR

4.1. Ratlarin Demografik Ozellikleri

Ortalama kilo taban seviyesi N grubunda 372 + 23, G grubunda 367+12,
ERL grubunda 370+18, GRL grubunda 367+17, ERS grubunda 370+17, GRS
grubunda 365+10, K grubunda 369+13 gram idi. Biitlin siganlar kilo aldi.
Calisma sonunda ortalama kilo srrasiyla 416+£22, 404+22, 412+15, 400+18,
401+£17, 39349 ve 394+11 gram idi. Davranis bozuklugu ve istah kaybina dair bir

bulgu saptanmadi.

4.2. Goz ici Basing Degerleri

G, ERL, GRL, ERV, GRV, K gruplar1 ile N grubu arasinda GIiB degerleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark mevcuttu. 6 hafta siiresince tiim
gruplarda yeterli GIB degerlerine ulasildi. Gruplarin deney siiresince haftalik
GIB seyirleri Sekil 15 (A-G) de gosterilmistir.

Glokom indiiksiyonu yapilan biitiin denekler (n=72) GIB de yiikselme
gostermistir. Ortalama GIB glokomatoz gozlerde kontol grubuna gore anlaml
olarak daha yiiksek idi (P<0.01). Glokom ve diger 5 farkli tedavi grubunda
ortalama GIB degerleri benzerdi, anlamli farklilk yoktu, bu da RGH

sayimlarmdaki farkliligin tedaviye baglanabilecegini gostermistir.
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N Grubu Goz ici Basing Seyri

12,6

12,4

12,2

12

11,8

11,6

11,4

11,2

li 1 i 1 i 1 i i i 1 i
Hi6  His H206 HZs H36 H3s H4é  Hd4s  H506  Hbs  HBOG  Hbs

Sekil 15 A. N Grubu GIB seyri

G Grubu Géz igi Basing Seyri

10

H106 Hls H2b6 His H30 H3s H4d Hds H56  Hbs  Hed  Hés

Sekil 15 B. G Grubu GIB seyri
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ERL Grubu Gz i¢i Basing Seyri

10

H16 Hls H20 H2s H30 H3s H40 Hd4s H56  Hs  HeEG  Hbs

Sekil 15 C. ERL Grubu GIB seyri

GRL Grubu Goz ici Basing Seyri

10

H1&é  His  H2d  His H36  H3s Hd4dé  H4s K56 HBs  HED  HEs

Sekil 15 D. GRL Grubu GiB seyri
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ERS Grubu Goz ici Basing Seyri

60

50

40

30

20

i0

Hio His H20 HZs H30 H3s H4e H4s H3G  H5s  HEG  Hes

Sekil 15 E. ERS Grubu GIB seyri

GRS Grubu Géz i¢i Basing Seyri

10

Hid  His H2Z26 H2s H36 H3s  H4d  Hds  H56  H5s  HBH  Hbs

Sekil 15 F. GRS Grubu GIB seyri
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K Grubu Goz i¢i Basing Seyri

60

TAAAANANTS
30//\/VVVV

N

10

Hi6 Hls H20

o

25 H36 H3s  H4d  Hds

H56  HBs  HEO

Hos

Sekil 15 G. K Grubu GIB seyri

4.3. Retinal Ganglion

Hiicre Sayimlan

Ortalama DTMR
isareti RGH (mm® de
ortalama say1 + standart
deviasyon) dansitesi N
grubunda 1207+£56, G
grubunda 404+65, ERL
grubunda 965+56, GRL
grubunda 714+£25, ERS
grubunda 735429, GRS
grubunda 667+20, K

LYYV 1207456
G Grubu 404+65

[NV 96556
GRL Grubu AEEIRY

ERS Grubu 7354+29%

GRS Grubu IYEFIK

K Grubu 10714+49*

69574326

23284376

5558+£325%*

4415+£148*

4236+170*

3843+116*

6169+285*

Tablo 1. Deneklerdeki

DTMR isaretli

RGH

degerlendirmesi. *p<0.01 Tedavi gruplar1 ile glokom

grubu karsilastirilmast (ANOVA, p<0,05).
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grubunda 1071449 seklinde idi. Gruplar arasi fark tabloda verilmistir (Tablo 1).
Gruplarin ortalama RGH sayimi degerleri Sekil 16’de gosterilmistir. Tablo-2’te
ise gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalarin (ANOVA, Post Hoc Bonferroni)
anlamlilik degerleri 6zetlenmistir. Gruplarm tim RGH sayilarinin izodansite

haritalarinda karsilagtirmali sematik gdsterimi sekil 17 de sunulmustur.

N ve G gruplari karsilastirildiginda iki grup aras1 farkliligin istatiksel olarak
anlamli oldugu goriildii (p<0,05). Bu sonuca goére, G grubunun ortalama RGH
saymmi1 degerleri N grubuna gore anlamli diizeyde diisiik bulunmustur. Glokom

indiiksiyonu sonucunda deneklerin RGH sayilarinda anlamli azalma goriilmiistiir.

N ve ERL gruplar1 karsilastirildiginda iki grup arasi farkliligin istatiksel
olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0,05). Bu sonuca goére, ERL grubunun
ortalama RGH saymmi degerleri N grubuna gore anlamli diizeyde diisiik
bulunmugstur. Glokom indiiksiyonu sonucunda deneklerin RGH sayilarinda
anlamli azalma goriilmiistiir. Bu analiz, erken donem RLZ baslanan grupta
ortalama RGH sayisinin kontrol grubuna gore anlaml sekilde azalmis oldugunu

gozstermektedir.

N ve GRL gruplar1 karsilastirildiginda iki grup arasi farkliligin istatiksel
olarak anlamli oldugu saptandi (p<0,05). Bu sonuca gore, GRL grubunun
ortalama RGH saymmi degerleri N grubuna gore anlamli diizeyde diisiik
bulunmugstur. Glokom indiiksiyonu sonucunda deneklerin RGH sayilarinda
anlamli azalma goriilmiistiir. Bu, ge¢ donem RLZ baslanan grupta ortalama RGH

sayisinin kontrol grubuna goére anlamli sekilde azalmis oldugunu gostermektedir.

N ve ERS gruplar1 karsilastirildiginda iki grup arasi farkliligin istatiksel
olarak anlamli oldugu goézlemlendi (p<0,05). Bu sonuca gore, ERS grubunun
ortalama RGH saymmi degerleri N grubuna gore anlamli diizeyde diisiik
bulunmugstur. Glokom indiiksiyonu sonucunda deneklerin RGH sayilarinda
anlaml azalma goriilmiistiir. Bu, erken donem RES baslanan grupta ortalama
RGH sayismin kontrol grubuna gore anlamli sekilde azalmis oldugunu

gostermektedir.
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N ve GRS gruplar1 karsilastirildiginda iki grup arasi farkliligin istatiksel
olarak anlamli oldugu gorildi (p<0,05). Bu sonuca gore, GRS grubunun
ortalama RGH saymmi degerleri N grubuna gore anlamli diizeyde diisiik
bulunmugstur. Glokom indiiksiyonu sonucunda deneklerin RGH sayilarinda
anlamli azalma goriilmiistiir. Bu, ge¢c donem RES baslanan grupta ortalama RGH

sayisinin kontrol grubuna goére anlamli sekilde azalmis oldugunu gostermektedir.

N ve K gruplari karsilastirildiginda iki grup aras1 farkliligin istatiksel olarak
anlamli oldugu saptand1 (p<0,05). Bu sonuca gore, K grubunun ortalama RGH
saymmi1 degerleri N grubuna gore anlamli diizeyde diisiik bulunmustur. Glokom
indiiksiyonu sonucunda deneklerin RGH sayilarinda anlamli azalma goriilmiistiir.
Bu, RLZ ve RES birlikte baslanan grupta ortalama RGH sayisinin kontrol

grubuna gore anlamli sekilde azalmis oldugunu gostermektedir.

