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OZET

LAZERLE iNDUKLENMIS RETINOPATI UZERINE BAZIiK
FIBROBLAST BUYUME FAKTORUNUN KORUYUCU ETKISi
immiinohistokimyasal, immiinofloresans ve Ultrastriiktiirel Bir

Calisma

Arastirmalarda, endulstride, askeri alanlarda lazer kullanimi mesleki
g6z kazalarini da beraberinde getirmisti. Yasa bagh makudlar
dejenerasyonlar gibi retinal kusurlarda rutin olarak kullanilan oftalmik lazer
terapisi sonucu retinal lezyonlar gelismektedir. Bu okiler hasarlar,
fotoreseptérlerde dnemli kayiplara ve lazerden direkt etkilenmeyen hasar
alanlarina komsu dokularda da istenmeyen hasarlara ve siklikla gérme
zayifhgina yol agar. Bu durum, lazer atisindan direkt etkilenmeyen,
lezyona komsu normal dokunun lazerle etkilenmesinin kaginilmaz
sonucudur. Lezyon cevresindeki normal dokulari korumak/kurtarmak ve
guvenli perifoveal fotokoagllasyona izin vermek, tedaviden saglanan
yarari arttirabilir.

Bu calismada, cok yaygin kullanilan lazer uygulamalari sonucu
ortaya ¢ikan yan etkilerin arastiriimasi ve ortaya gikabilecek olasi retina
hasarinda bazik fibroblast blyime faktéri (bFGF) kullaniminin
noroprotektif etkisini arastirmak amaglanmistir.

Bu amacla, 30 adet Chinchilla cinsi erigkin, renkli, erkek tavsanlara
diyot lazer uygulanmasini takiben olusturulan gruplarda uygulamaya bagh
retinal harabiyet, diyot lazerle birlikte bFGF kullanimindan sonra bu
dokuda ortaya cikan iyilesme ve yenilenme dizeyleri histokimyasal ve
ultrastruktirel yontemlere ek olarak nestin, Ki- 67, vimentin, GFAP
ekspresyonlarina ybnelik immuinohistokimyasal ve imminofloresan
yontemlerle saptandi.

Elde edilen bulgular sonucunda, tavsan gozlerine fokal diyot lazer
uygulamasi hem bdlgesel hem de komsu alanlarda morfolojik
degisikliklere yol agcmistir. Hasar alanlarinda néral retinanin disg nikleer
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tabakasinin tamamen ortadan kalktigi, retinal pigment epiteli tabakasinin
kesintiye ugradigi ve retinal pigment epiteli hicrelerinin intraretinal goég¢a,
hasar alani ile hasara komsu alanlarin birbirlerinden ayrilmamis oldugu
izlendi. Ayrica retinanin koroid tabakasina dogru invagine, vitréze dogru
evagine oldugu, hasar alaninda retinanin kalinlastigi ve yer yer 6demat6z
alanlarin  olustugu saptandi. GFAP, vimentin, Ki-67 ve nestin
ekspresyonlarinin da hasar alanlarinda arttigi gézlendi. Fokal diyot lazerle
fotokoagllasyondan hemen sonra bFGF’nin uygulandigi grupta ise retina
tabakalarinin normale yakin dizenlenim de oldugu, édemat6z alanlarin
ortadan kalktigi, pigment epiteli tabakasinin sudrekliligini korudugu ve
koroidal kan damarlarinda dilatasyonlar oldugu izlendi. GFAP, vimentin,
Ki-67 ve nestin proteinleri ekspresyonlarinin da diyot lazer grubuna gére
daha kuvvetli oldugu gdzlendi.

Sonu¢ olarak, lazerle fotokoagulasyondan sonra bFGF
uygulamasinin retinada koruyucu, tamir, yara iyilestirici etkilerinin oldugu
ileri sardlebilir.

Anahtar Soézciikler: Retina, bFGF, tavsan, vimentin, nestin, GFAP, Ki-67.
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SUMMARY

PROTECTIVE EFFECT OF BASIC FIBROBLAST GROWTH FACTOR
ON LASER INDUCED RETINOPATHY
An Immunohistochemical, Immunoflorescence and Ultrastructural
Study

The use of laser in research, industrial and military areas oftenly
causes occupational eye accidents. The routinly used ophalmic laser
photocoagulation in retinal defects such as age dependent macular
degenerations may cause retinal lesions. Those ocular damages may be
accompanied by serious photoreceptor loss and important dameges in
neighboring areas thus oftenly result with serious sight defects. This is an
unavoidable effect of the laser application on the healthy neighboring area
to preserve / protect the normal tissues, and to let a reliable perifoveal
photocoagulation increases the usefulness of the therapy procedure.

Therefore the aim of the present study was to investigate the side
effects of commonly used laser therapy along with the testing the
neuroprotective effect of bFGF on a potential retinal impairment.

To do this, 30 Chinchilla pigmented adult male rabbits were divided
into the control and the experimental groups, and experimental groups
were undergone both laser application and bFGF therapy. The retinal
tissue impairment and its renovation rate were tested by histochemistry,
electronmicroscopy along with the immunohistochemistry and
immunoflorescence for nestin, Ki67, vimentin, GFAP expression.

Findings of the present study revealed that the focal laser
application on rabbit eyes caused morphological changes both in the
application region and in the neighboring areas. In damage areas, the
outer nuclear layer of the neural retina was almost disappeared, retinal
pigment layer was interrupted, the retinal pigment epithelium has migrated
intraretinally, and damage region along with the neighboring areas
seemed not separated. On the other hand, retina was invaginated into the
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choroid region and evaginated through the vitrous region whereas retina
was thickened in damage region, and some edema was evident in those
areas. Glial fibrillar acidic protein (GFAP), vimentin, Ki-67 and nestin
expressions in damage areas was seemed to be increased. Basic
fibroblast growth factor (bFGF) application just after the photocoagulation
by laser revealed better results in application areas such as normal
arrangement of retinal layers with no edema, a continuous pigment
epithelium and dilatations in choroid vasculature. Expressions of GFAP,
vimentin, Ki-67 and nestin were stronger than seen in laser application
groups.

In conclusion, it could be suggested that the bFGF application after
the laser photocoagulation might have protective, repairing and wound
healing effects on retina.

Keywords: Retina, bFGF, rabbit, nestin, vimentin, GFAP, Ki-67.
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1. GIRiS

Bilimsel arastirmalarda, endistride, askeri alanlarda, klinikte lazer
kullanimi ¢ok yaygindir. Klinikte lazer, retinal hastaliklarinin tedavisinde,
diabetin yol actigi mikroanevrizma, kanama ve eksudalarin tedavisinde,
yaslilarda gorilen makula dejenerasyonlarinda, bazi retina timérlerinin
tedavisinde oftalmik lazer etkin olarak kullanilmaktadir (1). Lazerin bu
yaygin kullanimi mesleki gdz kazalarini da beraberinde getirmigstir.
Perifoveal retinaya lazer fotokoagllasyon uygulamasi, siklikla gérme
kaybina yol agar (2-5). Bu durum, lazer atisindan direkt etkilenmeyen,
lezyona komsu normal dokunun lazerle etkilenmesinin kaginilmaz
sonucudur. Lezyon cevresindeki normal dokulari korumak/kurtarmak ve
glvenli perifoveal fotokoagillasyona izin vermek, tedaviden saglanan
yarari arttirir.

Retinal fotokoagulasyon lezyonlari, kismi iyilesme ile takip edilen
primer ve sekonder dejenerasyonlara yol agar. Son yillarda lazer tedavisi
sirasinda kazara olugabilecek retinal yaniklara kargi yeni tedavi
protokollerinin gelistiriimesi Uzerine ¢alismalar yapiimaktadir (6-12).

Merkezi sinir sisteminin her bdlgesinde bulunan glial hicrelerin
temel iglevleri nérénal saghgr devam ettirmektir. Noéral rejenerasyona
katilirlar ve noral stem hicreler olarak hareket ederler. Retinal glial
hucreler olan Muller hacreleri, akut retinal harabiyeti veya kronik néronal
stresi takiben stem hicreler olarak davranir ve reaktif gliosis gegirirler.
Muller hiicre gliosisi; cogalma, intermediet filamentlerden nestin, vimentin,
GFAP Uretimindeki artigstan dolayr hlcre seklinde ortaya c¢ikan
degisiklikler, iyon transport ézelliklerinde degisiklikler, vaskller endotelyal
growth faktér (VEGF) gibi sinyal molekdllerinin salgilanmasi ile
karakterizedir (12). Retinal harabiyetin tamirinde blyime faktorleri ve
sitokinler de islev gérirler. Bazik fibroblast growth faktér (bFGF), merkezi
sinir sisteminde hticresel olaylarla iligkili proliferatif, rejeneratif, canhhg



surdirmede iglev géren bir blylme faktéridir. Ekzojendéz bFGF
uygulanmasi; retinal dekolman gibi retinal harabiyetlerde néron digi retinal
hicrelerde ¢ogalmayi inddkler. Retinal glial hicrelerde intermediet
filament proteinlerinin  ekspresyonunu artirir.  Fotoreseptér  hicre
dejenerasyonu ve kaybini énler veya geciktirir. Hlcre aksonlarinin
yenilenmesine oOnculik eder. Retinalar ¢ikarilmis  embriyolarda tim

retinanin yenilenmesini uyarir (8-12).

Bu calismada, diyot lazer uygulanmasi ile olusturulan deneysel
retinal hasar sonucu retinadaki néronlarda, glial hicrelerde ve matrikste
ortaya cikabilecek hasar, intermediet filamentlerin ekspresyonlarindaki
degisiklikler, ~Mauller hdcrelerinin  rejenerasyondaki  roll, lazerle
fotokoagllasyondan hemen sonra bazik fibroblast blylime faktér (bFGF)
kullaniminin  retina Uzerine noroprotektif etkisi olup olmadiginin
immanohistokimyasal-immunofloresans tekniklerin uygulanmasi ile 1g1k
mikroskopik dizeyde ve ince yapi degdisimlerinin belirlenmesi igin de

elektron mikroskopik dizeyde arastiriimasi amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2. 1. GOZUN GELISimi

Gozler; 6n beyin néroektodermi, basin ylzey ektodermi, bu iki
tabaka arasindaki mezoderm ve noéral krista hdcreleri olmak — dort
kaynaktan geligir:

On beyin néroektodermi; retina, irisin arka tabakasi ve optik sinire
farklanir. Bagin ylzey ektodermi; lens ve kornea epitelini olusturur.
Noéroektoderm ve ylzey ektodermi arasindaki mezodermden, g6z
kiresinin vaskiler ve fibréz tabakalar gelisir. Mezensimal hcreler,
mezodermden farklanirlar, fakat krista noralisten ¢ikarak mezengim igine
gd¢ eden hicreler koroid, sklera ve korneal endotele farklilasirlar (13, 14).

Gdz, 22 gunluk embriyoda 6n beynin kenarlarinda bir ¢ift si§ gukur
seklinde ortaya c¢ikar. Noral tiptin kapanmasi ile 6n beynin disa dogru
cepleri olan optik vezikulleri olusturur. Bu vezikiller, daha sonra ylizey
ektodermi ile temas ederler ve lens olusumu igin ektodermde degigsiklikleri
indUklerler (Sekil 1, 2). Kisa bir stire sonra optik vezikill invagine olmaya
baslar ve ¢ift duvarli g6z kadehini sekillendirir. Gdz kadehinin i¢ ve dis
duvarlar 6nceleri intra-retinal bosluk olarak adlandirilan bir Iimen ile
ayrilir hemen sonra bu limen kaybolur ve iki tabaka birbirinden uzaklagir.
invaginasyon sadece kadehin merkezi kismini sinirlamaz ayni zamanda
koroid fissdrt olusturan i¢ ylzeyin bir parcasini da kapsar. Bu fissrin
olusumu, hyaloid arterin gbézin i¢c cemberine ulagmasini saglar. Yedinci
hafta sirasinda koroid fisstriin dudaklari kaynasir ve g6z kadehinin agzi,
gelecekte pupili olusturacak yuvarlak bir agikhga dénlstr. Bu olaylar
sirasinda baslangicta optik vezikille temasta olan ylzey ektoderminin
hicreleri uzamaya baglar ve lens plagini olusturur. Lens plaklarinin
olusumu, ylzey ektoderminin altindaki mezensim ile temastan sonra optik
vezikullerin indlksiyonu ile gerceklesir (15). Bu plak, invagine olur ve lens
vezikGlind olusturur.  Beginci hafta sirasinda, lens veziklll, ylzey
ektodermi ile temasini kaybeder ve g6z kadehinin agzinda bulunur
(14,16).



Retina, iris ve silyar cismin geligsimi: Kicuk pigment grandlleri ile
karakterize optik kadehin dis tabakasi retinanin pigment epiteli tabakasi
olarak bilinir. Optik kadehin i¢ (n6ral) tabakasinin gelisimi daha
karmasiktir. Arka 4/5’ini olusturan pars optica retina, intraretinal boslugu
sinirlar ve 1s19a duyarl elementler olan rod ve konlara farklanan htcreleri
icerir. Bu fotoreseptif tabakaya komsu tabaka manto tabakasidir, beyinde
oldugu gibi néronlar ile destekleyici hicreleri icerir. Manto tabakasi, dis
nukleer tabaka, i¢ nikleer tabaka ve ganglion hlcre tabakalarini igerir.
Fibr6z tabakanin ylzeyinde daha derin tabakalarin sinir hiicrelerine ait
aksonlar bulunur. Bu zondaki sinir fibrilleri optik sapa dogru birleserek
optik siniri olusturur. Isik impulslart rod ve konlara ulagsmadan &6nce
retinanin cogu tabakasini gecerler. ¢ tabakanin éndeki 1/5 lik balimii
olan pars ceca retina tek hicre kalinliginda kalir. Daha sonra bu tabaka,
irisin i¢ tabakasini olusturan pars iridica retina ve silyar cismin
olusumuna katilan pars ciliaris retina olmak tzere ikiye ayrilir (Sekil 1, 2,
3).

Retinal ndérogenez, yeni baslayan fovea g¢evresinde sentro-
periferal bir sirayla olusur. Foveal konlar, hamileligin 12. haftasinda
gelisen ilk retinal hicrelerdir (17), dogum sonrasi 3-4 yila kadar olgun
morfoloji ve yogunluga ulasirlar (18). Basta, fovea sentralis olacak bdlge,
gelisen ndéronlarin yogun hicresel yiginlagsmasindan dolayi siskin izlenir
(19). Bu siskin yapilanmada, retina gangliyon hlcreleri, oksijen kaynagina
en yakin durumda bulunan koriokapillerislerden en uzak mesafede
yerlesir (20, 21). Hyaloid arter, bir kist veya kordon olusturmak UGzere
kalabilir. Normal olarak bu damarin distal bélimU dejenere olur, geride

kalan proksimal bélimu retinanin sentral arterini olusturur (Sekil 1, 2, 3).

Lensin gelisimi: Lens vezik(linin olusumundan kisa zaman sonra
arka duvar hucreleri 6ne dogru uzamaya baslar ve giderek veziklin
l[Gmenini dolduran uzun fibrilleri olusturur. Yedinci haftanin sonunda bu
primer lens fibrilleri lens vezikGlinin 6n duvarina ulagir. Lensin buyumesi
bu evrede bitmemigstir, yeni (sekonder) lens fibrilleri sUrekli olarak
merkezi kora eklenir (Sekil 2).



Koroid, sklera ve kornea’nin geligsimi: Besinci haftanin sonunda
gb6z primordiumu tamamen gevsek mezensimle kusatilir. Gelisim
ilerlediginde mezengim, beynin piamateri ile karsilagtirilabilen i¢ tabakaya
ve duramatere benzer dis tabakaya farklanir. i¢ tabaka daha sonra bol
damarli pigmentli koroid tabakasini dig tabaka ise sklerayi olusturur.
Sklera, optik sinir gevresinde duramaterle devam eder. Goézin 6n
ylzin(n (stinl érten mezensimal tabakalarin farklanmasi farkhdir. On
kamara, mezensimdeki vakuolizasyonlar ve vyariklarla lensin ve irisin
6ndndeki i¢ tabaka olan iridopupiller membrani ve sklera ile devam eden
dis tabaka olan korneanin substantia propriasini olusturur. On kamara,

yassl mezensimal hicreler ile déselidir.

Kornea ise;
e ylzey ektoderminden kdken alan bir epitel tabakasi
e sklera ile devam eden substantia propria (stroma)
e On kamaray! sinirlayan bir epitel tabakasindan olusur.
Lensin édndndeki iridopupiller membran tamamen ortadan kalkar, 6n

ve arka g6z kameralari arasindaki baglanti saglanir.