G ve ERL gruplar karsilastirildiginda iki grup arasi farkliligin istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,05). Bu sonuca gore, erken donem RLZ
verilmeye baslanan glokomlu grup ortalama RGH sayimi degerleri, glokomlu
grup ortalama RGH sayimi degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli bir
fazlalik gostermektedir. Bu, erken donem baslanan RLZ’nin RGH kaybini
onlemede anlamli etki gosterebilecegini destekler yonde bir bulgu olarak kabul
edilebilir.

G ve GRL gruplar1 karsilastirildiginda iki grup arasi farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Bu sonuca gore, ge¢ donem RLZ verilmeye
baslanan glokomlu grupta ortalama RGH saymmi degerleri, RLZ verilmeyen

glokomlu gruba gore daha fazla bulunmustur.

G ve ERS gruplar1 karsilastirildiginda iki grup arasi farkliligin istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriildi (p<0,05). Bu sonuca gore, erken donem RES
verilmeye baslanan glokomlu grup ortalama RGH sayimi degerleri, glokomlu
grup ortalama RGH sayimi degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli bir
fazlalik gostermektedir. Bu, erken donem baglanan RES’in RGH kaybini

onlemede anlamli etki gosterebilecegini destekler yonde bir bulgu olarak kabul
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edilebilir.

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

glokomlu gruba gore daha fazla bulunmustur.

G ve K gruplann karsilastirildiginda karsilastirildiginda iki grup arasi
farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,05). Bu sonuca gore,
RLZ ve RES birlikte verilmeye baslanan glokomlu grup ortalama RGH sayimi
degerleri, glokomlu grup ortalama RGH sayimi degerlerine gore istatistiksel
olarak anlamh bir fazlalik gostermektedir. Bu, RLZ ve RES’inbirlikte
kullannminin RGH kaybini onlemede anlamli etki gosterebilecegini destekler

yonde bir bulgu olarak kabul edilebilir.

ERL ve GRL gruplart karsilastirildiginda iki grup arast farkliligin
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,05). Bu sonuca gore, erken
donem RLZ verilmeye baslanan glokomlu grupta ortalama RGH sayimi
degerleri, ge¢ donem RLZ verilmeye baslanan glokomlu gruba gore anlamli

diizeyde daha yiiksek bulunmustur.

ERL ve ERS gruplart karsilastirildiginda iki grup arasi1 farklihigin
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,05). Bu sonuca gore, erken
donem RLZ verilmeye baslanan glokomlu grupta ortalama RGH sayimi
degerleri, erken donem RES verilmeye baslanan glokomlu gruba gore anlamli

diizeyde daha yiiksek bulunmustur.
ERL ve GRS gruplart karsilastirildiginda iki grup aras1 farkliligin

istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,05). Bu sonuca gore, erken
donem RLZ verilmeye baslanan glokomlu grupta ortalama RGH sayimi
degerleri, ge¢ donem RES verilmeye baslanan glokomlu gruba gore anlaml

diizeyde daha yiiksek bulunmustur.

ERL ve K gruplar1 karsilastirildiginda iki grup arasi farkliligi istatiksel

olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,05). Bu sonuca gore, erken donem RLZ
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verilmeye baslanan glokomlu grupta ortalama RGH sayimi degerleri, K grubuna
gore anlaml diizeyde diisiik bulunmustur. Bu K grubunda uygulanna ilaglarin

additif etki gostererek daha fazla RGH ni korudugunu gosterebilir.

GRL ve ERS gruplart karsilastirildiginda iki grup arasi1 farkliligin
istatistiksel olarak anlamli olmadigir goriildii (p=0,923). Bu sonuca gore, ge¢
donem RLZ verilmeye baslanan glokomlu grupta ortalama RGH sayimi
degerleri, erken donem RES verilmeye baglanan glokomlu gruba gore anlamli bir

farklilik saptanmamistir.

GRL ve GRS gruplar1 karsilastirildiginda iki grup arast farkliligin
istatistiksel olarak anlamli olmadigir goriildii (p=0,179). Bu sonuca gore, ge¢
donem RLZ verilmeye baslanan glokomlu grupta ortalama RGH sayimi
degerleri, ge¢ donem RES verilmeye baslanan glokomlu gruba gore anlamli bir

farklilik saptanmamistir.

GRL ve K gruplari karsilastirildiginda iki grup arasi farkliligin istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,05). Bu sonuca gore, RLZ ve RES birlikte
verilmeye baslanan glokomlu grupta ortalama RGH degerleri, ge¢ donem RLZ

verilmeye baslanan glokomlu gruba, gore anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur.

ERS ve GRS gruplar1 karsilastirildiginda iki grup arast farkliligin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii (p=0,010). Bu sonuca gore, erken
donem RES verilmeye baslanan glokomlu grupta ortalama RGH sayimi
degerleri, ge¢ donem RES verilmeye baslanan glokomlu gruba gore anlamli bir

farklilik saptanmamustir.

ERS ve K gruplar1 karsilastirildiginda iki grup arasi farkliligin istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,05). Bu sonuca gore, RLZ ve RES birlikte
verilmeye baslanan glokomlu grupta ortalama RGH degerleri, erken donem RES

verilmeye baslanan glokomlu gruba, gore anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur.

GRS ve K gruplar1 karsilastirildiginda iki grup arasi farkliligin istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,05). Bu sonuca gore, RLZ ve RES birlikte
verilmeye baslanan glokomlu grupta ortalama RGH degerleri, ge¢c donem RES
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verilmeye baglanan glokomlu gruba, gore anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur.

Glokom indiiksiyonundan 6 hafta sonra, ortalama RGH azalmas1 kontrol
grubu (n=12) ile kiyaslandiginda glokom grubunda (n=12) %6645, ERL
grubunda (n=12) %1945, GRL grubunda (n=12) %40+3, ERS grubunda (n=12)
%38+3, GRS grubunda %44+5, kombine grubunda (n=12) %1143 idi.
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Milim etrekaredeki retina gangliyon hiicre sayisi

Sekil 16. Gruplara ait ortalama RGH sayimi degerleri (Ortalama+Standart

deviasyon).

Tim RGH sayist ve mm? deki hiicre sayisi ve yiizde azalma olarak
degerlendirildiginde glokom grubuna gore tiim tedavi gruplarinda ganglion
hiicrelerinde anlamli korunma oldugu saptandi (p<0.01).

Hem RLZ hem de RES noroprotektif etkinlik gostermekte olup kombine
tedavi uygulanan grubun diger tedavi gruplarina gére daha belirgin noroprotektif
etkinlik gosterdigi gozlenmistir. Gruplara ait DTMR isaretli immunfloresan
gortintiiler Sekil 18 de karsilastirmali olarak ve Sekil 19 (A-G) de tek tek

sunulmustur.