Vitroz cismin gelisimi: Mezensim, g6z primordiumunu sadece
distan ¢evirmez ayni zamanda koroid fisslr ile g6z kadehini i¢ taraftan da
sarar. Burada intrauterin yasam boyunca lensi besleyen hyaloid damarlar
ve retinanin i¢ ylzeyindeki damarli tabakay! olusturur. Ayrica lens ve
retina arasindaki ince fibril agini da olusturur. Bu agin i¢ bosluklari daha
sonra seffaf jelatin6z madde ile doldurularak vitr6z cisim olusturulur. Bu
bblgedeki hyaloid damarlar tikanir ve fetal yasam sirasinda ortadan

kalkarak geride hyaloid kanal kalir.

Optik sinirin geligsimi: Optik kadeh, beyinle ventral yizeyindeki bir
cukur olan koroid fissur iginden optik sap ile baglanir. Hyaloid damarlar bu
olukta bulunur. Beyne dénen sinir fibrilleri sapin i¢ duvarindaki hicreler
arasinda uzanir. Yedinci hafta sirasinda koroid fisstr kapanir ve optik

sapin icinde dar bir tlnel sekillenir. Sinir fibrillerinin sayica giderek artmasi



sonucu, sapin i¢ duvarl biyiir ve sapin i¢c ve dis duvarlar kaynasir. ic
tabakanin hicreleri optik sinir fibrillerini destekleyen néroglia sebekesini
saglarlar. Optik sap bdylelikle optik sinire dénlsir. Merkezinde ileride
retinanin merkezi arteri olarak adlandirilacak olan hyaloid arterin bir
bdlimU bulunur. Digta, koroid ve skleranin bir devami olarak sinirin pia,

araknoid ve dura tabakalar sirasiyla optik siniri sarar (Sekil 3).

Go6z kapaklar ve g6z yasi bezlerinin gelisimi: Altinci haftada,
néral krista hlicre mezensiminden ve kornea Uzerindeki derinin iki kivrimli
béliminden g6z kapaklar gelisir ve 10. haftada birbirine temas eder. G6z
kiresinin i¢ yan agilarinda ylzey ektodermin olusturdugu bir dizi
kivrimdan g6z yas! bezleri geligir (14).

Go6z gelisiminin molekiler diizenlenimi: G6z gelisiminde anahtar
dizenleyici gen, PAX6’dir (Paired Box Gene6). Transkripsiyon faktéri
olan PAX6 ndrulasyon baglamadan &énce néral plagin 6n néral
kenarlarindaki bir bantta eksprese edilir. Bu evrede, daha sonra iki optik
primordiuma ayrilacak olan bir tane g6z alani vardir (Sekil 1). Bu alanin
ayrilmasi icin gereken sinyal, prekordal plakta eksprese edilen
sonichedgehog (SHH)’dur. SHH ekspresyonu g6z alaninin merkezindeki
PAX2yi artirirken, PAX6’y1 azaltir. Daha sonra PAX2, optik saplarda;
PAX6 ise g0z kadehi ve lensi olusturan Ustteki ektodermde eksprese
edildiginden bu yapi sidrdartlar (Sekil 1, 2). Gelisim ilerlerken, PAX6'nin
optik kadeh olusumu igin elzem olmadigi gorultr. Bunun yerine, bu sireg,
optik vezikdl, c¢evre mezensim ve lens-olugturan bdlgedeki ylzey
ektodermi  arasindaki interaktif  sinyallerle  dUzenlenir.  YUzey
ektoderminden gelen fibroblast blUylme faktorleri, néral retinanin
farklanmasini baglatirken, ¢evre mezengimden salinan transforming
growth faktér B (TGF-B), pigmentli retinanin olusumunu yoénlendirir. Bu
genlerden akigla transkripsiyon faktérleri olan MITF (Microphthalmia-
associated transcription factor) ve CHX10 (homeobox-containing
transcription factor) eksprese edilir. MITF, pigmentli retinanin ve CHX10

ise noéral retinanin farklanmasini yonetirler.  Lens ektodermi, g6z



kadehinin tam olusumu icin gereklidir, lens plakodu yoksa g6z kadehi
invaginasyonu olusmaz. Lensin farklanmasi PAX6’dan bagimsizdir, PAX6
geni, optik vezikalin induktif aktivitesinden sorumlu dedgildir. Bunun yerine
PAX6, ylzey ektoderminde lens gelisimini dizenlemek i¢in bagimsiz
olarak hareket eder. Sireg, transkripsiyon faktér SOX2'i upregile eden
noéral plakta PAX6 ekspresyonu ile baslar ve gelecekteki lens
ektoderminde PAX6 ekspresyonu ile de devam eder. Sirasi ile optik
vezikll, SOX2 ile diger bir transkripsiyon faktéri LMAF’in (bZIP-basic
leucine zipper- ailesinin Maf proteinleri) ekspresyonunu artiran ve
surdiren BMP-4'U salgilar. SOX2 ve PAX6’nin ekspresyonunu sirdirmek
icin lens ektoderminde BMP-7 ekspresyonu artarken, homebox genler
olan SIX3 (Homeobox protein SIX3, Sine oculis homeobox homolog 3) ve
PROX1’un (Prospero ile ilgili homeobox gene) ekspresyonu, PAX6
tarafindan upregule edilir. Sonugta, PAX6, SOX2 ve LMAF’in kombine
ekspresyonu, lens kristalin proteinlerinin olusumundan sorumlu genlerin
ekspresyonunu baglatirken, PROX1 ekspresyonu hucre ¢ogalmasini
kontrol eden genleri dizenler (Sekil 1, 2) (16).



Sekil 1. Gézin gelisimi. A ve B. Gebeligin 3.haftasinda géz gelisimin ilk
evreleri. Transkripsiyon faktér PAX6, g6z gelisimi icin yonetici gendir ve
6nce 6n nodral kenarin merkezindeki bir bantta eksprese edilir (A).
Prekordal plaktan salinan sonichedgehog (SHH), PAX6'nin orta hatta
ekspresyonunu inhibe ederken ayni boélgede PAX2'nin ekspresyonunu
upreglle eder (B). PAX2 daha sonra optik sap farklanmasini diizenlerken,
PAX6 ise gbzlerin farklanmasini dizenlemeye devam eder (16).
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Sekil 2. G6z gelisiminin molekuller dizenlenimi. A. 22 glnlik embriyoda
optik cukurlar. B. 4 haftallk embriyoda 6n beyin seviyesinde ylzey
ektodermi ile temasta olan optik vezikiller. C. 5 mm’lik embriyoda optik
vezikuller ve lens plakodunun invaginasyonu. D. PAX6, ndral plak
evresinde tek g6z alaninda eksprese edilir. Optik vezikilin Uzerinde
bulunan lensin gelisecedi bdlgedeki ylzey ektoderminden (YE) salinan
fibroblast growth faktérleri (FGF) néral retina tabakalarinin farklanmasini
baglatirken ¢evre mezensimden salinan transforming growth faktér 3
(TGFB) ailesi ise pigmentli retina tabakasinin farklanmasini baglatir. Dis
sinyaller g6z kadehinin dig ve i¢ tabakalarinin olusumunu saglar ve
CHX10 ve MITF gibi downstream genleri artirir. Bu genler, bu yapilarin
kesintisiz olarak farklanmalarini dlzenler (E, F). Goéz alanlarinin
tayinindeki rolleri yanisira PAX6, lens gelisimini de dizenler. PAX®6,
olusacak lensteki SOX2 ekspresyonunu artinrken, disg vekikill
tabakasindan salinan BMP4 ise transkripsiyon faktori LMAF'yi artirir. Bu
gen aktive oldugunda, PAX6, SIX3 ve PROX1 genlerini igeren
homedomainin ekspresyonunu uyarir. PAX6, SOX2, LMAF ve PROX1’in
kombine ekspresyonu kristalin olusumunu saglar. SIX3, kristalin genini

inhibe ederek bu surecin dizenlenmesine yardimci olur (16).
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Sekil 3. A. 6 haftalik embriyonun g6z kadehi ve optik sapinin ventrolateral
gorinimd. Optik sapin alt yizindeki koroid fissir giderek uca dogru
incelerek ortadan kalkar. B. A'da gdésterilen optik saptan gecen enine
kesitte koroid fisslrdeki hyaloid arter izlenmekte. C. Lens veziklli, g6z

kadehi ve optik saptan gecen koroid fisstr hattindan kesit (16).
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2. 2. GOZ ANATOMiISI

Orbita boslugu tabani disa bakan koni seklindedir. Her iki orbitanin
medial duvarlan birbirine paraleldir. Medial ve lateral duvar arasinda 45
derecelik bir a¢i bulunmaktadir. Orbita duvarlari 7 adet kemikten
yapiimistir. Bunlar etmoid, frontal, lakrimal, maksiller, palatin, sfenoid ve
zigomatik kemiklerdir. Orbita yukarda frontal sinUs, altta maksiller sinus,
ortada ise etmoid ve sfenoid sinUslerle komsudur. Orbita duvarinda énemli

yapilarin gectigi acikliklar vardir:

1. Optik foramen: Optik sinir, oftalmik arter, sempatik sinir lifleri geger.

2. Ust orbital fissur: Trigeminal sinirin oftalmik dali, okulamotor, troklear,
abdusens sinirleri ve sempatik sinir lifleri gecer. Orbitanin vendz drenaji da
superior oftalmik ven aracihgi ile bu fisstirden gegip sinus kavernozusa
dokalar.

3. Alt orbital fissur: Trigeminusun maksiller dali, infraorbital sinir, inferior
oftalmik ven, infraorbital arter, yanaklar, alt kapak, Ust dudak ve diglerin
duyu sinirleri geger.

GOz kiresi (bulbus oculi), orbita boslugu icinde bag dokusundan
zengin bir yag yastigi igine yerlesmis, gérme fonksiyonu ile goérevli, 6n-
arka uzunlugu 22-27 mm olan kiresel bir organdir. Ortalama 6.5 mm?®
hacminde ve 7.5 g agirhdindadir. Her g6z kiresi icin dort rektus kasi ve iki
oblik kas ile tim yoénlere bakis surdurtlur. Géz kapaklari (palpebra oculi),
kiroma refleksi ile koruyucu olarak gérev yaparken, Ust kapak temporal
kismin arkasinda yerlesmis gdzyasi bezi (glandula lacrimalis) de gbzyasi
salgisi ile hem koruyucu, hem de saydamligin strddrtlmesi ile ilgilidir. 12
kafa ciftinden altisi (11, Ill, IV, V, VI ve VII. kafa ¢iftleri) g6zin duyusal ve
motor islevlerinin devamini saglar (22).

insanlarda gdz, orbita icine gizlenmis olup optik sinir araciligi ile
beyinle baglantihdir. Goéz kuresi, gbzin i¢ takasi olan retinanin
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fotoreseptér islevini kolaylastirir ve retinayr korur. Géz klresi; tunica
fibrosa, tunica vasculosa ve tunica nervosa olmak Uzere 3 tabakadan
olusur (23, 24).

1. Tunica fibrosa (sklera ve kornea)

Goz karesinin en disinda yer alan koruyucu bir tabakadir. Kiirenin arka
5/6 sini olusturan sklera, 1/6 én bdlimdn( olusturan kornea ve bunlari
birlestiren halka olan limbustan meydana gelir. Sklera, optik sinirin gézden
ayrildigr yerde, sinir lifleri paketlerinin gecebildigi lamina cribrosa adi
verilen ag seklinde bir yapilanma gésterir.

Eliptik, saat cami seklinde saydam bir tabaka olan kornea, 6nden
arkaya dogru g6zin ilk kirici dokusudur. Gézde kiriciligin en fazla oldugu
dokudur. Epitel tabakasinin mikemmel dizeni, damarsiz olmasi,
stromadaki kollajen liflerin ve olusturdugu lameller sistemin dizeni ve
endotelinin sivi dinamigi Uzerindeki belirgin etkisiyle intrastromal su
dlzeyinin sabit tutulusu, korneanin saydamligini saglar. Trigeminal sinirin
oftalmik dali duyusal innervasyonunu saglar. Epitel, gbzyasi ve limbus

damarlarindan, endotel yuzl ise 6n kamara sivisindan beslenir (22).

2. Tunica vasculosa (uvea): Yogun pigmentli ve damarli bu tabaka
dnden arkaya iris, corpus ciliare ve koroid olarak ayrilir. iris, stromasindaki
pigment grandl miktari ile gézun rengini belirleyen, ortada olusturdugu
pupil acikligi ile de gbéze giren 11k yogunlugunu ayarlayan yapidir. Pupil
kenarina yakin sirkdler sfinkter kas ile myozis olusturur. Periferde radyal
yerlesimli dilatatér kas, sempatik innervasyon yardimi ile pupillada
midriyazis olusturur.

Uveanin iris ile koroid arasinda kalan kismi olan korpus siliare, bir
yandan uzantilarinda én kamara sivisinin yapimini strddrirken, o6te
yandan bu ¢ikintilarin devami olan Zinn lifleri ile kristalin lensi yerinde
tutar. Silyer kasin yardimiyla akomodasyonu yani yakina bakista lensin
kiricih@ini artirma olayini yonetir. Silyer cismin pigmentsiz epitelinden aktif
sekresyon ve ultrafiltrasyon ile plazmadan derive edilen 6n kamara sivisi,

arka kamaradaki pupil acikligindan én kamaraya gecerek limbustaki 6n
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kamara agisindan episkleral venlere drene olur. On kamara sivisi bir
yandan gb6zin tonusunu saglarken, diger yandan komsu yapilarin
beslenmesini saglar (22-24).

Koroid, pigmentli, vaskuler bir pleksustur. Digta sklera ile sinirhdir.
Distan ice dogru blylk damarlar, orta damarlar ve Kkoriokapillaris
tabakalarindan olusur. Dolagimini kisa ve uzun arka silyer arterlerden
saglar. Retina pigment epiteli ve retinanin dis segmentlerinin beslenmesi

ile retina pigment epitelinin 1s1 dizenleniminden sorumludur.

3. Tunica nervosa (retina): Dista tek kath retina pigment epiteli, icte

ndral retina olmak Uzere iki tabakalidir (23-24).



Sekil 4. G6zUn anatomik yapisi (25).
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Go6z kiresinin icinde 6n kamara, arka kamara ve vitréz boslugu
olmak Uzere birbiriyle baglantili ¢ kamara bulunur. Himor akdz, arka
kamaradan 6n kamaraya dolanir. Vitr6z humoru iceren vitréz boslugun
ondnde lens yer alir. Kemik orbita, g6z kapaklari, konjuktiva ve lakrimal
sistem g6z kiresini korur. Arteria carotis internanin bir dali olan oftalmik
arter, g6zl ve orbita icindeki yapilari besler. Stperior ve inferior orbital
venler gbzin asil drenajini saglar. Venler, intrakraniyal kaverndz sinusa
bosalir (22, 24).
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2. 3. GOZUN HiSTOLOJIK YAPISI

Tunica fibrosa: Kornea ve skleranin olusturdugu g6z karesinin dis
tabakasidir. Kornea bes histolojik tabakadan olusur:
1. Kornea Epiteli: Cok katli yassi non-keratinizedir. 5-7 sirali hicre icerir.
Dig ylzey hicrelerinin  mikrovilluslari  vardir. Hucreler birbirlerine
desmozomlarla  baglanir.  Sitoplazma  desmozomlarla  birlesen
sitokeratinleri icerir. Kornea epiteli cok hassastir, cok sayida serbest sinir
sonlanmasi bulundurur. Belirgin yara iyilesme kapasitesine sahiptir.
Limbusta, kornea-skleral bileskede korneal epitel ile devam ederek
konjonktiva adini alir.
2. Bowman Tabakasi: 6-9 pm kalinligindadir. Yapisini tip | kollajen lifler
olusturur. Elastik liflerden yoksundur. Bu tabaka seffaftir ve kendini
yenileme yeteneg@i yoktur. Bowman tabakasi, kornea stromasinin en 6én
kismidir ve farkli organize olmustur. Bu nedenle, membran yerine tabaka
olarak adlandirilir. Bowman tabakasi, travma ve bakteriyel invazyona karsi
koruyucu tabakadir.
3. Stroma (Substantia Propria): Kornea kalinliginin %90’in1 olusturan
seffaf tabakadir. Tip | ve V kollajen lifler diizenli ince tabakalar seklinde
yerlesir. Liflerin degisik acilarda ve birbirleri ile kesisen dizlemlerde bir
kafes olusturmasi travma ve deformasyona kargi direnci saglar. Lifler ve
tabakalar, kondroitin ve keratan salfat iceren, proteoglikandan zengin bir
ekstraselller matriks ile aynlir. Kornea epitelini gegen sinirler kornea
stromasinda bulunur.
4. Descement Membrani: 5-10 pym kalinhgdi ile vicuttaki en kalin
membranlardan  birisidir. Kornea endoteli tarafindan olusturulur.
Hekzagonal duzenlenmig lif yapisi Tip VII kollajen icerir.
5. Kornea Endoteli: Descement membranin arka yGzind Orter ve g6zin
6n kamarasi ile yUzlesir. Tek tabaka yassi epitel hicreleri igerir. HOmo6r
akdézun kornea stromasina gecmesini engelleyecek gegirgen olmayan
interselliler bosluklar icerir. Kornea endotelinin yapisal ve islevsel



21

batlinlagu, korneanin seffafliginin korunmasinda gerekidir.