53



Tablo 2. RGH
sayimlar1 gruplar arasi
karsilastirma. Deney
gruplara ait goz igi
basing  Ol¢limlerinin
birbirleri ile
karsilastirilmasinda
ANOVA Post Hoc
Bonferroni testine
gore p  degerleri
gosterilmistir.
0,05’ten kiiciik
degerler istatistiksel
olarak anlamli  (*)

kabul edilmistir.
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NORMAL GLOKOM ERL

GRL ERS GRS

GO000

S0000

40000

30000

Tiim Retinal Gangliyon Hiicre Sayisi

KOMBINE N G ERL GRL ERS GRS K

Sekil 17. Gruplarin tiim RGH sayilarinin izodansite haritalarinda karsilagtirmali
sematik gosterimi. izodansite haritalar1 Adobe Freehand MX" programu ile manuel
olarak cizilmistir. Izodansite haritalarindaki her bir nokta 4 adet RGH’y1 temsil

etmekte olup her kadran ayr1 ayr1 simulasyon yapilmistir.
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Sekil 18. Gruplara ait DTMR isaretli RGH’larin karsilastirilmali immunfloresan

goriintiileri

100 micron

Sekil 19 A. Kontrol grubuna (N) ait DTMR ile isaretli retina ganglion

hiicrelerinin immunfloresan goriintiisii, x200




100 micron

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

hiicrelerinin immunfloresan goriintiisii, x200

100 micron

Sekil 19 C. Erken riluzol grubuna (ERL) ait DTMR ile isaretli retina ganglion

hiicrelerinin immunfloresan goriintiisii, x200

57




)
100 micron

Sekil 19 D. Geg riluzol grubuna (GRL) ait DTMR ile isaretli retina ganglion

hiicrelerinin immunfloresan goriintiisii, x200

y — — ——
100 micron

Sekil 19 E. Erken resveratrol grubuna (ERS) ait DTMR ile isaretli retina ganglion

hiicrelerinin immunfloresan goriintiisii, x200
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100 micron

Sekil 19 F. Geg resveratrol grubuna (GRS) ait DTMR ile isaretli retina ganglion

hiicrelerinin immunfloresan goriintiisii, x200

-

Sekil 19 G. Kombine tedavi grubuna ait DTMR ile isaretli retina ganglion

hiicrelerinin immunfloresan goriintiisii, x200
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4.4. Optik Sinir Aksonlarina Ait Histokimyasal Degerlendirme

Optik sinir basinin 2 mm gerisinden alinan optik sinir kesitleri GFAP (Glial
fibrillary acidic protein) ile boyandiktan sonra degerlendirildi. Alinan kesitlerde
ozellikle G grubunda yaygin glial doku artig1 oldugu, astrosit haciminde artisa
bagl olarak astrositlerde morfolojik degisiklikler oldugu gozlendi. Astrositlerin
ags1 ve yumak benzeri hassas hiicre iskelet yapist nodiiler bir goériiniimle yer
degistirip  disorganize bir hiicre morfolojisi gostermekte idi. Astrositik
uzantilarinda hipertrofiye ve hiperplaziye ugradigi izlenmekte idi. Tedavi
gruplarinda ise glokom grubunda goriilen bu degisikliklerin kalitatif olarak daha
az oldugu goriildii (Sekil 20 A-G). Gruplara ait GFAP ile mikroskopik goriintiiler
Sekil 20 (A-G)’te sunulmustur.

Sekil 20 A. Glokom grubu optik sinir kesitinde glial doku artig1 ve astrosit
hacminde sisme x20, x100
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Sekil 20 B. Kontrol (N) grubunun optik sinir kesiti, normal ags: goriiniimde
hassas astrosit yapisi, x20, x100

Sekil 20 C. Erken riluzol grubunun (ERL) optik sinir kesitinde normal
goriiniimde ags1 hassas astrosit yapisi, x20, x100
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Sekil 20 D. Geg riluzol grubunun (GRL) optik sinir kesiti aksonlarinda normale
yakin goriinimde hassas astrosit yapisi, x20, x100

Sekil 20 E. Erken resveratrol grubunda (ERS) optik sinir kesitinde astrosit
yapisindaki minimal degisim, x20, x100
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Sekil 20 F. Geg resveratrol grubunda (GRS) optik sinir kesitinde astrositik

uzantilarda minimal hipertrofi ve hiperplazi, x20, x100

Sekil 20 G. Kombine tedavi grubu (K) optik sinir kesitinde normale yakin

gortiniimde hassas astrosit yapisi, x20, x100

63



5. TARTISMA

Glokom, ¢ok parametreli ve kompleks bir hastalik olmasina ragmen, en
onemli risk faktdrii ve bugiin icin tedavide kontrol edilebilir tek faktdr GIB
yiiksekligidir. Ancak etkin bir GIB diisiiriicii tedaviye ragmen hastalarda gérme
kaybinin devam etmesi s6z konusudur '”. Bu durum glokom tedavisinde ek
tedavi yontemleri gelistirmeyi zorunlu hale getirmistir. Bu nedenle giinlimiiz
arastrmalarinda, RGH’lar1 ve santral gérme yollarmin ndronlarmi korumaya
yonelik noroprotektif tedavi yaklasimlari iizerine yogunlasilmistir. Bugiin i¢in
glokomun etyopatogenezi halen tam olarak aydinlatilamamigsa da glokomat6z
hasarda 6zellikle RGH’leri ve onlarin aksonlarinin etkilendigi iyi bilinmektedir.
Onceki calismalarda glokomlu hastalarda ve deneysel glokom olusturulan hayvan
modellerinde vitreus glutamat diizeylerinin yiiksek olusu, etyopatogenezde

55,58, Glutamat,

glutamat aracili eksitotoksisite kavramini ortaya koymustur
santral sinir sistemi ve retinanin ana eksitator norotransmitteridir. RGH de
yiiksek oranda NMDA glutamat reseptorlerinin bulunmasi, bu hiicreleri glutamat
diizeylerindeki degisikliklere oldukca duyarli hale getirir. Hiicre dis1 yiiksek
glutamat eksitotoksik noron hasarma neden olabilir. Glokomda artan
ekstraseliiler glutamat diizeyleri, uzun bir siire hiicre membranlarinda bulunan
iyon kanallarinin agik kalmasini saglar. Bu durumda hiicre igerisine yliksek
oranda kalsiyum akis1 olur. Yiiksek kalsiyum diizeyleri SOR’larin olusumunu
tetikler ve SOR’leri, hiicrenin enerji deposu olan mitokondilerin fonksiyonlarini
bozarak hiicre ¢ekirdeginde kromatin kondansasyonuna sebep olur ve apopitozisi
baglatir. Glokomatoz hasarda ROR’larin ve oksidatif stresin etkin oldugu

calismalarla gosterilmistir 174177

RGH’lar ve optik sinir, SSS nin ayrilmaz pargalari, glokomda Alzeimer

hastaligininkine benzer hiicre 6liim mekanizmalar1 gosterdigine ve glokomun bir
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nérodejeneratif hastalik olduguna isaret etmektedir '>'7*!7?.

Eksitotoksisite olarak bilinen bu fenomen, genis bir yelpazede
norodejeneratif hastaliklarla, 6zellikle ALS ve glokom, ile iligkili oldugu
diistiniilmektedir. Eksitatdr aminoasitler tarafindan glutamat reseptorlerinin asir1
aktivasyonu; NMDA tipi glutamat reseptorlerinin asir1 miktarda uyarilmasina ve
sonrasinda asir1t miktarda Ca hiicre i¢ine alinmasiyla baslayan NO sentaz
aktivasyonu, asir1 serbest oksijen radikali birikimi, lipid peroksidasyonu,
mitokondriyal disfonksiyon, katabolik enzimlerin aktivasyonu gibi bir dizi zararh
sonuclara yol agmaktadir '**'®'. Glutamat bagiml eksitotoksisitenin olusmasima
eslik eden bircok mekanizmanin birlikte isledigi ileri siiriilmektedir. Ayrica sinir
terminalinden vezikiiler glutamatin Ca bagiml salinimmin iyice artmasi sonucu
apopitoza giden yolun tetiklendigi gosterilmistir '**'*.

RLZ, ALS tedavisi icin kullanilmakta olan antiglutamat bir ajandir.
Postsinaptik NMDA ve kainat tipi glutamat reseptdrlerinin blokaji ve voltaj
bagimli Na® kanallarm iizerine inhibisyon etkisi vardir. RLZ anti-iskemik,

sedatif ve anti epileptik etkileri vardr '**

ve ALS progresyonunu yavaslatici
etkileri gosterilmistir. RLZ’nin nodroprotektif etkisinin mekanizmas1 tam
aydinlatilamamis olsada, Na' kanal inhibisyonuna kismen de olsa giivenilmesi
gerektigi diisiiniilmektedir ®'. Ciinkii Na” kanal inhibisyonu postiskemik néron
koruma ile iliskilidir.

RLZ dinlenme halindeki Na“ kanallarmdan cok inaktive durumdaki
kanallar i¢in daha ¢ok afinitesi vardir. Bu durum hasarli ya da depolarize
sinirlerin selektif blokaji ve bunu izleyen presinaptik glutamat salinimi azalmasi
ile sonu¢lanmaktadir. RLZ voltaj kapili N- tipi ve P/Q tipi kalsium kanallarmni da
bloke edebilmektedir, bu da noroprotektif etkisine katkida bulunur. Kalsium
kanallar1 presinaptik ndrotransmitter salmimini kontrol ettigi i¢in, bu tir Ca
kanallarmin RLZ ile inhibisyonu presinaptik sinir terminallerinden glutamat
salmimini azaltabilir. FDA onayl bir noroprotektif ajan olan RLZ’nin, memantin
gibi eksitotoksik mekanizmay1 iceren birgok deneysel noronal hasarda etkili
oldugu gosterilmistir. Noron koruyucu etkide glutamat saliniminin azaltilmasinin
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yanisira voltaja bagimli iyon kanallarmin modiilasyonu da 6nemli rol oynadigi

ileri siiriilmektedir '*>!%¢.

RLZ, parkinson hastaligi olan sigan ve primat hayvan modelleri dahil '*”

' hiicre kiltirlerinde '**'®', huntington hastalig1 ve beyin iskemisi dahil akut ve

kronik norodejeneratif hastaliklarda '**'%

noroprotektif etkisi oldugu
gosterilmistir.

Retinal noron hasarinda da RLZ’nin noroprotektif etkinligine isaret eden
calismalar meveuttur '*°. Glokomda artmus glutamat diizeylerinin ve glutamat
aracili eksitotoksik ndron hasarlanmasmin giindeme gelmesiyle, NMDA reseptor
antagonistlerinin glokomdaki noroprotektif etkisi yakin zamanda sikga tartisilan
konulardan birisidir ve 6zellikle glutamat antagonisti olan RLZ’nin glokomdaki
noroprotektif etkisine dair yaymlanmis bir calisma olmamakla beraber

noroprotektif etkinligi birgok ¢alismada gosterilmistir 197-199,

Lagréeze ve ark. NMDA reseptor antagonisti olan memantinin retinal
iskemide noroprotektif etkinligine dayanarak, yine bir NMDA reseptor
antagonisti olan cerestat ve bir glutamat salimim inhibitérii olan RLZ’nin
noroprotektif etkinliginin olup olmadigini arastirmislardir 290 Akut retinal iskemi
modelinde profilaktik preiskemi tedavisi uygulanmis. 2 hafta sonunda yapilan
histolojik incelemede memantin grubunda noronlarin %47°si, cerestat grubunda
%61’1, RLZ grubunda da %43°l, kontrol grubunda ise %28’1 korunmus ve

sonuglar istatiksel olarak anlamli bulunmus.

Arastirmalar gostermistir ki NTF’nin RGH’lara retrograd transportunun
bozulmasi glokomun olusum mekanizmasima katkida bulunmaktadir. Transport
blokaji OSB seviyesinde olur ve kemirgen ve primat hayvan modellerinde GIB

201-203

yiiksekligi ile gosterilmistir . Buna gore, RGH’lari,, ya direkt olarak

:204,205

proteinin kendisi veya endojen salmimmi indiikleyerek®***"® NTF’ler ile

desteklemenin optik sinir hastaliklarinda ve glokom modellerinde néron kaybini
yavaslattig1 gosterilmistir.

Mizuta ve ark. yaptig1 bir ¢aligmada RLZ’nin fare astrosit hiicre kiiltiiriinde
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NGF, BDNF ve GDNF’yi arttirdig1 gsterilmistir '**. Multipl etki mekanizmasi
olan RLZ glokomda NTF’yi uyararak noroprotektif etki gosterebilir.

Miiller hiicrelerinin  RGH  kiiltiir ¢alismalarinda  eksitotoksik  hasarin
onlenmesinde koruyucu etkisi oldugu bilinmektedir. Lebrun-Julien ve ark.
NMDA-bagimli hiicre 6limiiniin, Miiller hiicrelerinde niikleer faktér kappaB
(NF-kB) aktivasyonu ile baslayan aktivasyon hiicresel olmayan bagimsiz bir
mekanizma ile potansiyelize oldugunu ve bu glialarin RGH lerine toksik olan
tiimor nekrozis faktdr alfa (TNFo) proteinini saldigmi bildirmislerdir *”. Yine
TNFo’nin okiiler hipertansiyon modelinde RGH Oliimiine yol actigina
deginilmektedir 1% Bu calismanim sonucu ile iliskili olarak, RLZ nin gosterdigi
antieksitotoksik aktivite ile Miiller hiicresi lizerinde bir 6lgiide “pozitif etki” veya
“is yukii azaltic1” etki ortaya ¢ikarmis olabilmesi seklinde diisiiniilebilir. RLZ, bu
nedenle hem direkt hem de indirekt yoldan Miiller hiicreleri lizerinde koruyucu

ve etki potansiyelize edici 6zellik gosteriyor olabilir.

Losinden zengin tekrarlanan protein LINGO-1, ndronal sagkalimin negatif
bir diizenleyicisi olarak bilinmektedir ve Fu ve ark. *'' okiiler hipertansiyon olan
ratlarda LINGO-1 antagonistinin RGH Oliimiinii azalttigin1 gostermislerdir.
Dahast LINGO-1 in trk B (BDNF nin ndronlardaki yiliksek affiniteli 6zel
reseptoril) ile ortak eksprese edildigini ve trk B reseptorlerine baglandigi ve
BDNF ile beraber LINGO-1 enjeksiyonunun, trk B nin BDNF ile uyarilip
aktivasyonunun ve RGHlara ndroprotektif etkisini arttirdigmi agiklamuslardir *%°.
Bu calismada deneysel glokom modelinde RLZ ve RES’in sistemik tek tek ve
kombine kullaniminin retinal ganglion hiicreleri lizerinde noron koruyucu etkisi
oldugu gosterildi.

DTMR ile isaretli retinal ganglion hiicre sayis1 hesaplanmasi i¢in sayilan
alan 8,4 mm? olup bu da 50,1 mm? olan Wistar si¢can retinasmin %5,9’u anlamina

gelmekte idi *'**"

. Calismamizda RLZ ve RES verilmis olan gruplarda; RGH
sayisinin glokom grubuna gore anlamli diizeylerde korunmus oldugu, ancak
kombine tedavinin hasarin bagladigi anda verilmeye baslanmasmin neredeyse
kontrol grubuna yakin bir koruma sagladigi gézlemlenmistir. Alt1 haftalik siire¢
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sonunda tedavi verilemeyen deneklerde glokom grubunda ortalama RGH sayisi
%66+5 azalma gosterirken, erken donemde RLZ baslanan grupta %1945, gec
donemde RLZ baslanan grupta %40+3, erken donemde resveratrol baslanan
grupta %3843, ge¢c donemde resveratrol baslanan grupta %4445, ve hasarin
basladig1 anda RLZ ve resveratrol birlikte baslandigi grupta bu kayip sadece
%1143 oraninda oldugu dikkat cekmekte idi. Tiim retinal hiicre sayis1 ve mm?
deki hiicre sayis1 ve ylizde azalma olarak degerlendirildiginde glokom grubuna
gore tiim tedavi gruplarinda ganglion hiicrelerinde anlamli korunma oldugu
saptandi. Literatirde RLZ ve RES’in glokom iizerinde yapilmis noroprotektif
olduguna dair bir ¢calisma olmamakla beraber, bir¢ok yayinda néron koruyucu
etkileri oldugu bildirilmistir.