Tunica vasculosa (Uvea): Go6zin pigmentli, damarli orta
tabakasidir. Koroid, silyer cisim ve iris olmak tUzere Ug bdlgeye ayrilir.

Koroid, (¢ tabakadan olusur. Bruch membran, koroidin kollajen ve
elastik liflerden zengin bir ag ve bazal laminay! iceren en i¢ bolimudar.
Bazal lamina, retinanin pigmentli epiteli ve alttaki pencereli kapillerin
endoteli tarafindan olusturulur. Koriyokapillar, retina ve foveanin dis
tabakalarina oksijen ve besin temin eden pencereli kapillerden olusur.
Koroid stromasi, kollajen ve elastik lifler, fibroblastlar, diz kas hucreleri,
otonomik sinir sistemi néronlari ve melanositlerce ¢evrilmis buyik arter ve
venleri igerir.

Silyer cisim, ora serratanin éntndedir ve koroid ile retinanin éne
cikintili olmasini saglar. Uveal bdlim ve néroepitelyal bélim olmak Gzere
iki yapidan olusur.

Silyer cismin uveal bdlimu, suprasilyar olarak bilinen koroidin dis
tabakasinin devamidir. Silyar kas, halka seklinde bir diz kastir.
Kasildiginda silyer bdlgecik olarak bilinen lensin sirkiler slspensor
ligamentinin boyunu kisaltir. Pencereli kapillerler silyer kasin kanlanmasini
saglar. Silyer cismin néroepitelyal bélimi silyer epitelin iki tabakasini
olusturur. Silyer uzantilar, silyer cismin 1/3 6n bdélimindeki 70 kadar
Isinsal uzantidir. Silyer uzantilar, silyer cismi 6rten iki tabakal bir epitel ile
ortaladur.

e Retinanin pigmentli epiteli ile devam eden dis pigmentli epitel
tabakasi. Bruch membrani ile devam eden bir bazal lamina
tarafindan desteklenir.

e Sensoriyal (duyusal) retina ile devam eden i¢ pigmentsiz epitel
tabakasi.

Pigmentli ve pigmentsiz hiicrelerin apikal yiizleri birbirine bakar. iki
epitel de arka kenarlarinda dizdir ve 6n kenarda silyer uzantilar
olusturmak icin katlanmistir. Pencereli kapillerler tarafindan beslenen

silyer uzantilarin epitel hicreleri, hiUmor akdzi salgilar (22-24).
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IRIS: Silyer cismin devamidir ve lensin dniinde yer alir. iris, gdziin én ve
arka kamaralari arasinda himoér akézin akmasi igin bir kapi olusturur ve
gdze giren 1s1gin miktarini kontrol eder. irisin iki elamani vardir:

e On uveal ya da stromal yiiz

e Arka noroepitelyal yuzey.
On (dis) uveal yiiz, mezensim orjinlidir ve diizensiz bir yiizeyi vardir.
Fibroblastlar ve ekstraseluler matriks icine gdémulmis pigmentli
melanositler tarafindan olugturulur. Pigmentli melanositlerin sayisi irisin
rengini belirler. Albinolarda iris, kan damarlari nedeni ile pembe renkte
gorindr. irisin  kan damarlar radiyal da@ilir ve pupil c¢apindaki
degisikliklere parelel olarak kan damarlarinin boyunda da degisiklikler olur.
Arka (i¢) noroepitelyal ylzey iki tabaka pigmentli epitel igerir. Dis tabaka,
silier epitelin pigmentli tabakasinin devami seklindedir; dilatatér pupilla
kasini olusturan miyoepitelyal hdcreler icerir. Pupilin etrafinda iris

stromasindan sfinkter pupilla diz kasi yer alir (22).

On Kamara: On kenarda kornea endoteli ve irisin 6n yiizii, arkada lensin
pupillar bdlimu ve silyer cismin tabani arasindaki bosluktur. Limbusta
endotelle dbseli dizensiz bosluklar olan trabekuiler bir ag yapisi bulunur.
Bu kanalciklar birleserek Schlemm kanalina acilirlar. Schlemm kanal, én

kamara sivisini (akbéz humor) skleradaki vendz sisteme iletir.

Arka Kamara: Onde irisin arka yiiz(i, arkada lens ve zonuler lifler (lensin
asici ligamanlar) ile sinirlanmistir. Himér akéz, silyer uzantilar tarafindan

bu bélgede sentezlenir ve salinir.

Vitroz Bosluk: Lensten retinaya uzanir ve seffaf jel madde ile
doldurulmustur (vitr6z himér). Vitrdz himérin %99’u sudur. Hiyaluronik

asit ve kollajen lifler de vardir ve bunlar hiyalositlerden Gretilir.

LENS: Seffaf, bikonveks, elastik ve damarli bir yapidir. Zonuler lifler, silier
epitelden uzanir ve kapsulin ekvatoryel kismina yapisir ve lensi yerinde

tutar. Lens, U¢ yapidan olusur:
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Lens Kapsili: Kalin ve lensi saran seffaf, bazal membrana benzer bir
yapidir. Kapsiliin én kisminin éniinde, arkadan ekvator bélgeye dogru
uzanan tek tabaka kuboid epitel hicreleri yer alir. Kapsulin arka yazindn
altinda epitel hiicre tabakasi yoktur. Lensin kortikal bélgesinde kortikal
lens lifleri adi verilen, uzamis ve Kkonsantrik yerlesimli, ekvator
bdlgesindeki 6n epitelden cikan hlcreler bulunur. Kortikal lens lifleri,
cekirdek ve organel igerir. Cekirdek ve organeller, kortikal lens lifleri lensin
merkezine dogru uzandiginda kaybolurlar (nUkleer lens lifi bélgesi).

Lens hicreleri, tek sitoskeletal protein gérinimunde farkliliklar igerir:

¢ Filensin, kristalinin yapismasini saglayan intermediyet (ara)

filamenttir;

e Kiristalinler olarak isimlendirilen lense 6zgun proteinler (a, B ve y).
Filensin ve kristalinler, lens lif hicrelerinin seffafhdini ve yapilarini
korumay! saglar.

Lens hicre lifleri orta dikis bdlgesinde birbiri icine girer. Bu
bdlgelerde oluklu baglantilar ve bazi noktasal desmozomlar karsidaki
sitoplazmik ¢ikintilarla baglanir. i¢ kortikal bélgede ve lensin merkezinde
cekirdeksiz yash lens lifleri bulunur. Bu bdlgedeki glukozun yaklasik %80’i
lens tarafindan metabolize edilir. Lens, silyer gbévdeyi lensin ekvatoruna
baglayan demetlerden olusmus asici ligamanlarla (zonuler liflerce)
desteklenir. Silyer gévde ve zonuler lifler akomodasyonda rol oynar (22-
24).

Tunica nervosa (Retina)

Go6z kuresinin en icteki Og¢lncU tabakasi olan retina seffaf bir
membrandir. Retina, pigment epiteli ve nbéral (sensoriyel) retina
tabakalarindan olusur. Optik sinirden ora serrataya kadar uzanir. Optik
sinir giris yerinde 0.55 mm kalinligindadir, ora serratada 0.1 mm
kalinlikta sonlanir. icte vitrdz cisim, dista koroid ile komsudur. Pigment
epiteli, koroide sikica yapismistir. Pigment epiteli ile sensoriyel retina
arasinda anatomik bag yoktur, birbirlerine sadece yaslanirlar. Retina
dekolmaninda bu iki tabaka birbirinden ayrilir. Retina, oftalmoskopik

olarak: arka kutup (makula), ekvator (periferik retina) ve ora serrata olarak
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3 bolgeye ayrilir (22-24).

Optik disk merkezinden 4 mm temporalde ve 0.8 mm inferiorda
bulunan, 5-6 mm capinda, Ust ve alt retinal temporal arter ve venlerle
cevrelenmis alana arka kutup veya makula adi verilir. Retinal kesitlerde
foveal bdlge, hem ganglion hicre tabakasinin hem de i¢c nukleer
tabakanin bulunmadigr bir ¢okintt alani olarak ayrilir (21, 26, 27).
Makula, merkezden perifere dogru foveola, fovea, parafovea ve perifovea
bolgelerine ayrilir.

Foveola: Foveanin merkezindeki 0.35 mm'lik alandir. Foveanin en
ince yeridir.

Fovea: 1.5 mm c¢apinda, papillanin 4 mm temporalinde ve 0.5 mm
asagisindadir. Bipolar hiicreler ve gangliyon htcrelerinin yanlara itilmis
olmasindan dolayi, retina foveada incelmigtir ve i¢ yuzi i¢ bUkeydir.
Foveanin 0.4-0.5 mm'lik merkez alani kapillerler icermeyen damarsiz
bdlgedir ve beslenmesi koroiddendir.

Parafovea: Foveanin 0.5 mm dis alanidir. Burada bipolar ve
gangliyon hucreleriyle sinir lifleri kati vardir. Koni ve basil hlcrelerinin
sayisi yari yariyadir.

Perifovea: Makulanin en distaki 1.5 mm alanidir. Bu bdlgede
retinanin diger
katlarinda oldugu gibi, gangliyon htcreleri tek katlidir.

Arka kutup ile ora serrata arasinda kalan boélge ekvator (periferik
retina) dur. Burada karanllk adaptasyonunu saglayan basiller
cogunluktadir. Perifere dogru ora serrata ile devam eder. Ora serrata
retinanin en periferindeki bdlgedir. Korpus siliyarenin pars planasinda
sonlanir. Sensoriyel retina, korpus siliyare epitelinin i¢ katiyla, pigment
epiteli de dis katiyla devam eder. Ora serratada fotoreseptérler bulunmaz.
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2. 4. RETINANIN TABAKALARI
Histolojik olarak retina; dista tek kath kiUbik hicrelerden olusan
nonsensoriyal (duyusal olmayan) retina pigmentli epiteli ve igte dokuz
tabakadan olusan nérosensoriyal (sensoryal, duyusal, néral) bélim olmak
tzere on farkh tabakadan olugur. Yasam boyunca retinohipotalamik yol
olarak bilinen bir yapi aracihigiyla 6n beyinle iliskide kahr (21, 23, 28).
Pigmentli epitelin tek katli kalmasina karsilik sensoriyal retinada mitozlar
sonucu, fotoreseptdr, bipolar ve gangliyon hlcreleri ile baglanti htcreleri
olan amakrin, yatay ve destek hcreleri olan Mduller hicreleri geligir.
Sensoriyal retinada, birinci néron fotoreseptérlerin (koni ve basil hiicreleri)
bélgesi noéroepitel, ikinci ndron bipolarlar ile Gglnct ndron gangliyon
hicreleri bolgesi néroserebral olarak adlandirilir. Koroidden vitreusa kadar
retinayi olusturan tabakalar:
e Pigmentli epitel kat
e Fotoreseptodrler kati (koni ve basil hicrelerinin dig segmentleri
tarafindan olusturulmustur)
e Dig sinirlayici membran
e Dis nikleer kat (koni, basil hiicrelerin ¢ekirdeklerinin bulundugu
bdlgedir)
¢ Dis pleksiform kat (fotoreseptérler ile bipolar hicreleri sinapslarinin
bulundugu bdlge)
e g nikleer kat (bipolar, amakrin, yatay ve Miiller hicrelerin
cekirdeklerinin bulundugu bdlge)
e ¢ pleksiform kat (bipolar ve gangliyon hiicreleri arasindaki
sinapslarin bulundugu yer)
e Gangliyon hicreleri kati
e Sinir lifleri kati (gangliyon hlicreleri aksonlari)

e g sinirlayict membran



Sekil 5. Retinanin tabakalari ve retinanin hucreleri (29).
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Dig sinirlayicl membran =
maller hicresi
Horizontal hilcre

Bipalar hiicre
kan damar
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Retinanin pigment epiteli
Rod we kan hicreleri tabakasi

Cig nukeer tabaka
Cig pleksiform tabaka

ig niikleer tabaka

I¢ pleksiform tabaka
Ganglion hicre tahakasi

Sinir fibrller tabakas
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2. 4. 1. RETINANIN PIGMENTLI EPITEL TABAKASI

Tek sirall, 4-6 milyon kibik hlcrelerden olugur ve foveada,
periferdekilere gére daha yuksek, dar ve pigmentlidir. Optik disk (papilla)
kenarindan ora serrataya uzanir. Ora serratada silier cismin pars
planasinin pigmentli epitel tabakasi olarak devam eder ve arkasindaki
koroidin Bruch zarina, bazal membrani ile sikica yapisir.

Apikal ylOzdeki mikrovilli, fotoreseptérlerin (koni, basil) dig
segmentlerini gevrelerler. Burada sensoriyal retinayla pigmentli epitel
amorf ekstrasellller materyal olan interfotoreseptdér matriks ile birbirine
tutunmustur, anatomik bir baglanti yoktur. Kubik nonsensoryal pigmentli
epitelin apikal yluzi siki baglantilarla birlesir ve eksternal retinal bariyeri
(kan-retina bariyeri) olusturur. Melanin grandlleri apikal sitoplazmada ve
apikal hucre uzantilarinda goéraldr.  Pigmentli epitel hicresi igindeki
melanin, organizmada ilk ortaya ¢ikan pigmenttir (1.ay). Melanin granulleri
fotoreseptodrlere ulasan fazla 15191 absorbe eder. Retina pigmentli epitelinin
bes ana gbérevi vardir:

e Besinlerin koroid kan damarlarindan sensoriyel retinanin dig
tabakalarina taginmasi.

e Sensoriyal retinadan metabolik Grlnleri uzaklastirmak.

e Koni ve gubuk hiicrelerin dis segmentlerinden dokilen fotoreseptér
disklerin aktif fagositozu ve siklusa yeniden katiimasi.

¢ Retina pigmentli epitelin sikica yapistigi Bruch membraninin bazal
lamina igeriginin sentezi.

e Rodopsin fotopigmentinin olusumu icin gereklidir. interfotoreseptér
matriksin ana proteini olan interstisiyel retinoid baglayan protein
(IRBP) tarafindan fotoreseptére geri cevrilen soluklasmis
(beyazlasmig) fotopigmenti, tim trans retinoll retinole dénustlrerek
rejenere eder (21, 23).
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2. 4. 2. NORAL RETINA

Duysal retina, dokuz tabakadan olusan ince, seffaf ve hicresel bir
yapidir. Néronal, glial ve vaskuler olmak Gzere Ug tip doku igerir. Burada
IsIk sinyalleri sinir uyarilarina déntstaralir ve horizontal, bipolar, amakrin
ve gangliyon hcreleri arasindaki devrelerle entegre edilip, sinir lifleri
tabakasi ve optik sinir yoluyla beyne iletilir. i¢ pleksiform tabakadan icerde
kalan retina, santral retinal arter dallarindan, disarida kalan retina
bélimleri ise koroidin koriokapillarisinden beslenir (21, 23). Distan ige
dogru duyusal retina tabakalari:

o Fotoreseptor Tabaka: Dis sinirlayici membranin diginda yer alan
fotoreseptdr tabakasi birinci néron olan 130 milyon basil (rod) ve 7 milyon
koni hdcresinin ic ve dis segmentlerinden olugur. Fotoreseptérler son
derece Ozellesmis hlcreler olup, 1s1g1 gérme pigmenti igeren bir molekul
icine absorbe ederler. Isik enerjisi bu molekllleri degistirerek sinir
uyarisini  Oretir.  Foveolada sadece koniler vardir. Basil hicreleri
foveoladan 0.5 mm uzaklikta ortaya ¢ikarlar. 5-6 mm uzaklik, en yogun
olduklari boélgedir. Konilerin sayisinda merkezden perifere dogru hizh bir
dists g6zlenir. Basillerin dig segmentleri konilerinkinden daha uzundur.

o Dis Sinirlayici Membran: Gergek anlamda bir membran olmayip,
komsu fotoreseptérlerin hlicre zarlari ile Maller hdcrelerini birlestiren bir
seri baglanti komplekslerinin (zonula adherens) olusturdugu bir membran
gbrinimadar. Fotoreseptdr tabakasini dis nikleer tabakadan ayirir.