Wheeler ve ark. *'* gére; iyi bir néroprotektanmn retina ve/veya optik sinirde
baglanabilececegi 6zel reseptorii olmasi, bu hedef reseptoriin aktive edilmesi ile
noronun strese karsi dayanikliligini arttiracak yollar: tetikleyebilmesi veya toksik
saldirtyr bastirabilmesi, ilacin retina ve vitreusa farmakolojik olarak etkin
konsantrasyonlarda ulasabilmesi ve ajanin noroprotektif aktivitesinin klinik
calismalar ile gosterilebilmesi bir ilacin néron koruyucu adim alabilmesi i¢in
yeterlidir. Bu ¢alismadaki ila¢ gruplarmin glokom gruplarina gore iyi sonuglara
sahip oldugu go6zoniinde bulundurulursa RLZ ve RES’in retinaya etkin
konsantrasyonda ulagabildigi, yeterli reseptor etkilesiminde bulundugu, néronlari

toksik saldiridan koruyabildigi sdylenebilir.

Glutamat eksitotoksisitesi reaktif oksijen radikallerinin olusumuna ve

25 Artmis ROR noronlara hasara

mitokondrial hasara yol agabilir
ugratabilmektedir *'®. Oksidatif stres, ekstraseliiler glutamat birikimine yol agan
glutamat tastyicit protein GLT-1’1 inhibe edebilir. Eksitotoksisite ve oksidatif
stres birlikte neurodejeneratif hastalik gelisim riskini arttirabilir.  Bir
norodejeneratif hastalik olan glokomun etyopatogenezinde eksitotoksisite ve

oksidatif stres birlikte rol aliyor olabilir.

Bu ¢aligma deneysel glokom modelinde RLZ’nin RGH sayimma dayali
noroproteksiyon etkisini ortaya koyan ilk ¢alismadir. Literatiirde RLZ’nin retina
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iskemi modelinde noroprotektif etkisini gosteren etkisini gosteren caligmalardan
bir tanesi de Ettaiche ve ark.”’'’ tarafindan yapilmistir. Bu calismada ani GIB
artis1 ile sagladiklari1 basinca bagli iskemi oncesi 8 mg/kg RLZ verilerek,
elektroretinografi, apoptozis degerlendirilmesi ve histopatolojik inceleme
yaparak noroprotektif etkisi arastirilmis, retina hiicre iskeleti organizasyonunda,
nekrotik hiicre hasarinda, DNA fragmantasyonunda degisiklikleri azaltarak

potent bir nroprotektif etki gosterdigi bildirilmistir *'7.

Lucas ve ark. ** glutamatin i¢ retinal tabakalarda ve ozellikle ganglion
hiicre tabakasina hasar olusturdugunu gostermistir. Onley benzer olarak
glutamatin retinal toksisitesini gostermis ve bu etkiyi eksitotoksisite olarak
tanimlamistir. Eksitotoksik ganglion hiicre kayb1 en cok NMDA reseptorleri alt
tipi ile iliskilendirmistir *'*.

NMDA kanal blokerlerinin fare felg modelinde noronal kaybi
siirlandirdigi gosterilmistir. RLZ hem NMDA reseptdr blokérii olup hem de Na*
kanal aktivitesini inhibe eder. Kronik glokom modelinde retinal ganglion

hiicrelerindeki etkisi bu mekanizmalarla agiklanabilir.

Bizim c¢alismamizda geg riluzol ve geg resveratrol grubunda erken riluzol
ve erken resveratrol grubuna gore daha az sayida hiicrenin korundugu gozlendi.
Hasarin baslamasiyla beraber tedavi uygulanan gruplara 42 doz , hasar
baslamasindan 3 hafta sonra tedavi uygulanan gruplara 21 doz ila¢ uygulanmaistir.
Geg¢ donem tedavi gruplarinda az sayida RGH korunmus olmasi; ya ndronal
hasarn baslangicinda tedaviye baslamanin, hasarin progresyonunu azaltmada
onemli oldugu ya da fazla doz ilacin koruyucu etkinliginin fazla oldugunu
diisiindiirtmektedir. Vorwerk ve ark.'® deneysel optik sinir sikisma modelinde
memantin, RLZ ve nimodipin baslanmis ve vitreus bazal glutamat diizeylerine
bakilmistir. Hasar olusturmadan 7 giin 6nce intraperitoneal olarak memantin, 2
mg/kg/giin; RLZ, 8 mg/kg/giin; nimodipine, 10 mg/kg/glin olarak baslanmis ve
hasar sonras1 7 giin daha devam etmislerdir. 28 giin sonra degerlendirlilen kontrol
grubunda 20.4 £2.1 umol olan intravitreal glutamat diizeyleri tedavi verilmeyen
hasar grubunda 103.1+£23.1 pmol, memantin grubunda 36.1+12.4, RLZ grubunda
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38.7£10.7 umol, nimodipin grubunda ise 51.0£12.3 umol olarak Olciilmiistiir ve
RGH sayist ile intravitreal glutamat diizeyleri arasinda ters bir iliski oldugu
gozlemlenmistir. Memantin ve RLZ’nin optik sinir hasar1 ile indiiklenen
intravitreal glutamat artisin1 bloke ettigini ve ndroprotektif etkili olduklarini
savunmuslardir. Bir hafta 6nce ila¢ uygulanan grupta, hasar olusturulan ve ilag
uygulanmayan gruba gore vitreusta daha diisiik glutamat diizeyi saptamislardir.
Erken ila¢ uygulamasinin bizim ¢alismamizda oldugu gibi ndéron korunmasinda
etkili oldugunu savunmuslardir '°. Kronik glokom modelinde apopitotik hiicre
olimii gerceklesen ganglion hiicrelerine bu ilaglarin koruyucu etkisi olmayacagi
kabul edilirse, ge¢ RLZ grubunun daha az etkili olmasmi agiklayabiliriz.
Glokoma sekonder noronal hasarin basladigi erken donemde RLZ ve RES
verilmesinin apopitoz silirecinin engellenmesinde anlamli rolii olabilecegi,
noronal hasarin ortaya ¢ikmaya basladigi ge¢ donemde baslandiginda ise kalan
mevcut hiicreleri apopitotik siiregten koruyarak hastaliin progresyonunu
yavagslatabilecegi (veya durdurabilecegi) diisiiniilebilir. Noroprotektif etkinin
olusumunda RLZ’nin glutamat saliverilmesini inhibe etmesinin yaniswra, diger
norotransmiterlerle, ikinci haberci sistemlerle ve iyon kanallariyla etkilesmesi rol
oynayabilir *'*. RLZ nin RGH’lar {izerindeki koruyucu etkisinin kismen oksidan-
antioksidan dengenin saglanmas: ile iliskili oldugu goziikmekle birlikte, diger
etkilerinin de gbz Oniinde bulundurulmasi gerekir. Ozellikle RLZ’nin Na"
kanallarmi bloke etmesi ve K’ kanallariyla etkilesmesi noéron koruyucu etki
acisindan anlamlidir. Zira, Na’ kanallarmi1 bloke eden ajanlarm néroprotektif

etkileri bilinmektedir '*>14%-22°,

Glokom sadece yiiksek gdz i¢i basincinin oldugu bir durum degil, basingtan
bagimsiz risk faktorlerinin de sorumlu oldugu kabul edilen bir durumdur. Yeni
baslatilan ¢alismalarmm tedavi segenekleri goéze kan akimini arttiran ve
noroprotektif etkisi olan ilaglar1 igermektedir. Kalsiyum kanal blokorleri
halihazirda glokomun bunlara benzer tedavisi i¢in bulunmaktadir ve diger
norolojik  bozukluklarda oldugu gibi c¢alismalarda kullanilan  birgok

néroprotektan, heniiz yaygin olarak kabul gériip uygulanmamaktadir 2"
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ROR’larm iskemi veya aksotomiye bagli olarak bir¢ok ndronal Olim

tiiriinde yer aldig1 ve hatta gelisim sirasinda dogal olarak olustugu agiktir '%°.

RES, maya Saccharomyces cerevisiae, nematod Caenorhabditis elegans,
meyve sinegi Drosophila melanogaster’in dmriinii arttirmaktadir. Daha sonra kisa
omiirlii y1llik baliklar1 olan Nothobranchius furzeri’nin 6mriinii uzattig1 gosterildi
222 Yiiksek kalorili diyet uygulanan farelerde saglik ve yasamminda artis
goriilmiis, yashlik hastaliklarini tedavi etmede yeni bir yaklasima isaret etmistir
3 RES’in cok yonlii islevleri arasinda, sirtuinleri; DNA onarimi, gen baskilama,

kromozomal stabilitenin saglanmasi1 ve uzun Omiirliiliik de rol oynayan bir

protein ailesi, aktive etmesi de yer almaktadir ***,

RES etkili bir antioksidandir '®****_ Diisiik yogunluklu lipoproteinin
(LDL) lipid peroksidasyonunu inhibe eder, okside LDL’nin sitotoksisitesini
engeller ve hiicreleri lipid peroksidasyonuna karsi korur '®. RES, néronlar
aksotomi sonrasi dejenerasyona karst korur **’. Serebral iskeminin tetikledigi
noron hasarinda tek bir RES inflizyonu, serbest radikal siipiiriicii etki ve NO
salmimima bagli serebral kan akimimin artistyla ndroprotektif etki gosterebilir .
Onun antiapoptotik aktivitesi immunbaskili durumlarda ve kronik dejeneratif
hastaliklarda oksidatif hasar1 en aza indirmek i¢in RES’in yararli bir besin
takviyesi olabilecegine dair bir oneri getirmistir **°. Gozde, RES selenit ile
uyarilmig oksidatif stresi ve katarakt olusumunu baskilar 20 Yazarlar bu etkisine
dayanarak, yiiksek RES tiiketiminin senil katarakti engelleyebilecegini ileri
sirmiislerdir. RES ayni zamanda retinal arteriollerin dilatasyonunu uyarmasindan
dolay1, retinal vaskiiler hastaliklarin tedavisinde yarar saglayabilecegini

gostermislerdir >

RES’in bir¢ok dokuda hiicre koruyucu etkisi gosterilmis olmakla birlikte
retina dokusundaki etkileri tizerine heniiz 1yi bilinmemektedir. Luna ve ark. 232
trabekiiler hiicre kiiltiirtinde, kronik oksidatif stres olusturarak, RES’in etkisini
arastrmiglar ve oksidatif strese bagli olusan markorlerin tiretimini engelledigini
gostermiglerdir ve primer agik acili glokom olgularinda RES’in trabekiiler agda

olusan hasar1 6nleyebilecegi veya durdurabilecegi fikrini 6ne stirmiislerdir. Bizim
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calismamizda ise deneysel glokom modeli olusturuldu ve retinal ganglion hiicre
saymmi yapildi. Bu calisma RES’in ndéron koruyucu etkisini gosteren RGH

sayimmina dayal1 literatiirdeki ilk caligmadir.

Yapilan c¢esitli ¢alismalarda; RES’in antioksidatif, antiinflamatuar,
antikanserojen ve antitrombosit, kalp koruyucu, damar gevsetici etkileri ve
ostrojenik etkiler gibi cesitli biyolojik etkileri tamimlanmaktadir *'°%17.

Son c¢aligmalar RES’in ndroproteksiyon etkisini onun antioksidan
ozelliklerinden bagimsiz olarak antiapoptotik mekanizmasina bagli olduguna

233

isaret etmektedir ~7°. RES, histon deasetilaz ailesine ait olan sirtulinlerin (SIRT

proteini, silent information regular two) agonisti olarak rol oynamaktadir 2>,
SIRT1 hiicre yasamini1 uzatan, hasarli DNA onarmmmi arttiran ve hiicre
bolinmesini azaltan seliller mekanizmalar1 diizenlemektedir '*. Sirtiilin—1
aktivatorlerinin (RES gibi) fare optik norit ve multipl skleroz modellerinde
néroprotektif aktivite gosterdikleri bildirilmistir . Della-Morte ve ark. 2*® RES
profilaksisinin beyin hiicrelerinde sirtulin-1 aktivitesini arttirarak beyin
hiicrelerini korudugunu serebral iskemik hasar1 azaltigini1 gostermislerdir. Wang
ve ark. 7 deneysel Alzeimer hastaligi olusturduklari ¢alismada ihmh sarap
tiketiminin daha diisiik Alzeimer hastaligi insidanst ile sonuglandig:
gosterilmistir.

Oksidatif stres bircok dejeneratif hastaligin patogenezinde rol almaktadir
238239 Serbest radikaller RGH ve aksonlarda yogun hasara yol agmaktadir 2%,
Bu oksidatif strese giren hiicrelerde biriken ROR, tipki Alzeimer ve Parkinson
hastaliginda ve Amyotropik lateral sklerozda oldugu gibi, serbest radikal
olusturmak i¢in NO ile reaksiyona girerek mitokondriyal disfonksiyona yol agan
bir dizi reaksiyona ve dolayisiyla DNA yikilimina ve kaginilmaz olarak hiicre

veqee e 242
Olumiune neden olurlar “*~.

Bir norodejeneratif hastalik olan glokomun mekanizmalarindan biride
oksidatif hasardir. Bir¢ok hiicre tipinde reaktif oksijen radikallerinin agiga
cikmas1 ve apoptozis ile hiicre oliimiine yol acan B-amiloid peptidin bu toksik
etkisi RES ile bloke edilmistir *****.
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Giincel bir arastirma konusu endotelyal disfonksiyon bircok hastalik da
oldugu gibi glokomun patogenezinde rol alabilecegi 6ne siiriilmektedir *****,
Kirmiz1 sarap polifenollerinin (RES), ET—1 sentezini inhibe ederek vazoprotektif
etki gosterdigi ve ayrica ekstraseliiler VEGF seviyesini diisiirdiigii gézlenmistir.
Endotel fonksiyonunu etkileme mekanizmasi ise endotelyal NO sentaz (eNOS)

. e . v e 4. 24
{iretimini uyarmasi ve bunun sonucu olarak vazodilatasyonun goriilmesidir ***.

Sakata ve ark. **° deneysel felg modelinde RES’in fare kortikal néron hiicre
kiiltiirlerinde eksititoksisite ve serbest radikallere kars1t ndroproteksiyon sagladigi
bunu da hemoksijenaz induksiyonu yaparak sagladigi gosterilmis ve
noropatolojik durumlara karsi hiicre/organ direncini sagladigini savunmustur.
Savunulan bu multipl etki mekanizmalar1 ile RES’in kronik glokom modelinde

noron koruyucu etki gdsterdigi diistintildii.

RGH o6limii multi faktoryel olup farkl etki mekanizmasina sahip ilaglarin
additif etkileri gostermeleri miimkiindiir. Chen ve ark. **° fare beyin hiicrelerini
eksitotoksisiteden korumak amaciyla memantin ve c¢ay polifenollerinin etkisini

arastirmislar ve kombine kullaniminin daha etkili oldugunu bulmuslardir.