. Dis Nukleer Tabaka: Cekirdek ve sitoplazmalariyla beraber
fotoreseptér hicre goévdelerinin olusturdugu bir bdlgedir. Fotoreseptor
hicre aksonlari dis pleksiform tabakadaki horizontal ve bipolar htcreler ile
sinaps yapar.

o Dis Pleksiform Tabaka: Birinci néron fotoreseptorler (rod ve
koniler) ile bipolar hlcrelerin arasindaki sinapslarin yer aldigi bdlgedir.
Retinada normal kalinligi 2 pum olmasina ragmen, fovea gukurlugunun
kenarlarinda 50 um’yi bulur. Kendi icinde dig, orta ve i¢c bdlgelere ayrilir.
Dis bolge fotoreseptérlerin aksonal uzantilarini (Henle lifleri tabakasi) ve

Muller hucrelerinin sitoplazmalarini; orta bélge fotoreseptérle aksonlarinin
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uclarini; ic bdlge bipolar, horizontal ve Mduller hicrelerinin uzantilarini
icerir. Foveada konilerin 6ninl serbest birakmak i¢in kenarlara cekilerek
Henle katini olusturur.

o ic Niikleer Tabaka: Kabaca dért tabaka hiicre gdvdesinden olusur.
igten disa dogru: Amakrin, Mduller, bipolar ve horizontal hcrelerin
nukleuslandir. Bipolar hicreler sinir iletisini fotoreseptdrlerden alip
gangliyon hucrelerine tagirlar. Bu hicreler iki ¢esittir. Basiller ile baglantili
bipolar hucreleri, 1-4 basil ile sinaps yaparlar. Konilerin bipolar hlcreleri
kisadir. Dendritleri bir koni ile aksonlari da bir gangliyon hiicresi ile sinaps
yapar. Horizontal ve amakrin hlcrelerin yatay uzantilari vardir ve devre
tamamlama islevi gérdikleri  sanilmaktadir. Glial Mauller hicreleri,
retinanin iskeletini olusturur. Dig sinirlayici membrandan i¢ sinirlayici
membrana kadar uzanan blyUk hUcrelerdir. Esas olarak destek ve
besleyici rol oynarlar ancak heniz bilinmeyen bir yol ile sinir iletilerinin
tasinmasi ve modifikasyonunda da rol oynayabilirler.

o ic Pleksiform Tabaka: Foveolada bulunmayan i¢c pleksiform
tabaka, ikinci néron bipolarlar ile Gglncd néron gangliyonlar ve amakrin
hucreleri arasindaki sinapslarin bulundugu bdlgedir. Bipolar, amakrin,
gangliyon ve Muller hicrelerinin uzantilarini igerir. Nadiren gangliyon veya
amakrin hiicre gévdesi i¢ pleksiform tabakaya deplase olmus olabilir.

o Ganglion Hiicre Tabakasi: Uclincii néron olan gangliyon
hicrelerinin gdvdelerini igerir. Sentral retina veya foveadaki gangliyon
hiicre gbdvdeleri yedinin lzerinde tabaka olusturabilirken, periferal retina
icinde tek hiicre tabakasina kadar azalabilir (30-34). Foveolada bu tabaka
bulunmaz. Koni ve basil hiicrelerinde Uretilen sinyaller, bipolar hucreler ile
gangliyon hucrelerine iletilir. Bu hicrelerin  aksonlart da sinir lifleri
tabakasini, optik siniri ve optik traktusu olusturur ve sonunda lateral
genikulat cisimde sinaps yaparlar (22). insan ve primat retinalarinda ciice,
glnes semsiyesi, cal, kisa yaygin, ¢elenk ve dev olmak Uzere alti tip
retinal glial hiicre saptanmistir (35). Merkezdekiler kicUktlr ve dendritleri
konilerle sinaps yapan bir bipolar hiicreyle sinaps yaparlar. Periferdekiler
daha buyudktirler ve birkag bipolar hiicreyle sinaps yaparlar (Sekil 4).
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o Sinir Lifleri Tabakasi: Korpus genikulatum lateralede sonlanan 1.2
milyon dolayindaki gangliyon hticresi aksonlari, sinir lifleri katini olusturur.
Burada ayrica retina arter ve venleri, astrositler, mikrogliyal hicreler ile
oligodendrisitler de vardir. Gangliyon hUcrelerinin  aksonlarindan
makuladan ¢ikanlar, mekik seklinde bir alan olugturarak (makulopapiller
demet) optik sinire dogru diz bir seyir izlerler, temporal retinadan gelenler
bu makulopapiller demet etrafindan arkuat bir yol izleyerek papillaya
ulasirlar ve nazal retinadan gelenler de yelpaze gibi toplanarak papillaya
ulasirlar (Sekil 4).

Embriyogenez sirasinda optik sinirin - miyelinizasyonu lamina
kribrozada durdugundan gangliyon hicrelerinin aksonlarl retinada
miyelinsiz iken papilladan itibaren miyelinlidir. Optik disk kenarinda veya
retinanin herhangi bir yerinde yama tarzinda miyelinli lifler gorulebilir.
Baydk a tipi gangliyon hicrelerinin aksonlari olan Y lifleri genis ¢aplidir.
lletim hizlar ylksektir. a-hiicreleri retinada az bulunan (%10) hiicrelerdir.
Y lifleri ve bunlarin a-gangliyonlari glokomada erken donemde etkilenirler.
Orta capli X lifleri, orta blyulklikteki beta (B) hicrelerine aittir, iletim hizlan
daha dusuktir. B-hicreleri ve X lifleri retinada % 40 oraninda bulunurlar.
W lifleri oldukca fazladir (% 50), daha incedirler, en kigik gangliyon
hiucreleri olan gama (y) hicrelerine aittir.

o ic Sinirlayici Membran: Retinanin en i¢ katidir ve retinay
vitr6zden ayiran orta kalinlikta PAS (+) filamentéz bir membrandir. Vitr6z
ile temasta olan i¢ yUzinun dizgin olmasina karsilik, dig yiza Mdller
hicrelerinin - uglarindan dolay! irregulerdir. Gogu kismi Mdaller
hicrelerinden kaynaklanir (21, 23).
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2.4.3. NORAL RETINA HUCRELERI
Noral retinada;

e Fotoreseptdr ndronlar, koni ve gubuk (rod, basil) htcreleri

e lletici néronlar; bipolar ve ganglion hiicreleri

e ligkili ndronlar; horizontal ve amakrin hiicreler

e Destekleyici noérogliyal hiicreler, Mduller hicreleri olmak Uzere dort
hicre grubu bulunur (Sekil 4).

Fotoreseptor néronlar, koni ve cubuk (rod, basil) hiicreleri:
Cubuk ve koniler, néral retinada 6zel bdlgede bulunur. Konlar; uzaysal
¢bzUmleme, renkli gérme ve ince detay ¢6zUmlemesi icin gerekli iken,
rodlar hareket, kontrast ve parlakliga duyarliliktan sorumludur (21, 23, 36).
Koniler merkez foveada baskindir, renkli ve ayrintili gérmeyi sagdlar.
Cubuklar periferde yodunlasmistir, periferik ve gece gérme fonksiyonunu
saglar. Koni ve gubuklar, 6zel yapisal ve iglevsel kutuplasmaya sahip
uzun hdcrelerdir. Dis ve i¢ segment olmak Uzere iki ana segment igerirler.

Fotoreseptér dis segmentleri, 1s1g1 ndral sinyallere ¢evirmek igin
gerekli protein ve pigmentlerle ylUkli membranéz disk yidinlarini igerir
(37). Diskler, i¢ ve dis segmentlerin birlestigi bélge silyumdan uzaklagirken
hicre zarlarinin tomurcuklanarak olusturdugu kivrimlardir. Disk elemanlari
ic segmentte sentezlenir ve silyum igeren dar sitoplazmik képrulerden
gecerek dis segmente dogru gbé¢ eder. Diskin Uretimi ve yeniden olusumu
devamlidir. Silyumun yakinina yeni diskler eklenir. Eski diskler retinanin
pigmentli epiteline dogru hareket eder ve dis segmentin kenarina
ulastiklarinda pigmentli epitelin htcreleri tarafindan fagosite edilir. Diskin
yenilenme siresi yaklasik on gunddr.

ic segment, ATP sentezini karsilayacak bol miktarda
mitokondriyonlar, Golgi aygiti, diz ve grandlli endoplazmik retikulum
icerir.  Siller dokuz periferik mikrotlbdl cifti icerir, ancak mikrotUbulin
ortadaki merkez cifti eksiktir. Fotoreseptorlerin son kismi, bipolar hicreler
ve horizontal hiicrelerin sitoplazmik uzantilan ile sinaptik kontakt yapan
aksonlara esdegerdir. Koni ve ¢ubuk hUlcreler arasinda U¢ belirgin
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farklilik vardir:

e Cubuklarin dis segmenti silindiriktir, konilerin ise koniktir.

e Koniler, bipolar hicre dendritleri ve horizontal hicrelerin néritleri ile
temasta olan bir kiclk digim ya da koni yumrusu ile sonlanir.
Gubuklar daha kalin bir gubuk sapi ile sonlanirlar. Cubuk sapi ayni
zamanda bipolar ve horizontal hlicreler ile de sinaps yapar. Koni ve
cubuklarin sinaptik sonlanmalari-sferil yanda pedikiller (yumru
veya ayakgik)- sinaptik vezikll ile ¢evrili sinaptik serit icerir.

e Cubuk hcreler, rodopsin fotopigmentini icermelerine karsin, koniler
iodopsin adi verilen benzer pigmenti icerir. Rodopsin gece goérusi
sirasinda is gorir. lodopsin ayrintili gérme ve renk (mavi-yesil-
kirmizi) farkhliginda c¢alisir. Rodopsin ve iodopsinin her ikisi de
prostetik grup 11-cis-retinale bagl transmembran proteinleridir.
Prostetik grupta bulunmayan proteine opsin adi verilir.

Koniler, G¢ farkli fotopigment 1s1g1 absorbe eder, mavi 1sik (420
nm), yesil i1sik (535 nm) ve kirmizi 1s1ga (565 nm) duyarhdir. 11-cis-

retinalin 11-trans-retinale izomerizasyonu koni ve gubuklarda aynidir.

iletici néronlar; bipolar ve ganglion hiicreleri: Bipolar hiicreler
Oncelikle fotoreseptdrlerden ganglion hicrelerine aktarilan sinyallerden
sorumludur (36). Sadece tek bir aksonu gangliyon ve amakrin hicreler ile
sinaps yaparken bircok bipolar hiicre dendriti fotoreseptdrlere uzanir (34).
Periferal retinadaki bir bipolar hiicre 50-100 den fazla rod (gubuk, basil)
hicresinden uyari alirken sentral retinanin foveal bélgesinde, konlarin
bipolar ve gangliyon hucrelerine orani 1:1:1 kadar yuksek olabilir (21).
Bipolar hicreler iki ana sinifa ayrilir:
e (Cubuk bipolar hiicreler, cubuk yumrularina (sfertllerine) baglhidir.
e Koni bipolar hlcreleri, koni ayakgiklarina (pedikillerine) baglhidir.
Koni bipolar
hiucreleri iki ana sinifa ayrilir: ctice koni bipolar hicreleri ve diffiz koni
bipolar hiicreleri.
Diffiz koni bipolar hicrelerin dendritleri, dis pleksiform tabakada
dallanir ve pek ¢ok koni pedikull ile temas eder. Karsi kutupta ise yaygin
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bipolar hiicre aksonu i¢ pleksiform tabakaya dogru uzanir ve gangliyon
hicrelerinin dendritleri ile temas eder (Sekil 4).

Cuce koni bipolar htcreleri, tek bir koni ayakg¢igi ile sinaps yapar.
Tek bir gangliyon hiicresi ile temas eden bir tek aksonu vardir. Clce
bipolar hicreleri, optik sinir lifinin tek bir konisi ile temastadir. Bunun
aksine difflz bipolar hicreler, daha genis uyari getiren ve géttren yollara
sahiptir. Bipolar hicrelerin ¢ekirdekleri retinanin i¢ nikleer tabakasinin bir
bdIimUnG olusturur.

Gangliyon hicreleri dendritlerini i¢ pleksiform tabakaya dogru uzatir;
aksonlar optik sinirin bir parcasini olusturur. Ganglion hiicre dendritleri,
bipolar ve amakrin hicrelerden uyarilar alir (37). Gangliyon hucreleri iki
tiptir;

e pek ¢ok bipolar hicre ile temasta olan diffiz gangliyon hicreleri,
e tek bir clce bipolar hicre ile dendritleri araciligiyla temasta olan,
clce gangliyon hacreleri.  Clce gangliyon hcreleri uyarilari

sadece konilerden alir.

lligkili néronlar; horizontal ve amakrin hiicreler: Horizontal ve
amakrin hdcrelerin akson ve dendritleri yoktur, sadece her iki yénde
temas edecek olan néritik ¢ikintilari vardir. Horizontal ve amakrin
hicrelerin gekirdekleri i¢c nikleer tabakada bulunur (Sekil 4).

Horizontal hucreler, koni ayakgiklari Uzerinde sonlanan néritlere
uzanti verirler. Tek bir dallanan nérit, hem ¢ubuk yumrulari (sferdlleri) hem
de koni ayakgiklarl ile sinaps yapar. Bu ndritik sinapslar retinanin dis
pleksiform tabakasinda olusur. Bu nérit ve aksonal dagilim, horizontal
hiucrelerin koni ve gubuk hicreleri ile retinaya yakin bir alanda entegre
oldugunun isaretidir .

Amakrin hucreler, ic nlUkleer tabakanin i¢ kenarinda bulunur.
Bipolar hicrelerin aksonal terminalleri ve gangliyon hcrelerinin dendritik

dallar ile baglanti yapan tek néritik ¢ikintilar vardir.

Destekleyici noérogliyal hiicreler, Miiller hiicreleri: insan
retinasinda mikroglia ve makroglia (astrositler ve Muller hicreleri) olmak
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Uzere iki tip glia vardir: Miller hicreleri, retinanin temel glial hicresidir,
astrositler sinir fibriler tabakasinin fonksiyonel bilegenidir. Mikroglialar ise
merkezi sinir sistemindeki enfeksiyon ya da hasarlanmaya kargi direnci
saglayan immun sistem koékenli hiicrelerdir (36).

Retinal mikroglialar, noronlarla iligkili parenkimal mikroglia, kan
damarlanyla iligkili paravaskuiler makrofajlar ve perivaskiler bosluk icinde
bulunan perivaskuler makrofajlar olmak Gzere ¢ sekilde bulunur (38, 39).
Kemik iligi kokenli mikroglia, hem dentriform hucreler hem de |6kosit ortak
antijeni (CD45) eksprese eden makrofajlardan olusur (38-40). Normal
gelisim surecinde &len retinal hiicrelerden DNA'yI temizler (41) ve ex vivo
kiltorlerde aktif hale getirilebilir (42) ve olgun retinadaki nérodejeneratif
hastaliklar dahil (43) infeksiyonlar veya enflamatuar nérolojik sireclerde
islev gOrurler (44).

Astrositler, optik disk ve yanindaki kok hucrelerden kéken alir (45)
fakat ayni zamanda fetal retinada kendiliginden c¢ogalirlar (46). Olgun
retinada, astrositler gogunlukla sinir fibrilleri tabakasinda bulunurlar (47).
Astrositler, 6zellikle gangliyon hiicre aksonlari olmak Uzere retinadaki
néronal bilegenlerle de siki bir anatomik iliskiye sahiptirler (48). Astrositler
ve Muller hicreleri olgun retinada birgcok bakimdan birbirlerinin iglevlerini
yapabilirler (48). Astrositler ve Miuller hlcreleri, i¢ retinal ylzeyde kan
damarlarini saran glia limitansin olusumunda rol oynarlar (49). Retinal
kan damarlari ile astrositlerin yakin iligkisi rodentler, kedi, primat ve
insanlar dahil sadece vaskularize retinalarda dikkati cekmektedir (26, 50,
51). Gelisen sigan retinasinda platelet-derived growth faktér (PDGF)
ganglion hucrelerince eksprese edilir (52). Retinal astrositler ise uygun
PDGF reseptérint (PDGF-R) eksprese ederler. Bu biyime faktéri, néral
retinada astrosit cogalmasi veya gog¢ini uyarmaktan sorumlu olabilir (52).
Astrositler retinal damar gelisimi slrecinde olgunlasan néronlarin neden
oldugu dusundlen hipoksiye yanit olarak VEGF salgilar (53).