RGH’larin farkli zamanlarda Oliiyor olmasi glokomdaki gérmenin ve
gdrme alami kaybmimn giderek kaybolmasmi aciklayabilecek bir diisiincedir .
Onemli bir gozlem ise glokom baslangicinda farkli bir gérme alami kaybi
olmasidir **'. Bu da bazt RGH’larmn digerlerine gore daha hassas olabilecegini
gosterebilir. Bunu, bazt RGH digerlerinden daha 6nce 6lmeye baslamaktadir, ya
da “biitiin RGH ayn1 zamanda O6lmeye baglamaktadir ama fonksiyonellikleri
farkl1 oranlarda devam etmektedir” seklinde yorumlaylp yorumlamamak
gerektigi heniliz acik degildir. Aslinda glokom progresyonu agisindan 6nem
arzeden bu diisiinceler ne kadar ¢abuk agikliga kavusursa ve RGH 6liimii lizerine
ne kadar ¢ok bilgimiz olursa bir noroprotektan ajanin gelistirilmesi o kadar kolay
olur. Ciinkii 1yi bir ndroprotektan bu progresyonu yavaslatmalidir. Bu nasil
olacaktir? Noroprotektan ajan, direkt veya indirekt olarak retinal ndronlarin
Olimiinii engellemelidir. Bu indirekt etki, diger retinal hiicreleri (ndron ya da
glia) ganglion hiicrelerine hasar1 etkisiz kilacak kimyasallar1 iiretmek seklinde
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olabilir. Eger RGH farkli hizlarda ve zamanlarda Olmeye basliyorsa, dlen
hiicreler diger saglam hiicreleri ikincil hasarla ile hasarliyorsa, noroprotektif ajan,
bu ikincil hasar1 6nlemeyi hedeflemelidir. Eger biitiin RGH ayn1 anda 6liiyorsa,
ama gercekte farkli hizlarda 6lmektedir, ndroprotektif madde bu 6liim siirecini
yavaslatmahdir.  Indirekt  etkisini  cevresel  faktdrleri  diizenleyerek
gosterebilecegini  belirtmistik. Normalde astrositler ve miiller hiicrelerinin
ekstraseliiler iyon, glukoz ve diger metabolitleri, su, pH, glutamat ve GABA gibi

transmitterleri saglamaktadirlar >

. Mevcut deliller astrositlerin ve mikroglianin
optik sinir hasar1 ve iskemi sonucunda aktif hale gelerek ekstraseliiler bosluga
toksik maddeleri (glutamat, D-serine, NO, tiimor nekrozis faktor a ve ) saldigini

diisiindiirmektedir. Bu faktorler ganglion hiicre hasarina yol agabilir **.

Bizim calismamizda glokom olusturulmus deneklerde optik sinir
kesitlerinde astrosit isaretleyici olarak GFAP kullanildi. Tedavi verilmis olan
gruplarda, bu bodlgelerdeki GFAP pozitif astrositlerin morfolojilerindeki
degisikliklerin glokom grubundan farkedilir diizeyde az olmasi, RLZ ve RES’in
reaktif astrositozu azalttigini ve RGH’lar1 ikincil hasardan korumada etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir. Tedavi verilen gruplarda 6zellikle K ve ERL
gruplarinda diger gruplara gore daha fazla RGH korunmus olmasi, ndéron
Oliimiinti bir seviyede smirlandirmis ve astrosit fonksiyonlarmi koruyucu 6zellik
gostermis olmas1 glokomatdz optik noropatinin progresyonunu yavaglatmak igin
RLZ ve resveratrolii ideal noroprotektanlar olabilecegini diisiindiirtmektedir.
Glokoma sekonder noronal hasarin basladigi erken donemde RLZ ve resveratrol
verilmesinin eksitotoksik silirecinin engellenmesinde anlamli rolii olabilecegi,
noronal hasarin ortaya ¢ikmaya basladigi ge¢ donemde baslandiginda ise kalan
mevcut hiicreleri apopitotik siiregten koruyarak hastalifin progresyonunu
yavaglatabilecegi (veya durdurabilecegi) diisiiniilebilir.

GFAP glial hiicrelerde bulunan bir sitoskeletal protein olup, astrositlere
fiziksel bir gii¢ vererek hiicresel mimarinin korunmasinda rol oynar ***. SSS
hasarindan sonra reaktif astrositozun goriildiigii ve karakteristik olarak GFAP

ekspresyonunun arttig1 ve morfolojik olarak da astrositik uzantilarda hipertrofi ve
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hiperplazinin gdzlendigi bildirilmistir >>°.

Cesitli deneysel ve genetik glokom modellerini kullanarak yapilan birgok
calisma, retinal astrositlerde ekspresyonda azalma ifade eden bazi kanitlar
olmasmna ragmen, hem retinal hem de Miller hiicrelerinde GFAP

256-259

ekspresyonunun artmig oldugunu gdstermektedir Bir fare glokom

modelinde, yiiksek GiB’e maruz kaldiklarinda makroglia icindeki GFAP da

proliferasyon olmaksizin bir up-regiilasyon oldugu gosreilmistir **° .

Calismamizdaki immunfloresan immiinohistokimyasal inceleme bulgulari,
bir antiglutamerjik ajan olan RLZ’nin ve bilinen en giiclii antioksidanlardan olan
RES’in glokomda GiB’e anlamli bir etkisi olmaksizin, anti-eksitotoksik etki ile
noronal koruma saglayabilecegini isaret etmektedir. Verilerimiz, RLZ ve RES’in
noroprotektif etkinliginin glokom siirecinin baslangicinda verilmesi ile daha da
belirgin diizeyde olabilecegini diisiindiiriir tarzdadir. Agir hasar almis veya 6lmiis
bir ganglion hiicresine hicbir ndroprotektif tedavinin etki etmeyecegi aciktir.
Bizim ¢alismamizda GRL ve GRS gruplarinda diger tedavi gruplarina gore daha
az sayida hiicre korunmustur. Bu noktada noroprotektif ajanin noronal hasarin
baslangicinda kullanilmaya baslanmasinin, hiicrelerde islevselligi korudugunu ve
progresyonu azaltmada onemli oldugu goriilmektedir. Ciinkii erken donemde
uygulanan tedavinin, hasar yaratan etkene karsi farkli diizeylerde dirence sahip
hiicreleri korudugu, bununla beraber; bozulmus sartlara uyum saglamis, daha az
sayida ancak saglam hiicrelerin varligi da ileri evrede uygulanan tedavinin, hiicre
Olimiine gidisi durdurabildigini diisiindiirmektedir. Tiim bu sonuglar, gliniimiizde
giderek kabul goren glokomda glutamat tabanli eksitotoksisitenin ndronal

hasarda etkin oldugu diislincesini destekler gdziikmektedir.

Bizim calismamizda da oldugu gibi, deneysel olarak etkinligi gosterilen
RLZ ve RES’in, glokomda klinik kullanilabilirligi, giiniimiizde halen siirmekte
olan genis Olcekli, randomize klinik ¢alismalarin sonucunda sonucunda ortaya

konulabilecektir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda deneysel glokom modelinin erken ve ge¢ donemlerinde
sistemik olarak uygulanan RLZ ve RES’in tek ve kombine kullaniminin
noroprotektif etkinligi degerlendirildi. Tim tedavi gruplarinda RGH’larin
glokom grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeylerde korunmus oldugu
saptandi. Alinan optik sinir kesitlerinde 6zellikle G grubunda yaygin glial doku
artis1 oldugu, astrosit haciminde artisa bagli olarak astrositlerde morfolojik
degisiklikler oldugu gozlendi. Astrositlerin ags1 ve yumak benzeri hassas hiicre
iskelet yapist nodiiler bir goriiniimle yer degistirip disorganize bir hiicre
morfolojisi gostermekte idi. Bu bulgularin tedavi gruplarinda minimal olmasi

dikkat ¢cekmekte idi.