Miller hucreleri, retinal mimariyi destekleyen iskeleti olusturur.
Radyal uzantilari hem i¢c hem de dis sinirlayici membrani olusturmak igin
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retinay! bir yandan diger yana kat eder. Muller hicreleri, en blytk retinal
hucrelerdir.  Muller htcrelerinin  ¢ekirdekleri i¢  nikleer tabakaya
yerlesmistir. Sitoplazmik g¢ikintilari, dis ve i¢ sinirlayici membrana dogru
uzanir. i¢ sinirlayict membran, Miller hicrelerinin bazal laminasini
olusturur ve retinay! vitréz cisimden ayirmaya yardimci olur. Mdalller
hucrelerinin sitoplazmik ¢ikintilari; fotoreseptérler, bipolar ve gangliyon
hucreleri arasindaki bosluklari doldurur. Fotoreseptdr temas bdlgelerinin
dis segmentinde, Muller hicrelerinin  uzantilari, zonula adherens,
mikrovilli, ndral fotoreseptérler ve glial Maller hicreleri arasindaki iligkiyi
stabilize eder. Bu temas bolgeleri dis sinirlayici membranin belirgin
sinirini olusturur. Glial Mdller hicrelerine ek olarak, tim tabakalarda
mikroglial hiicreler de bulunur. Mdller hlcreleri, retinal kapiller endotelyal
hicrelerin  gecirgenliginde, etkili kan akiminda ve néral islevleri
desteklemekte islev géren en 6nemli retinal htcredir (36). Mdller hucreleri,
retinal néronlari olusturan ayni progenitdr kok hiicreden kdken alirlar (12).
Muller hicreleri, bir enerji kaynagi olarak fotoreseptdrlerce kullanilan
laktoz icin glukoz metabolizmasinda rol oynarlar, hiicre disi bogluklardaki
glutamat gibi nérotransmitter son Grdnlerini bulup saglayarak retinal
homeostazi devam ettirirler (54). Codu buyime faktdrl, sitokinler ve
nérotransmitterler, Mller hiucrelerince Uretilir (54) ayrica iyon kanallar ve
akuaporinler yoluyla doku bosluklarindan hicre digi siviyl temizlerler (55)
(Sekil 4).

2. 5. Ara Filamentler

Ara filamentler, 10 nm ¢apinda olan esnek ve gugli polimerlerdir.
Ara filamentler hicre hareketlerine dogrudan katilmazlar. Bunun yerine
epitel hicreleri, kas hicreleri, sinir aksonlari gibi mekanik olarak baskiyla

karsilasan hicrelere yapisal destek saglarlar (23, 24, 56-59).

2. 5. 1. Ara Filament Proteinleri

Arafilaman proteinleri, ¢esitli hiicre tiplerinde gorulen yiksek stabil
sitoiskelet bilegenlerini olusturan 10 nm c¢apinda filamentleri olusturan
proteinlerin heterojendz bir grubudur (60). Bugune kadar elliden fazla ara
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filament tipi tanimlanmigtir. Amino asit dizileri arasindaki ve protein

yapilarindaki benzerliklere gore alti grupta siniflandirilirlar (24, 58).

Tip | ve Tip Il Ara Filamentler (Asidik ve Bazik Keratinler): Bu

proteinler, tip | (asidik) ve tip |l (bazik) intermediyet proteinleri olustururlar.

Tip | ve tip Il ara filamentler, desmozom ve hemidesmozomlarin

sitoplazma plaklarina tutunurlar. Gok sayidaki izoformlari iki gruba ayrilir.

Epitelyal keratinler (20 kadar)- epitel hiicrelerinde bulunur.
Trichositik keratinler (13 kadar)-sa¢ keratinleri - sag, tirnaklar,

boynuzlar ve siriingen derisini olusturur.

Tip Il Ara Filamentler:

Vimentin: Fibroblastlar, diiz kas htcreleri, kondroblastlar ve beyaz
kan hucreleri gibi mezensimal kdkenli hicrelerde bulunan bir
proteindir (56, 57, 61). Vimentinin ¢ekirdege, endoplazmik
retikuluma ve mitokondriye lateral ya da terminal olarak tutunduklari
ve sitoplazmada organellerin pozisyon almasi ve sabitlenmesinde
gorev aldiklari bilinmektedir (62). Vimentin, Muiller hicre belirteci
olarak kullanilan bir intermedyet filament proteinidir. Mdller hiicre
farklanmasini kuvvetli olarak destekler.

Desmin: Ozgiin olarak kas hiicrelerinde eksprese edilir ve buradaki
farkli kasilabilir elemanlari Z diskine baglar (58).

Glial Fibriller Asidik Protein (GFAP): Astrosit ve bazi Schwann
hiicrelerinde eksprese edilen glial fibriller asidik proteindir (GFAP).
Glial fibriller asidik protein, Miuller hicre belirtegi olarak da
kullanilan bir intermediet filament proteinidir. GFAP, lens epitelinde,
karacigerde Kupffer hicrelerinde, tikrik bezleri timdrlerinin bazi
hucrelerinde ve eritrositlerde de bulunur.

Periferin: Periferik sinir sistemindeki ndronlarda nérofilament
proteinler ile beraber sentezlenir (58, 61).

Tip IV Ara Filamentler:

a-Internexin: No&ral gelisimin erken ddnemlerinde, ndérofilament

proteinlerinin ekspresyonundan 6nce eksprese edilir (58, 61).
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e Nérofilamanlar: Uc nérofilament proteinini (NF-L, NF-M ve NF-H)
icerir. Bu proteinler birgok tipteki olgun sinir hiicrelerinde ana ara
filamentleri olusturur (56, 58).

Tip V Ara Filamentler:

e Laminler: Cogu Ookaryotik hicrede bulunan nikleer laminlerdir.
NUkleer laminler, hlicre iskeletinin bir pargasi olmalarindan ¢ok,
nukleus zarinin altini déseyerek ortogonal bir tabaka olustururlar.
NUkleer laminler ¢ekirdek kilifina mekanik destek olup kromatine
baglanir (56, 58).

Tip VI Ara Filamentler:

¢ Nestin: Noéral gelisimin cok erken dénemleri sirasinda, merkezi
sinir sisteminde ndéral projenitér hiicrelerce eksprese edilen bir

intermediyet filament proteinidir (58).

2. 6. Ki-67

insan Ki-67 proteininin ekspresyonu tamamen hiicre ¢cogalmasi ile
ilgilidir (63). Interfaz sirasinda Ki-67 antijeni sadece cekirdek icinde
saptanir, mitozda ise proteinin cogu kromozomlarin ylzeyine yerlesir. Ki-
67, hicre ¢cogalmasini géstermek igin mitotik hiicrelerde aktif olan G, ,S,
G2 ve M evrelerinde eksprese edilen bir nUkleer protein iken dinlenme
evresindeki (Go) hicrelerde bulunmadigindan hicre ¢ogalmasini
gbstermek icin mikemmel bir belirtectir (63).

2. 7. Bazik Fibroblast Buyime Faktoru (bFGF)

Fibroblast blylime faktérleri (FGFs) omurgalilarda en az 22
polipeptit blylme faktdériini iceren bir ailedir. Bilinen 22 tane FGF’nin
molekdler kitlesi 17-34 kDa arasinda degisir ve % 13-71 oraninda amino
asitleri benzerdir. FGF ailesinin en bilinen 6zelligi heparine ve heparine
benzer glikozaminoglikanlara kuvvetli affinitesinin olmasidir. FGF’ler
embriyonik gelisimin  6nemli dlzenleyicileridir ayni zamanda yara
iyilesmesinde, fibroblast uyarici aktivitelerde, timér blylmesinde,

ekstremite ve sinir sistemi gelisiminde, anjiyogenetik ve mitojenik
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aktivitelerde de rol oynarlar (64-66). FGF’ler ve reseptorleri gelisimde
merkezi bir rol oynarlar .

Bir polipeptit mitojen olan bazik fibroblast bluylime faktoéri (bFGF)
mezoderm ve ektodermden gelisen hicre tiplerinde blyime ve
farklanmay! uyarir (67). Degisik kaynaklardan saflastirilan bFGF’nin
fibroblastlar, endotel hcreleri, astrositler, oligodendrositler, néroblastlar,
keratinositler, koyun lens epitel hlcreleri, osteoblastlar, diiz kas hucreleri
ve melanositler gibi mezodermal ve ndéroektodermal kdkenli hicrelerde
cogalmayi uyardigr gbésterilmistir (68, 69). Bu gdzlemler, ayni zamanda
bFGF’nin kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ve anjiyogenezle sonuglanan
patolojik sonuglara yol acgtigini da gdstermistir. Bazik FGF’nin son
zamanlarda Alzheimer, Parkinson, beyin iskemisi gibi nérodejeneratif
hastaliklarin tedavisi Uzerine etkisi yogdun bir sekilde calisiimaktadir (70-
78). Bazik FGF, néronlar, hipokampus, striatum, spinal kord, serebellum
ve parasempatik gangliyonlar Gzerinde tropik etkiye sahiptir. Mitoz sonrasi
farkhlagsmig néronlarin yagsamini artirir (76). Noronlari serbest radikallere,
nitrik okside, hipoglisemiye, eksitatér aminoasitlere ve oksijensizlige karsi
korur (10). Merkezi sinir sistemi yaralanmalari sonrasinda rejenerasyonda
bFGF 6nemli bir rol oynar (79). Beynin gegici ve devaml iskemisinden

korunmasinda bFGF énemli fonksiyon gorir (10).

2. 8. Diyot Lazer

Diyot lazerler oftalmatolojide yogun olarak kullaniimaktadir.
Avantajlari, cok yoénlulukleri, tasinabilirlikleri ve ekonomik oluslaridir.
Emisyon dalga boylart (810 nm) bazi klinikk durumlarda avantaj
olusturabilir. Diyot lazer enerijisi kizilétesi dalga boyunda gelistirildiginden
lens opasiteleri, vitrdz hemoroji, retinal vaskuler hastaliklarda yogun olarak
kullaniimaktadir. Retinal fotokoagulasyonda diyot lazerin faydalar klinik
calismalarla gosterilmigtir (80-83).
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3. GEREC ve YONTEM

3. 1. Kullanilan Deney Hayvanlari

Bu calismada, vicut agirliklari 1500-2700 gram arasinda degisen,
eriskin Chinchilla cinsi renkli (pigmentli) erkek tavsanlar kullaniimistir.
Hayvanlar, deney slresince standart pellet yem, yesil sebzeler ve cesme
suyu ile beslendiler. Calisma icin Cumhuriyet Universitesi Deney
Hayvanlari Etik Kurulu’ndan 01/03/2007 tarih ve B.30.2.CUM.0.01.00.00-
50/176 sayili onay belgesi alinmigtir (Onay belgesi 8. bélimde verilmigtir).

3. 1. 1. Kontrol ve Deney Gruplari
Grup-1 (n=10): Tavsanlarin sag gozleri higbir islem yapilmadan kontrol
grubu olarak ayrilip, sol gbzlerine ise diyot lazer uygulanmigtir. 10 gin
sonra sag ve sol goézler 11k ve elektronmikroskopik duzeyde incelenmek

dzere alinmigtir (Sekil 5).

Grup-2 (n=10): Tavsanlarin sag gézleri hicbir islem yapilmadan kontrol
grubu olarak ayrilmis, sol gbzlerine ise diyot lazer uygulanmasinin hemen
ardindan bFGF enjeksiyonu yapilmistir. Uygulamadan 10 gun sonra sag
ve sol goOzler 1sik ve elektronmikroskopik dizeyde incelenmek Uzere
alinmigtir (Sekil 5).

Grup-3 (n=10): Tavsanlarin sag go6zlerine intraokuler olarak bFGF’nin
hazirlanmasinda kullanilan tampon sivisi enjekte edilmig, sol gbzlerine ise
diyot lazer wuygulanmasinin hemen ardindan bFGF enjeksiyonu
yapiimistir. Uygulamadan 10 gin sonra sag ve sol goézler isik ve
elektronmikroskopik dizeyde incelenmek Gzere alinmistir (Sekil 5).

Bazik FGF’nin uygulandigi grup-2 ve 3te, 10 ul tamponla (Isiotech
Intraocular Irrigating Solution, loltech® S.A, France) hazirlanmis 10 pg
bFGF, limbusun 3-4 mm gerisinden transskleral olarak 27 G insulin
enjektord ile 0.05 ml vitr6ze enjekte edildi (Sekil 5).



Sekil 6. Deneyin uygulanmasi.
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3. 2. Anastezik ve Analjezik Uygulanmasi

Deneye baslamadan 6nce tavsanlara 50 mg/kg ketamine
hidroklorid, 15 mg / kg xylazine hidroklorid sol 6n ayak adalesine
intramuskler yolla uygulanarak anastezi yapildi. islem boyunca tavganlar
solunumlari spontan olarak devam edecek sekilde uyutuldular.
Tavsanlarin agri duymamasi i¢in rimadyl 3 gtin sureyle 4 mg / kg dozunda
subkutan olarak uygulandi. Uygulamadan 10 gin sonra benzer sekilde
tavsanlara anastezi uygulanmig, gézler alindiktan sonra deney hayvanlari

yUksek doz sodyum penta-barbital ile sakrifiye edilmistir (Sekil 5).

3. 3. Lazer Uygulanmasi

Anastezi altindaki tavsanlara Cumhuriyet Universitesi Goz
Hastaliklari Anabilim Dal’'nda diyotlu lazer cihazi (Oculight Symphony
Diyot Lazer-Iris Medikal) ile gbzlerine korneadan lazer glic girisi 50-1500
mW'ta olacak sekilde, 50-1000 um capta, 0.02 saniyeden baglayarak 1.0
saniyeye kadar araliklarla atig yapilarak retinal harabiyetin olusup
olusmadigi retinal gz muayenesi ile saptanip gorintilendi (Topcon Slit
Lamp Biomikroskop SL07).

3. 4. Kullanilan Cihazlar

e Ben Mari (Leica, Germany)

e Biomikroskop (Topcon Slit Lamp SL07, USA)

 Diyotlu lazer cihazi (Oculight Symphony Diyot Lazer-iris Medikal)

e Doku Takip Cihazi (Leica, Germany)

e Elektron Mikroskop (Zeiss EFTEM Libra 120 Transmisyon
Elektronmikroskop, Germany)

e Embedding Oven (MKN Taab, UK)

¢ Floresan mikroskop (Olympus BX51, Tokyo, Japan)

e Hassas Tarti (Denver Instrument Company, USA)

e Knife-maker (LKB Bromma 7800, Sweden)

e Multiplate (LKB Bromma 2208, Sweden)

e Manyetik karistirici (BIBBY Stuart, UK)
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Masaltistii Makro Santrif(lj (Mistral 1000 MSE, UK)

Mikro Dalga Firin (Argelik MD 554 intellwave, Tiirkiye)
Mikropipetler (10 pl, 20 pl, 200 pl ve 1000 pl, Gilson, USA)
Mikrotom (Leica, Germany)

Ph Metre (Metle Toledo MP 2200, UK)

Rapid Sectioning Cryostat for Routine Diagnostics (Leica,
Germany)

Rotator (Taab, UK)

Stereomikroskop (Nikon, Japan)

Ultratom (Reichert, Austria)

Ultratom (LKB,, Sweden)

Vorteks (Clifton Cyclone,UK)

. 5. Kimyasal Maddeler
AEC kromojen (Lab Vision, UK))
Basic fibroblast growth factor (Sigma,USA)
Cryomatrix Shandon (Thermo Scientific, USA)
Crystal Mount Aqueous Mounting (Sigma, USA)
Eozin (Biooptica, Milano, ltaly)
Gel Mount Aqueous Mounting (Sigma, USA)
Hematoksilen (Biooptica, Milano, Italy)
Large Volim Ultra Clean Diluent (Lab Vision, UK)
Large Volim Ultra V Blok (Lab Vision, UK)
Monoklonal Anti-Vimentin Cy3 Conjugate (Sigma, USA)
Mouse Anti-Human Nestin Monoclonal Antibody (Lifespan
Biosciences, USA)
Mouse anti-Ki-67 monoklonal antibody (Chemicon, USA)
Osmium Tetroxide Crystal (EMS, USA)
Paraformaldehit (Sigma, USA)
Peroxidase Reagent (% 3'luk H.O. cbézeltisi) (DBS Pleasanton,
USA)
Phosphate Buffer Saline (PBS) (Sigma, USA)
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e Sodyum borohidrid (NaBH4) (Merck, Germany)
e Triton X-100 (Sigma, USA)

3. 6. Doku Preparasyonu
Genel anestezi altindaki tavsanlara, 38 °C’de pH:7.4 olan 0.1 M
sodyum fosfat c¢dzeltisinde hazirlanan % 2.5 gluteradehit + % 1.5
formaldehitle 25-30 dakika genel vicut perflizyonu (kardiyak perflizyon)
uygulandi (84). Perflzyon ile kismi olarak tespit edilen gdzler cikarihp
kornealari uzaklastirildiktan sonra ayni fiksatifte 24 saat bekletildi. Isik
mikroskopik incelemeler icin ayrilan doku parcalari % 10’luk tamponlanmisg
nétral formalinde 24 saat daha tespit edilip, artan dereceli etanol ile
dehidre edildikten sonra ksilolle seffaflandirilip parafin iginde bloklandi.
Frozen kesitler icin ayrilan bes tavsan genel vicut perflzyonu
yapillmadan genel anestezi altinda gbézler alindiktan sonra ylksek doz
sodyum penta-barbital ile sakrifiye edildi. Alinan gdzler buz akistndn
dzerine alinip kornealari uzaklastirildi. % 5’lik tamponlu sukroz ¢ézeltisi ile
hazirlanmis % 4’l0k paraformaldehide alindi, stikroz orani kademeli olarak
% 20’ye arttirihp + 4 °C de bir gece bekletildi. Dokular sabah % 20’lik
sukroz c¢Ozeltisi frozen doku matriksi (cryomatrix) ile 1:1 oraninda
karistirildiktan sonra oda i1sisinda 60 dakika bekletildi. Kriyomatriks icinde
otuz dakika oda isisinda inkiibasyon ardindan -20 °C deki frozen cihazina
ahnarak bloklandi. (-) 20 °C deki kriyostat iginde poly-L-lysin kapli lama
10-15 pm kalinlikta seri kesitler alindi. Lamlari igceren kasetler aluminyum
folyolara sarlarak -80 °C’ye kaldirildi.
Elektronmikroskopi icin +4 °C’de 5-6 gin % 3'luk gluteraldehitte
bekletilen dokular daha sonra 2 saat sure ile %1’lik OsO4’le tespit edilerek

rutin islemlerden sonra Agar 100 rezinle bloklandi.