Calismanin immunfloresan ve histopatolojik bulgular1 RLZ ve RES’in
deneysel glokomda noronal koruma saglayabilecegini gostermekte ve bu
sonuglar, glokomda glutamat tabanli eksitotoksisitenin ve oksidatif stresin RGH
hasarinda etkin oldugunu ve glokomda hiicre 6liimiiniin 6nemli 6l¢lide apopitoz
yoluyla gercgeklestigini desteklemektedir. Veriler, RLZ ve RES’in néroprotektif
etkinliginin, glokom siirecinin baslangicinda kombine olarak verilmesi ile daha

anlamli diizeylerde olabilecegini diisiindiirmektedir.

Glokom hem kronik ve norodejeneratif hastaliklarin patofizyolojik
ozelliklerine sahip; dolayisiyla, RLZ ve RES glokom yonetiminde umut
vaadetmektedir. Bildigimiz kadariyla, RLZ ve RES’in deneysel glokom
modelinde etkinlikleri heniiz arastirilmamistir. Bu bilgilere dayanarak, RLZ ve
RES gibi gii¢lii antiapoptotik ilaglarin deneysel glokom RGH sagkalimi iizerine

noroprotektif etkisi oldugu akilda tutulmalidir.

76



7. OZET

DENEYSEL GLOKOMDA ERKEN VE GEC DONEM RiLUZOL VE
RESVERATROL UYGULAMASININ NORON KORUYUCU ETKIiSi:
HiSTOPATOLOJIK VE iMMUNFLORESAN iNCELEME

Amac¢ ve kapsam: Deneysel glokomun erken ve ge¢ donemlerinde sistemik

olarak uygulanan riluzol (RLZ) ve resveratrolin (RES) tek ve kombine

kullaniminin noroprotektif etkinlik yoniinden arastirilmasi.

Gerec ve Yontem: Wistar Albino tiirii siganlarin 6n kamaralarma 6 hafta siireyle

hyaluronik asit enjekte edilerek deneysel glokom modeli olusturulmustur. 12 adet
kontrol grubu (N grubu) denege ilag verilmeksizin 6n kamaralarina salin
enjeksiyonu yapildi. Glokom indiiksiyonu yapilan 72 denegin 12 tanesine
indiiksiyonla birlikte ayni giin baslanarak intraperitoneal yoldan 8 mg/kg/giin
RLZ (Erken RLZ grubu, ERL), 12 tanesine intraperitoneal yoldan 10 mg/kg/giin
RES (Erken Resveratrol grubu, ERS), 12 denege ise glokom indiiksiyonuyla
birlikte aym1 giin RLZ ve RES tedavisi birlikte (Kombine tedavi, K grubu)
uygulandi. 12 denege glokom indiiksiyonu sonrast 3. haftadan itibaren 8
mg/kg/glin intraperitoneal yoldan RLZ (Ge¢ RLZ grubu, GRL), 12 denege
glokom indiiksiyonu sonrasi 3. haftadan itibaren 10 mg/kg/giin intraperitoneal
yoldan (Geg¢ Resveratrol grubu, GRS) uygulandi. Glokom indiiksiyonu yapilan
(Glokom, G grubu) 12 denege ise kontrol ¢ozeltisi olarak fizyolojik %0,9 salin
icinde %2 etanol enjeksiyonu yapildi. 6. haftanin sonunda retinal ganglion
hiicreleri (RGH) dextran tetramethylrhodamine (DTMR) ile retrograd olarak
isaretlendi ve sag kalan RGH dansitesi whole-mount retinalarda degerlendirildi.
Optik sinir kesitleri elde edildi ve glial fibriler asidik protein (GFAP) i¢in
histopatolojik olarak degerlendirildi.
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Bulgular: Milimetrekaredeki RGH sayisi, sirasiyla N grubunda 1207456, G
grubunda 404456, ERL grubunda 965+56, GRL grubunda 714+25, ERS
grubunda 735+29, GRL grubunda 667+20, K grubunda 1071+49 idi.Retinal
ganglion hiicre sayimlarinda tedavi uygulanan gruplarin kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli diizeyde ndronal yapit ve islevi koruyucu etki
gosterdikleri saptandi. GFAP ile yapilan optik sinir inceleme sonuglar1 da bu
bulgular1 destekler nitelikteydi. Yapilan optik sinir inceleme sonuglar1 da bu

bulgular1 destekler nitelikteydi.

Tartisma ve Sonuc: Deneysel glokomda RLZ ve RES’in sistemik uygulanmasi

noroprotektif anlamda etkili sonuglar vermistir. Ancak bu ajanlarin kombine
verilmesi, tekli uygulanmalarina gore anlamli 6l¢iide daha belirgin bir koruyucu
etkinlik gostermektedir. Calismanin bulgular1 bu ilaglarin glokomda néronal
koruma saglayabilecegini gostermekte ve bu sonuglar glokomda glutamata dayali
eksitotoksisitenin ve oksidatif stresin RGH hasarinda etkin oldugunu

desteklekmektedir.

Anahtar kelimeler: Glokom, néroproteksiyon, resveratrol, riluzol
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8. ABSTRACT

NEUROPROTECTIVE EFFECT OF RILUZOLE AND RESVERATROL
ADMINISTRATION IN EXPERIMENTAL GLAUCOMA:
IMMUNOFLUORESAN AND HISTOPATHOLOGICAL ANALYSIS

Purpose: To investigate the neuroprotective activity of single and combined use
of systemically administered riluzole (RLZ) and resveratrol (RES) in early and

late stages of experimental glaucoma.

Materials and method: Experimental glaucoma was induced by injecting

sodium hyaluronate into the anterior chamber of Wistar albino rats in a period of
six weeks. Twelve subjects in the control group (N group) had salin injection to
their anterior chamber without being given any medicine. 8 mg/kg/day RLZ
(ERL group) was injected intraperitoneally to 12 of 72 subjects that had
glaucoma induction starting from the same day of induction, 10 mg/kg/day RES
(ERS group) was injected intraperitoneally to other 12 subjects, and RLZ and
RES treatment has been combined and applied to another 12 subjects (Combined
treatment, K group). Starting with 3 weeks after glaucoma induction 8 mg/kg/day
RLZ was applied intraperitoneally to 12 subjects (GRL group), 10 mg/kg/day
RES was applied intraperitoneally to 12 subjects (GRS group). To the other 12
subjects that had glaucoma induction (G group), 2% ethanol inside physiological
0.9% saline solution was injected as control solution. At the end of the six weeks
retrograde labelling of retinal ganglion cells (RGH) with Dextran
tetramethylrhodamine (DTMR) was carried out and the density of the surviving
RGH was evaluated in whole-mount retinas. Optic nerve transsection was

achieved and examined by histopathologically for glial fibrillary acidic protein
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(GFAP).

Results: The mean RGH number in mm® were 1207+56 in N group, 404+56 in G
group, 965+56 in ERL group, 714425 in GRL group, 735+29 in ERS group,
66720 in GRS group, 1071£49 in K group respectively. It was established that
the groups with applied treatment showed statistically significant protective
effect of neuronal structure and function compared to the control group. Also the
optic nerve transection studies that has been done by using (GFAP) supported

these findings as well.

Discussion: Systemic administration of RLZ and RES in experimental glaucoma
ended up with effective results in neuroprotective meaning. However, combined
treatment of these agents has resulted with more protective activity distinctively
compared to single treatments. Findings of this study showed that these
medications can establish neuroprotection in glaucoma, as well as supporting that
in glaucoma, glutamate based excitotoxicity and oxidative stress are quite

effective in RGH damage.

Key words: Glaucoma, neuroprotection, resveratrol, riluzole
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