3. 7. Isik Mikroskopi

3. 7. 1. Histokimyasal Uygulama

Isik mikroskopik incelemeler igin parafine gémulen érneklerden Leica
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mikrotom ile alinan 5-7 um kalinhdindaki seri kesitlere hematoksilen-eozin
boyama uygulamasi yapildi ve lezyon alanlari arandi. Bu alanlar
saptandiktan sonra alinan kesitlere genel morfolojiyi géstermek amaciyla
hematoksilen-eozin boyama uygulamasi yapildi. Goéruntiler Olympus
BX51 (Tokyo, Japan) mikroskobu araciligi kaydedildi.

3. 7. 2. immiinohistokimyasal ve immiinofloresan Uygulamalar

Primer Antikorlar:
e Goat anti-mouse GFAP (Abcam, USA),
¢ Mouse anti-Ki-67 monoklonal antibody (Chemicon, USA),
e Mouse Anti-Human Nestin Monoclonal Antibody (Lifespan
Biosciences, USA),

e Monoklonal Anti-Vimentin Cy3 Conjugate (Sigma, USA)

Sekonder Antikorlar:

e Goat Anti-Mouse IgG (H&L) Peroxidase Conjugated Antibody
(Chemicon, USA)

e Goat polyclonal to Mouse IgG-H&L (Cy3)(Abcam, USA)

immiinofloresan Uygulamalar

Parafine gébmulu o6rneklerden alinan 5 pm’lik seri kesitler rutin
takiple suya indirildi. Otofloresansi engellemek icin 15 dakika Coleman’in
Schiff reaktifi uygulandi. % 2.5’luk NaBH, icinde 30 dakika bekletildi. Ug
kez onar dakika distile suda yikandi. 10 dakika peroksidaz (% 3 H2O»-
metanol '4) blogu sonrasi mikrodalga firinla antijen retriveal (EDTA- pH: 8,
600 watt 5 dakika, 360 watt 15 dakika) yapildi. 15 dakika serum UV
blogunu takiben ylkama yapmaksizin UV blok dékulip primer antikor
(GFAP seyreltmeden-dogrudan ve Nestin 1/100 oraninda seyreltilerek) ile
90 dakika ve sekonder antikorla (Goat anti-mouse Cy3 conjugated IgG 1/
100) 60 dakika inkiibe edildi. Uc kez beser dakika PBS’te yikama sonrasi
oda isisinda kurutulup, gel mount aqueous mounting medyum ile

kapatildi. Tom ara basamaklarda PBS’'te ylkama ve inkibasyonlar oda



47

Isisinda ve nemli kutuda yapildi.

Vimentin primer konjuge (monoclonal anti-vimentin Cy3 conjugate 1
/ 50) oldugu icin 90 dakika oda isisinda nemli kutuda inkiibe edilip PBS’te
3 kez beser dakika ylkama sorasi oda isisinda kurutulup gel mount
aqueous mounting medyum ile kapatildi.

immiinohistokimyasal Peroksidaz anti-peroksidaz (PAP) ydéntemi:
Frozen kesitler oda 1sisinda kurutuldu ve % 0.71’lik triton-X100’lG fosfat
tamponlu tuzda (PBST) hazirlanan % 1’lik sodyum dodesil silfat ile 5
dakika antijen retrieval yapildi. Kesitler, bDW’de (cer kez 10 dakika
yikandi. Peroxidaz (%3 H>Oz-metanol %) blogu 10 dakika yapildi. 15
dakika UV blok uygulandi. UV blok damlasi dékildikten sonra yikama
yapmadan primer antikorla (Ki-67, 1/10) 2 saat inklbe edildi. Sonra
sekonder antikor (anti-mouse 1gG, H&L peroxidase conjugated IgG 1/100 )
60 dakika inkibe edildi. PBS’te yikandi ve oda isisinda kurutulup gel
mount aqueous mounting medyumla kapatildi. Tim ara basamaklarda 3
kez beser dakika PBST’te yikama ve tiim inklbasyonlar oda isisinda
nemli kutuda yapildi.
immunfloresan gérintiler Olympus BX51 (Tokyo, Japan) Floresan
mikroskop ile uygun alanlardan kademeli olarak fotograflandi.

3. 8. Elektronmikroskopi

Lezyon alanlarini tesbit igin Agar 100 rezinle bloklanan 6rneklerden
LKB-V ve Reichert ultratomlari ile alinan yari ince kesitlere Toluidin blue O
boyamasi uygulandi. Lezyon alanlarindan 100 ve 200 meshlik bakir
gridlere alinan ince kesitler 20 dakika % 70’lik metanolde doyurulmusg
uranil asetat ¢ozeltisi ve 1 dakika % 1’lik kursun sitrat ile kontrast
boyamas!i uygulanarak 9 Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-
Embriyoloji Anabilim Dal’'nda bulunan EFTEM Libra 120 transmisyon
elektron mikroskobunda incelenerek uygun alanlardan kademeli olarak
g6rantllendi.
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4. BULGULAR

4.1. HISTOKIMYASAL BULGULAR

Deney ve kontrol gruplarina ait otuz tavsana ait bulgular ayri ayrn
degerlendirildi.

4. 1. 1. Uygulama Yapilmamis Kontrol Grubu

ic noral retina (ndrosensoriyel retina) ve pigment epiteli olarak
bilinen epitel hicrelerinden olusan disg tabaka olmak Uzere iki temel
tabakadan olusan retinanin tim tabakalari diizenli olarak izlenmigstir (Sekil
7A ve 7B). Noral retinanin vitr6zden baslayarak sinir fibrilleri tabakasi,
ganglion hicre tabakasi, i¢ pleksiform tabaka, i¢ nikleer tabaka, dis
pleksiform tabaka, dis nlkleer tabaka ve fotoreseptdr tabaka olmak tzere
tabakalarn belirgin olarak izlenmektedir (Sekil 7 A, 7 B ve 8). Pigmentli
retina epiteli altinda ise bol damarli, pigmentli, gevsek bag dokusu
yapisindaki koroid tabakasi normal morfoloji ile izlenmistir (Sekil 7 A ve 7
B).

4. 1. 2. Tampon Coézeltisi Uygulanmis Olan Kontrol Grubu

Goze herhangi bir madde enjeksiyonun retina Uzerinde etki yapip
yapmadigini arastirmak Uzere tavsanlarin sag gbzine bazik fibroblast
blyime faktérinin hazirlanmasinda kullanilan tampon ¢ozeltisi enjekte
edildi. Bu grupta uygulama yapilmayan kontrol grubu ile benzer bulgular
elde edildi (Sekil 9 ve 10).
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Sekil 7. Uygulama yapilmamig grupta retina ve koroidin genel gérinimda.
Koroid (KO), koroidal kan damarlari (KD), pigmentli retina tabakasi (PE)
fotoreseptérlerin dis (DS) ve i¢ (IS) segmentleri, dis niikleer (DN), dis
pleksiform (DP), i¢ niikleer (iN), i¢c pleksiform (iP), ganglion hiicre (GH) ve
sinir fibrilleri (SF) tabakalari (A ve B). Hematoksilen-Eozin, A:X 40, B:X
100

Sekil 8. Uygulama yapilmamis grupta néral retina tabakalarinin daha
biyik blyltmede goérinimi. Fotoreseptérlerin dis (DS) ve i¢ (IS)
segmentleri, dis nilkleer (DN), dis pleksiform (DP), i¢ nikleer (IN), ic
pleksiform (iP), ganglion hiicre (GH) ve sinir fibrilleri (SF) tabakalari.
Hematoksilen-Eozin, X 100.
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Sekil 9. Tampon c¢Ozeltisi uygulanmig kontrol grubunda retina
tabakalari. Fotoreseptorlerin dis (DS) ve i¢ (IS) segmentleri, dis
nilkleer (DN), dis pleksiform (DP), i¢ niikleer (iN), ic pleksiform (iP),
ganglion hiicre (GH) ve sinir fibrilleri (SF) tabakalari. Hematoksilen-
Eozin, X 40.

Sekil 10. Tampon ¢Ozeltisi uygulanmis kontrol grubunda retina
tabakalarinin daha blytk blyUtmede goérinimu. Fotoreseptdrlerin
dis (DS) ve i¢ (iS) segmentleri, dis nikleer (DN), dig pleksiform
(DP), i¢c niikleer (iN), i¢c pleksiform (iP), ganglion hiicre (GH) ve sinir
fibrilleri (SF) tabakalari. Hematoksilen-Eozin, X 100.
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4. 1. 3. Diyot Lazer ile Fotokoagiilasyon Uygulanmis Grup

Bir prob yardimi ile tavsan retinalarina diyot lazer fotokoagulasyonu
uygulanmasindan on gin sonra alinan retina dokularinda klinik olarak
retina yaniklari izlenmistir. Histopatolojik bulgularda ise ic retinal hiicresel
elementlerde daha belirgin olmak Gzere retinanin tim kalinliginda retinal
hicre kayiplari izlenmigtir (Sekil 11). Retinal yaniklarin yani sira ciddi
koroidal hasarlar ve bazi gézlerde ise i¢ sklera hasarlari izlenmistir (Sekil
11). Yanik retinal alanin genellikle ylizeye skleraya dogru evagine olurken
koroide dogru da invagine oldugu izlenmistir (Sekil 11). Bu grupta en ¢ok
etkilenen tabakanin dis nlkleer tabaka oldugu, tabaka hUcrelerinin
tamamen ortadan kalktigi, ancak hasara komsu alanlarda tabaka
hicrelerinin normal yapisini korudugu izlendi (Sekil 11 ve 12). Dis nikleer
tabakada yikim ve beraberinde yanik lezyonunun merkezi kisminda
cekirdek kayiplari gdzlenmistir. ikinci derecede etkilenen diger tabakalar
ise i¢c nukleer tabaka ile fotoreseptorlerin ic ve dis segmentlerini
bulunduran tabakalardir (Sekil 11 ve 12). Bu grupta i¢ nikleer tabakanin
koroide dogru invagine oldugu gézlenmistir. Dig pleksiform ve i¢ nUkleer
tabaka hucrelerinin yanma ile kaybedilen hasar alanini doldurdugu
izlenmistir. ic nikleer tabakaya ait bu hicreler 6kromatik belirgin
cekirdekleri ile dikkati cekmistir (Sekil 11 ve 12). Hasar alaninda retina
epitel tabakasinin devamlihg da ortadan kalkmigtir (Sekil 11). Bu
alanindaki pigmentli retina epitel hiicrelerinin normal alanlarindan ayrilarak
Ust tabakalara dogru yer degistirdigi ve i¢ nikleer tabakaya kadar ulastig
g6ralmustar (Sekil 11 ve 12). Bu grupta ayni zamanda koroidal damarlarin
dilate oldugu da (Sekil 11) gézlenmistir. i¢ nikleer tabakaya ulasmis
pigment hdcreleri yani sira, yuzeyel sinir fibrilleri tabakasi ile hasar alani
arasinda uzanan ig bigimli heterokromatik ¢ekirdekli ve uzun sitoplazmik
uzantilari eozinofilik olan dikey yerlesimli hicrelere rastlanmigtir (Sekil
12). Tom tabakalar arasinda farkli buyukliklerde 6dematéz alanlar
izlenmigtir (Sekil 12).
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Sekil 11. Diyot lazerle fotokoagulasyon uygulanmig grupta hasar alaninda
(kesik cizgiler) skleraya dogru evaginasyon (siyah oklar), koroid
tabakasina dogru invaginasyon (kirmizi oklar) ve koroidal kan
damarlarinda dilatasyon (*) dikkati cekmekte. Sklera (SKL), koroid (KO),
pigment epiteli (PE), dis niikleer (DN), dis pleksiform (DP), i¢ niikleer (iN),
ic pleksiform (IP) tabakalari. Hematoksilen-Eozin, X40.

Sekil 12. Diyot lazerle fotokoagllasyon uygulanmig grupta hasar alaninin
goriinimai. i¢ nilkleer tabakaya ulasmis pigment hiicresi (*), ylzeyel sinir
fibrilleri tabakasi ile hasar alani arasinda uzanan ig bigimli ¢ekirdekli ve
uzun uzantili dikey yerlesimli hdcreler (oklar), 6édematdz alanlar (ok
baslari). Hematoksilen-Eozin, X 100.
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4. 1. 4. Diyot Lazer ile Fotokoagiillasyon Ardindan bFGF
Uygulanmig Grup

Bir prob yardimi ile tavsan retinalarina diyot lazer fotokoagulasyonu
uygulanmasindan hemen sonra bGF uygulamasinin ndroprotekiif
etkilerinin arastinldigi bu deney grubunda uygulamadan 10 gin sonra
alinan retina ornekleri 151k ve elektron mikroskopik dizeylerde arastirldi.
Elde edilen histolojik bulgularda dis nukleer tabakanin tamamen ortadan
kalktigi, ic nikleer tabakada bulunan hicrelerin godalarak asagiya koroid
tabakasina dogru invagine oldugu ve retina pigment epiteli tabakasi ile
temas ederek yara alanini doldurdugu izlendi (Sekil 13). Yara alaninin
tabanini retina pigment epiteli hdcreleri ddserken, epitelden ayrilan
yuvarlak ve iri pigmentli hicrelerin yuzeye dogru ilerleyerek i¢ nikleer
tabaka htcreleri arasina yerlestikleri izlendi (Sekil 13). Yara alaninda
retina pigment epiteli tabakasi kesintisiz olarak izlenirken bu bdlgedeki
pigment epitelinin hemen Ustinde genis 6demat6z alanlar da gértalmastir
(Sekil 13 ve 14 A-C). Yanik hasar alani kiglk oldugunda, i¢ nikleer
tabakanin dizenini kaybetmedigi ancak dis pleksiform tabakanin vitréze
dogru evagine olurken, koroid tabakasina dogru da invagine olarak yara
alanini tamamen doldurdugu izlenmistir. Yara alaninda kalinhigi artan dig
pleksiform tabaka icinde dis graniler tabakaya ait az sayida htcreler de
g6ralmustar. Yara alanina komsu alanlarda ise diger tabakalarin normal
morfolojilerini korudugu saptandi (Sekil 14 A-C). Bazi retina érneklerinde
ise hasar alaninda tabakalarin ne evaginasyon ne de invaginasyon
gOsterdigi tabakalarin ¢ok dizenli olarak siralandidi, retinanin normal
kalinhginda oldugu, rejenerasyonun 6nemli &lcide basarildigl izlendi
(Sekil 15, 16, 17). Bu drneklerde en reaktif tabakanin pigmentli retina
epiteli tabakasi oldugu, bu tabakanin kesintisiz olarak devam ettigi de
izlendi (Sekil 15, 16 A, 16 B, 17). Bu grupta nadiren i¢ nikleer tabakada
hicre ¢odalmasinin énemli élglide arttigi ve dis nikleer tabaka ile birlikte
altta retinal epitel tabakasina kadar invagine oldugu da saptandi (Sekil
17). Hasar alanina uzak noktalarda ise retinal tabakalarda histolojik
yapilarinda degisiklik izlenmemistir (Sekil 18 A ve 18 B).
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Sekil 13. Diyot lazerle fotokoagllasyon uygulanmasi ardindan bFGF
uygulanmis grupta hasar alaninin gérinimi (kesik gizgiler). i¢ niikleer
tabakaya kadar cikan pigmentli hiicreler (oklar). Sklera (SKL), koroid (KO),
pigment epiteli (PE), dis niikleer (DN), i¢ niikleer (IN), ic pleksiform (iP),
ganglion hiicre (GH) ve sinir fibrilleri (SF) tabakalari. Hematoksilen-Eozin,
X 40.
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Sekil 14. Diyot lazerle fotokoagllasyon + bFGF uygulanmis grupta
yanik hasar alani kiiglik oldugunda i¢ niikleer tabakanin (IN) diizenini
kaybetmedigi ancak dis pleksiform tabakanin vitréze dogdru evagine
olurken (mavi oklar) koroide dogru da invagine (ok baglari) olarak yara
alanini tamamen doldurdugu izlenmekte. Kesintisiz pigmentli retina
epiteli tabakasi (siyah oklar), 6demat6z alanlar (*), ic pleksiform
tabakada pigment grandlli hicreler (kirmizi ok). Hematoksilen-Eozin,
A: X40, B: X20, C: X100.
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Sekil 15. Diyot lazerle fotokoagllasyondan sonra bFGF verilen grupta
hasar alaninin gorinumu(kesik gizgiler). Hasar alaninda tamirin énemli
Olcide basarildigr izlenmekte. Koroid (KO), koroidal kan damari (KD),
pigment epiteli (PE), dis pleksiform (DP), i¢ niikleer (iN), ic pleksiform (iP)
tabakalarr Hematoksilen-Eozin, X 100.

Sekil 16. Diyot lazerle fotokoagllasyondan sonra bFGF uygulanmis
grupta hasar alaninda (kesik cizgi) tamirin énemli 6lgide tamamlandigi
izlenmekte. Kesintisiz pigment epiteli (kirmizi oklar). Koroid (KO), pigment
epiteli (PE), fotoreseptérlerin dis segmenti (DS), ic segmenti (iS), dis
nikleer (DN), dis pleksiform (DP), i¢ nikleer (IN), i¢c pleksiform (iP),
ganglion hicre (GH) ve sinir fibrilleri (SF) tabakalari. Hematoksilen-Eozin,
A: X40, X 100.
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Sekil 17. Diyot lazerle fotokoagilasyondan sonra bFGF uygulanmig
grupta hasar alaninin gériinimi (kesik gizgiler). Ig nikleer tabakanin (iN)
kalinlastigi, pigmentli retina epitel tabakasina ait ¢odalan hicrelerin Ust
tabakalara dogru ilerledigi (beyaz oklar), kesintisiz pigment epiteli (kirmizi
oklar), dis pleksifom tabaka invaginasyonu (*) izlenmekte. Koroid (KO),
pigment epiteli (PE), fotoreseptdr dis segment (DS), ic segment (IS), dis
nikleer (DN), dis pleksiform (DP), i¢ niikleer (iN), i¢ pleksiform (iP),
ganglion hicre (GH) ve sinir fibrilleri (SF) tabakalari. Hematoksilen-Eozin,
X20.
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Sekil 18. Diyot lazerle fotokoagulasyondan sonra bFGF uygulanmis
grupta hasar alanina uzak bdlgelerde koroid ve retina tabakalarinin
goérindmu. Kesintisiz pigment epiteli (kirmizi oklar). Koroid (KO), pigment
epiteli (PE), fotoreseptérlerin dis segmenti (DS), ic segmenti (iS), dis
nikleer (DN), dis pleksiform (DP), i¢ nikleer (IN), i¢c pleksiform (iP),
ganglion hicre (GH) ve sinir fibrilleri (SF) tabakalari. Hematoksilen-Eozin,
A: X40, X 100. Hematoksilen-Eozin, A: X 40, B: X100.
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4. 2. IMMUNOHISTOKIMYASAL-IMMUNOFLORESAN BULGULAR

4. 2. 1. Glial Fibrillar Asidik Protein (GFAP) immiinoreaktivitesi

Glial fibriller asidik protein-pozitif hiicre sayisi kontrol grubu tavsan
retinalarinda oldukga az sayida izlendi (Sekil 19 A). Diyot lazer ardindan
bFGF wuygulanan tavsan retinalarinda hasar bdlgesinin  merkezi
alanlarinda diger bélgelere ve kontrol grubuna gbre glial fibriller asidik
protein-pozitif hlicre sayisi daha fazla idi. Retinanin i¢ nikleer tabaka ile
dis pleksiform tabakalarinda daha kuvvetli GFAP immunoreaktivitesi
saptandi (Sekil 19 B ve C).
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Sekil 19. Retina 06rneklerinde glial fibriller asidik  protein
immunoreaktivitesi. A: kontrol, B ve C: Lazer sonrasi bFGF uygulanmig
deney grubunda retinanin i¢c nilkleer tabaka (iN) ile dis pleksiform
tabakalarinda (DP) daha kuvvetli immuUnoreaktivite gosteren GFAP-pozitif
hiicreler (ok baslari). Bar: A ve B: 100 um, C: X100
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4. 2. 2. Vimentin immiinoreaktivitesi

Anti- vimentin antikorunu test etmek icin uygulanan negatif kontrol
kesitlerinde  vimentin-pozitif hlcreler izlenmedi ($ekil 20). Uygulama
yapilmamig kontrol gruplarinda vimentin proteini-pozitif htcreler dis
nikleer tabaka hlicrelerinde orta siddette bir immiinoreaktivite izlenirken,
maksimum vimentin ekspresyonu i¢ nikleer tabaka hicrelerinde, ganglion
tabakasi hicrelerinde, sinir fibrilleri tabakasinda ve Muller hiicresi gbévde
ve uzantilarinda izlenmistir (Sekil 21 A, B, C). Diger tabakalardaki
vimentin immunoreaktivitesi ¢cok zayif olarak izlendi (Sekil 21 A, B, C).

Diyot lazer ile fotokoagllasyon uygulanmasindan on gin sonra
alinan retina 6rneklerinde hasar alanina uzak alanlardan alinan kesitte
retina pigment epiteli tabakasi diginda sinir fibrilleri tabakasinda en yogun
olmak Uzere tum retinal tabakalarda ve koroid tabakasinda vimentin
ekspresyonu izlendi (Sekil 22 A). Hasar alaninda ise  vimentin
ekspresyonu 06zellikle alanin merkezi boélgesinde, yaniga bitigik alanlarda
ve sinir fibrilleri tabakasinda yogunlasmisti (Sekil 22 B).

Lazerle fotokoagllasyondan hemen sonra bFGF enjekte edilen
tavsanlardan on gin sonra alinan retina érneklerinde retina pigment epiteli
tabakas! hari¢ vimentin ekspresyonunun tim retinal tabakalarda daha
dizenli olarak dagihm goésterdigi, ancak hasar alaninin skleraya dogru
evagine oldugu Ust bélgelerinde anti-vimentin immunoreaktivitesinin daha
zayif, bu alana komsu sinir fibrilleri tabakasinda ise ¢ok kuvvetli oldugu
izlendi (Sekil 23 A). Lazerle hasarlanmis alan daha kiguUk oldugunda tim
tabakalarda ¢ok kuvvetli vimentin immunolokalisyonu saptandi (Sekil 23
B).
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Sekil 20. Vimentin immUnoreaktivitesi. Negatif kontrol. Gangliyon hiicre
(GH), i¢ pleksiform (IP), i¢c nikleer (iN), dis pleksiform (DP), dis niikleer
(DN) tabakalar. Bar 100 pm.

Sekil 21. Uygulama yapilmamis kontrol grubuna ait tavsan retinalarinda
vimentin-pozitif hdcreler. Dig nlkleer tabakada (DN) orta siddette, ic
nikleer (iN), sinir fibrilleri tabakasinda (SF) ve Milller hiicre gdvde ve
uzantilarinda (*) kuvvetli immuUnoreaktivite. A, B: Bar 200.0 um, C: 100.0

um.
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Sekil 22. Tavsan retinalarina diyot lazer uygulandiktan on giin sonra anti-
vimentin immuanoreaktivitesi.

A. Hasar alanina uzak bélgelerde pigment epiteli tabakasi (PE) hari¢ sinir
fibrilleri tabakasinda (SF) daha yogun olmak lzere tim retinal tabakalarda
vimentin ekspresyonu izlenmekte. Bar: 20.0 um.

B. Hasar alani (kesik gizgiler) merkezinde, sinir fibrilleri tabakasinda (SF)
ve hasara bitisik alanlarda izlenen kuvvetli vimentin immunoreaktivitesi
(*). Bar: 100.0 pm.

Sekil 23. Diyot lazer+bFGF uygulanmis  grupta  vimentin
immunolokalizasyonu.

A. Genis lazer yanik alani olusturuldugunda vimentin-pozitif hicreler pigmentli
retina epiteli tabakasi (PE) hari¢ diger tabakalarda dizenli dagilim gdsterirken
hasar alanina bitigik sinir  fibrilleri tabakasinda (SF) kuvvetli
immunolokalizasyon izlemekte. Bar: 100.0 pm.

B. Hasar alani (kesik ¢izgiler) kiigik oldugunda anti-vimentin aktivitesi pigment
epiteli tabakasi (PE) hari¢ tOm retinal tabakalarda ¢ok kuvvetli (*) olarak
izlenmekte. Bar: 100.0 pm.
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4. 2. 3. Nestin immiinoreaktivitesi

Nestin-pozitif hlicre sayisi uygulama yapilmamis kontrol grubuna ait
kesitlerde néral retinanin i¢ nikleer tabakasinda daha yogun olarak izlendi
(Sekil 24 A). Bu hacrelerin sayisi hasar boélgelerinde diger bolgelere goére
daha fazla idi. Nestin-pozitif hdcreler, koroid tabakasinda bulunan
damarlar c¢evresinde, dig nikleer tabakanin ortadan kalktigi tamir
bdlgelerinde, pigment epiteli tabakasinda daha yogun olarak izlendi (Sekil
24 B).
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Sekil 24. Tavsan retinalarindan parafin teknigi ile alinan kesitlerde nestin
immunoreaktivitesi. Sinir fibrilleri (SF), gangliyon hiicre (GH), i¢ pleksiform
(iP), ic nukler (IN), dis pleksiform (DP), dis niikleer (DN), fotoreseptor i¢
(IS) ve dis segmentleri (DS), pigment epiteli ve koroid tabakalari (KO).

A. Uygulama yapiimamis kontrol grubu tavsanlarin retinalarindan alinan
kesitlerde nestin immanoreaktivitesi. Bar 100.0 um.

B. Lazer uygulamasindan sonra bFGF uygulanan deneklerden alinan
kesitlerde nestin-pozitif hiicreler koroidal damarlar ¢evresinde, pigment
epiteli tabakasinda (PE) ve rejenerasyon alanlarinda (*) izlenmekte. Bar
200.0 pm.
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4. 2. 4. Ki-67 imminoreaktivitesi

Ki-67 proteininin ekspresyonu tamamen hicre ¢odalmasi ile
ilgili oldugundan uygulama yapilmamis kontrol grubuna ait
retinalardan alinan frozen kesitlerde Ki-67 pozitif immunoreaktivitesi
koroid tabakasinda, pigment epiteli tabakasinda, dis ve i¢ nikleer
tabaka hucrelerinde ¢ok zayif olarak izlendi (Sekil 25). Diyot lazer
uygulanmasindan hemen sonra bFGF uygulanan tavsanlarin
retinalarinda koroid tabakasindaki damarlar ¢evresinde (Sekil 26
A), retinanin 6zellikle retina pigment epiteli tabakasinda, dis nikleer
tabakasinda, i¢ pleksiform tabakaya kadar ulasan retina pigment
epiteli hicrelerinde (Sekil 26 A, B, C) daha kuvvetli olarak izlendi.
Hasar alaninda Ki-67 pozitif hicre sayisinin olduk¢ca az oldugu
izlendi (Sekil 26 A, B, C).



Sekil 25. Lazer uygulanmamis kontrol grubunda anti-Ki-67
immunoreaktivitesi. Koroid (KO), pigment epiteli (PE), dis nikleer
(DN), ic niikleer (iN), gangliyon hiicre (GH) ve sinir fibrilleri (SF)
tabakalar izlenmekte. Bar: 50.0 um.
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Sekil 26. Lazer uygulamasi sonrasi bFGF uygulanan deneklerin
retinasinda anti-Ki-67 immunoreaktivitesi.

A. Hasar alaninda i¢ nUkleer tabakada anti-Ki-67 immunorektivitesi (ok
bag!). i¢ pleksiform tabakaya (IP) g6¢ etmis retina pigment epiteli hiicreleri
(*). Sklera (SKL), koroid (KO), kooidal kan damar (KD), pigment epiteli
(PE), dis nikleer (DN), dis pleksiform (DP), i¢ niikleer (IN), ic pleksiform
(iP) ve sinir fibrilleri (SF) tabakalari. Bar: 50.0 um.

B. Hasar alaninda dis niikleer tabakaya (DN), i¢ niikleer tabakaya (iN) ve i¢
pleksiform tabakaya (IP) goc¢ etmis retina pigment epiteli hicreleri (*) ve
anti-Ki-67 immunorektivitesi (ok bagi). Bar: 100.0 um.
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4. 3. ELEKTRONMIKROSKOPIK BULGULAR

4. 3. 1. Uygulama Yapilmamis Kontrol Grubu

Bu gruptan alinan yari-ince kesitlerde retinanin tim tabakalar
dizenli histolojik tabakalar ile izlenmigtir. Koroide komsu alcak kibik
bicimli pigment retina hicre cekirdeklerinin 6kromatik ve belirgin
cekirdekgikli olduklari izlenirken sitoplazmalarinda melanin grandllerinin
apikal yerlesimli ve koyu bazofilik boyandiklari izlenmistir (Sekil 27).
Pigment epiteli Gzerinde sirasiyla fotoreseptdér tabakanin dis ve ic
segmentleri, dis nikleer, dis pleksiform, i¢ nikleer, i¢ pleksiform, ganglion
hicre tabakalar izlenmistir (Sekil 27).

Elektronmikroskopik dizeyde incelemede dis nulkleer tabaka
hiucreleri ¢ekirdeklerinin oldukga iri oldugu ve sitoplazmanin énemli bir
bolimand doldurduklari, bazi hicre c¢ekirdeklerinin ise sitoplazmayi
hemen hemen kapladiklari géruldi (Sekil 28). Cekirdekte heterokromatik
alanlarin parcall genis kiimeler olarak bulundugu gérildi (Sekil 28). g
nukleer tabaka hicrelerinin iri 6kromatik ¢ekirdekli olduklari ve dis nukleer
tabaka hicrelerine gbre daha genis sitoplazmalamik alanlara sahip
olduklar izlenmigtir. Heterokromatin genellikle ¢ekirdek zarinin altinda
ince bantlar seklinde yer almistir (Sekil 29A, 29B, 29C). i¢ nilkleer tabaka
hiicrelerinde yer yer sitoplazmik kic¢uk vakuoller de izlenmistir (Sekil 29A,
29B, 29C, 30A). ic pleksiform tabakada bipolar, amakrin, gangliyon ve
Muller hlcrelerine ait uzantilar normal yapilari ile izlenmistir (Sekil 30A ve
30B). i¢ pleksiform tabaka ile i¢ nilkleer tabaka hiicrelerinin de yakin
iliskide oldugu, normal histolojik yapilari ile izlenen i¢ nikleer tabaka
hucreleri arasinda yer yer dens heterokromatik piknotik ¢ekirdekli ve
organelden fakir, genis seffaf sitoplazmali dejenerasyona ugramis
hicreler de izlenmistir (Sekil 30A). Noral retinanin i¢ pleksiform
tabakasindaki uzantilar arasinda sinaptik alanlar dens goérinimleriyle
izlenmistir (Sekil 30A ve 30B). Kesintili olarak izlenen dis sinirlayici
membran, fotoreseptér tabakasi ile dig niUkleer tabaka arasinda sinir
olusturmaktadir (Sekil 31A ve 31B). Fotoreseptdrlerin hicre zarlar ile
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Muller hlcrelerini birlestiren baglanti kompleksleri tarafindan olusturulan
dis sinirlayict membran, dis nikleer hiicre tabakasi hiicreleri arasinda da
kesintili bir hat olarak normal yapisi ile izlenmistir (Sekil 32A ve 32B).
Fotoreseptodrlerle Maller hucreleri arasinda kurulan zonula adherens tipi
baglanti kompleksleri dens gérintmleri ile elektronmikrograflarda belirgin
olarak izlenebilmistir (Sekil 32A ve 32B). Rod hicre sfertllerinin ince
yapilari normal goérindmlerini  korumustur (Sekil 32B). Retinal
makroglialardan olan Mdaller htcrelerinin fibréz yapilar igeren uzun
uzantilari ise dis nikleer tabaka hUlcreleri arasinda onlari ¢epecevre
kusatir gériinimde izlenmigtir (Sekil 33). i¢ pleksiform tabaka hiicrelerinin
arasinda kurulan sinaptik baglantilar (Sekil 34 A ve 34 B) dens yapilar
olarak izlenmistir. Bu grupta oval ya da ovoid bigimli melanin pigment
granullerine sahip retina pigment epiteli hlcreleri ve fotoreseptérlerin dig
segmentleri de ince yapi seviyesinde normal histolojik yapida izlenmistir
(Sekil 36).
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Sekil 27. Uygulama yapiimamis kontrol grubuna ait tavsan
retinalarinin tabaka ve hucrelerinin yari-ince kesitlerde gérinima.
Pigmentli retina tabakas! (PE) fotoreseptorlerin dig (DS) ve i¢ (iS)
segmentleri, dig nikleer (DN), dis pleksiform (DP), i¢c nikleer (iN),
ic pleksiform (iP), ganglion hiicre (GH) ve sinir fibrilleri (SF)
tabakalari izlenmekte. Toluidin blue-O. X100.

Sekil 28. Kontrol grubunda ndéral retinanin dis ndkleer tabaka
hicrelerinin  ince yapisi. Heterokromatik ¢ekirdekler (Q),

sitoplazma (*). Bar: 10 000 nm.
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Sekil 29. Kontrol grubunda ndral retinanin i¢c ndkleer tabaka
hiicrelerinin ince yapisi. Okromatik cekirdekler (C), sitoplazmik
vakuoller (oklar). A ve C: Bar 10 000 nm, B: Bar 5 000 nm.
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Sekil 30. Kontrol grubunda néral retinanin genel gérinima.

A.

ic nikleer ve i¢ pleksiform tabaka. i¢ niikleer tabakada normal
morfolojide hucreler yani sira dens piknotik cekirdekli genis
sitoplazmali dejeneratif htcre (*). Bar 10 000 nm.

. Ic pleksiform tabakada bipolar, amakrin, gangliyon ve Miiller

hicrelerinin uzantilari arasindaki sinaptik alanlar (ok). Bar 5 000

nm.

Sekil 31. Kontrol grubunda dis sinirlayici membranin ince yapisi.

A.

Dis sinirlayict membran (ok), dis nikleer tabaka htcreleri (DN),
fotoreseptdr tabakanin ic segmentleri (iS). Bar 5 000 nm.
Dis sinirlayici membran (ok), dis nikleer tabaka hucreleri (DN)

ile fotoreseptorlerin ic segmentleri (iS) tabakasi. Bar 2 000 nm.
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Sekil 32. Kontrol grubunda dis sinirlayict membranin (ok) ince

yapisi daha buydk buydtmede izlenmekte.

A.

Fotoreseptérlerle Miller hcrelerinin  uzantilar arasindaki
zonula adherens tipi (ok) baglanti kompleksleri (A). Bar 2 000
nm.

Normal morfolojik gérintmleri ile Rod hicre sferdlleri  (*).
Bar 2 000 nm.
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Sekil 33. Kontrol grubu retinalarinda dis nikleer tabaka hicreleri
arasinda Muller hiicrelerine ait fibriller yapida uzantilar (*). Bar 2000

nm.
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Sekil 34. Kontrol grubunda i¢c pleksiform tabakada sinaptik
alanlar (oklar) (A), Muller htcresi uzantilarn (*) ( B). Bar A: 2 000
nm, B: 1 000 nm.

Sekil 35. Pigmentli retina hicrelerinde ovoid bicimli melanin
granllleri (ok baslar), heterokromatik ¢ekirdek (G), epitelin
oturdugu bazal lamina (*), fotoreseptérlerin dis segmentleri (DS).
Bar A: 5000 nm.
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4. 3. 2. Diyot Lazer Uygulanan Grup Bulgular

Bu grupta diyot lazerle fotokoagllasyondan sonra ndral
retina ve koroidde bélgesel histopatolojik degisiklikler izlenmistir. En
belirgin bulgu yanik bdlgesine komsu normal retina tabakalarinin
asaglya koroide dogru ¢dkmeye baslamasi ve ayni zamanda yanik
alaninin komsu alanlara gére ylzeye dogru kalinlasarak gikinti
yapmasidir (Sekil 36 ve Sekil 37). Diyot lazerle indUklenen retinal
lezyonlarda onuncu ginde en ¢ok etkilenen tabakanin dis nikleer
tabaka oldugu saptanmistir (Sekil 36 ve Sekil 37). Dis nukleer
tabakada yikim ile yanik lezyonunun merkezi kisminda cekirdek
kayiplari gézlenmigtir. Dis nUkleer tabaka énemli élglide inceldigi
ve i¢ nukleer tabakanin koroide dogru invagine oldugu gézlenmigtir.
Lezyona komsu alanlarda bol mitotik figlrler izlenmigtir. Lezyonun
orta hattinda retinal pigment epitel tabakasinin da devamliligini
yitirerek kesintiye ugradigi gézlenmistir (Sekil 36 ve Sekil 37). ic
nikleer tabakada ¢ogalan htcrelerin oldukca blyludiugu, ékromatik
cekirdekleri, genellikle periferal yerlesimli cekirdekgikleri oldugu
gbrulmuastir (Sekil 37). Transmisyon elektronmikroskopu ile yapilan
incelemelerde ise hasar alaninda az sayida bulunan dis nukleer
tabaka hicrelerinin dens heterokromatik c¢ekirdekli, yer yer piknotik
cekirdekli olduklari, c¢ekirdek kontlrlerinin dizensizlestigi ve
sitoplazmik organellerde kayiplar oldugu goértlmastir (Sekil 38A).
Hasar alanina i¢ nukleer tabakadan g6¢ eden hicreler ise iri
O6kromatik cekirdekleri belirgin gekirdekgikleri ile dikkati ¢ekmistir
(Sekil 38 B ve Sekil 39 A, B C). Hasar alaninda i¢ nukleer tabaka
hicreleri arasinda genis 6demat6z alanlarin yer aldigr goéralmastar
(Sekil 38 A, 38 B, Sekil 39 C). i¢ pleksiform tabakada ganglion
hucreler, bipolar hiicreler ve amakrin hiicreler arasindaki sinapslar
normal yapilarini  korumustur (Sekil 40). Sinaptik alanlarda
merkezleri dens yapida sinaptik vezikiller ve mitokondrilerin yer

aldigi géruntd alanlari izlenmistir (Sekil 40).
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Sekil 36. Diyot lazer uygulanmasindan on giin sonra hasar alaninin
gbrinima. Lezyonun merkezi kisminda dis nikleer tabakada (DN)
yikim ve cekirdek kayiplari, retina pigmentli epitel tabakasinin (PE)
kesintiye ugradigi izlenmekte. Lezyon alani g¢ogalan hcrelerin
invazyonu ile daha kalin olarak izlenmekte. Toluidin blue-O. Bar
20.0 pm.

Sekil 37. Diyot lazer uygulanmasindan on giin sonra hasar alaninin
(kesik cizgiler) daha blyUk blyitmede gériinimd. Toluidin blue-O.
Bar 20.0 um.
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Sekil 38. Diyot lazer uygulanmasindan on guin sonra hasar alaninin
daha

blyldk blyUtmede elektronmikroskopik gérinima. Dis nikleer
tabaka hicrelerinin 6kromatik cekirdekleri (C) yaninda piknotik
cekirdek (ok), 6dematdz alanlar (*) izlenmekte (A ve B). Bar 5
000 nm.
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Sekil 39. Diyot lazer uygulanmasindan on gin sonra hasar
alaninin i¢ nikleer tabakasi hucrelerine ait 6kromatik ¢ekirdekler (A
ve B). i¢ niikleer tabaka hiicreleri arasinda dens heterokromatik
cekirdekli dis nlkleer tabakaya ait hicrelerine ait  piknotik
cekirdekler (oklar) ve 6demat6z alanlar (*) izlenmigtir (C). Bar: 5
000 nm.
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Sekil 40. Diyot lazer uygulanmasindan on giin sonra hasar alaninin daha
biiylk blylitmede elektronmikroskopik gériinimii. i¢ pleksiform tabakada
ganglion htcreler, bipolar hiicreler ve amakrin hiicreler arasindaki sinaptik
alanlar (oklar), sinaptik alanlarda mitokondri kesitleri (Mi) ve sinaptik

veziklller (*) izlenmekte. Bar 5 000 nm.
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4. 3. 3. Diyot Lazer Uygulanmasi Sonrasi bFGF Uygulanan
Grup Bulgular

Retinal  dejenerasyondan  korumak i¢cin  diyot lazerle
fotokoagllasyon sonrasi bFGF uygulanan deneklerden elde edilen
retinalarin yari-ince kesitlerinin 151k mikroskopik dizeyde incelenmesinde
dikkati ceken en 6nemli bulgu Brush membranin ve retinal pigment epiteli
tabakasinin batanlagunt korumasi idi (Sekil 41 A ve B). Bu grupta tamir
sureci sirasinda geniglemis koroidal kapiller damarlar izlenmistir (Sekil 41
A ve B). Retinanin pigmentli epitel tabakasina ait pigmentli htcrelerin
hasar alaninin lazerle fotokoagulasyon sonucu kaybolan dis nikleer
tabakasinda c¢ok sayida oldugu, hasar alaninin ylzeyine dogru sayica
azalarak ilerledigi ve az sayida hulcrenin ise ganglion hicre tabakasina
ulasabildigi saptanmistir (Sekil 41 A ve B). YlUzeye dogru ilerleyen bu
retinal pigment hcrelerinin ince yapisina bakildiginda iri ékromatik
dizensiz kontlrlt cekirdekli, belirgin olarak izlenebilen 1-2 cekirdekgikli,
ovoid ya da yuvarlak bicimli pigment granulllerine sahip olduklari
gbérulmustar (Sekil 42). Hasar alanindaki i¢ nukleer tabaka hucrelerinin
hasar alaninin merkezine gére sayica giderek azalarak invagine oldugu
g6ralmustar. Diyot lazer uygulanan grupla karsilastirildidinda hasar
alanindaki i¢ ndkleer hicre tabakasinin hlcre kat sayisinin azaldigi,
Ozellikle hasar alanina komsu bélgelerin dis pleksiform tabaka tarafindan
dolduruldugu saptanmistir (Sekil 41 A ve B). Genel olarak hasar alanina
bakildiginda ise hasar alaninin sklera ve vitr6ze dogdru evaginasyonunun
azaldidi, retina tabakalarinin daha duzenli organize oldugu gérilmustur
(Sekil 41 A ve B). Retinal pigment epiteli tabakasinin ince yapi
incelemelerinde kesintisiz yapisini korudugu, tabakayi olusturan kibik
hiucrelerin az sayida genellikle apikal yerlesimli yuvarlak bicimli melanin
granulleri icerdigi izlenmistir (Sekil 42 ve Sekil 43).
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Sekil 41. Lazer uygulamasindan sonra bFGF uygulanan
deneklerinin retinasinda hasar alani (kesikli ¢izgili). Pigmentli retina
epitel tabakasina ait pigmentli hicrelerin (*) ylzeye dogru sayica
azalarak ilerledikleri, kesintisiz pigmentli retina epiteli tabakasi ile
altinda Bruch membran (oklar) izlenmekte (A ve B). Toluidin blue-
O, Bar 100 pm.
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Sekil 42. Lazer uygulamasindan 6nce bFGF uygulanan
deneklerinin retinasinda hasar alanina koroid tabakasindan gelen
pigment hlcrelerinin ince yapisi. Pigment inklizyonlari (oklar),
¢ekirdek (C). Bar 2 000 nm.

Sekil 43. Lazer uygulamasindan sonra bFGF uygulanan deneklerin
hasar alaninda pigmentli retina epiteli tabakasi. Melanin grandlleri
(oklar), kesintisiz Brush membran (ok basi). Bar 2 000 nm.
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5. TARTISMA

Bu calisma, Klinikte oftalmatolojik uygulamalarda yaygin olarak
kullanilan diyot lazerin retina Uzerine etkilerini histolojik olarak aragtirmak
ve diyot lazer sonucu olusabilecek hasarin hemen her doku ve organda
fizyolojik olaylara aracilik ettigi bilinen bliyame faktérleri kullanarak lazer
etkisinin geri déndurulip déndirtlemedigini arastirmayr amaclamigtir. Bu
blylme faktdrlerinden calismamiz icin bazik fibroblast bliyime faktéri
secilmistir.

Lazer kullanimi sadece tip alani ile de sinirh degildir. Endustride,
askeri alanlarda da yaygin olarak kullanilir. Bazi retina timérlerinin
tedavisinde, diabetin yol actigi mikroanevrizma, kanama ve eksudalarin
tedavisinde, yaslilarda gorilen makula dejenerasyonlarinda, koroidal ve
retinal neovaskularizasyonda lazerin énemi tartigiimazdir (5, 6, 81-83).
Diyot lazerin yaygin kullanimi beraberinde komsu dokularda yaniklar gibi
istenmeyen sonuglar da dogurmaktadir (85). Degisik dalga boylarinda
etkili olan farkli lazer tipleri bulunmakla birlikte kullanim kolayhgi,
ucuzlugu, komsu dokularda daha az hasara yol acmasi gibi avantajlara
sahip oldugundan (5, 81-83, 85-89) bu calismada diyot lazer kullanimi
tercih edilmigtir.

Calismamizda, retina dokusuna diyot lazer etkisi, hasarlar Gzerine
ekzojenik yolla verilen bazik fibroblast blyime faktdrinin etkisi olup
olmadigi tavsan modellerinde calisiimistir. Tavsan retinalari fovea
icermemeleri disinda, insan retina anatomisi ile neredeyse ayni 6zellikleri
tasir. Klinik uygulamalarda insanlar igin gelistirilen diyot lazer cihazi kigik
deney hayvanlarina adapte edilemediginden, boyut olarak daha buylk
olan tavsanlarda kullanilabilmistir. Diyot lazer uygulamasi sonunda yanik
olusup olugsmadigi albino tavsanlarda c¢ok zor tespit edilebildiginden,
gbzlerinde pigmentler iceren Chinchilla tarG renkli tavsanlar kullaniimigtir.
Cinsiyet farkliligi arastinimadigindan ¢calismamiz sadece erkek tavsanlar
tzerinde gerceklestirilmigtir.

Retinal harabiyetlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilan
kortikosteroidler yanisira néroprotektif bilesikler olarak da adlandirilan
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maddeler sinir doku yapilarinda olusan hasarlarin tedavisinde yaygin
kullanima sahiptir (6, 9, 10, 79, 90, 91). Temel iglevleri ndronlan
desteklemek olan glial hlcreler, merkezi sinir sisteminin her bdélgesinde
bulunur. Travma, noérodejenerasyon, inflamatuvar hastallk veya
eksitotoksisite sonucu merkezi sinir sistemi homeostazi bozuldugunda
glial hicreler aktiflesir ve reaktif gliosis gecirirler (92-96). Bu sireg,
néronlarin  korunma ve tamirinde ©6nemli oldugu dustndlen gen
ekspresyonunda degisiklikler ve hiicre gcogalmasi ile karakterizedir (92, 94,
96-98). Glial-néronal etkilesimlerin yararlarinin yani sira, glial htcre
aktivasyonunun bazi durumlarda =zararli oldugu ve hastaliklarin
ilerlemesine yol ac¢tigr da distndlmektedir (97).

Tdm omurgalilarin retinasi multipotent retinal projenitdr hicrelerden
farklanir.  Erigkin memeli retinasinda, retinal stem hicreler, pigmentsiz
silyar kenarda tanimlanmistir. in vitro calismalarda, bu stem hiicrelerin
cogalma yetene@i olan ve bircok hicre tipine farklanabilen multipotent
retinal  projenitérler oldugu gbésterilmistir. Endojen6éz  projenitérler
nérogenezin canli  kaynaklari olabilir. Erigkin - memeli retinasi
hasarlandiginda nérojenik degisiklikler gdésterir.  Erigkin merkezi sinir
sisteminde glial hicrelerin néral rejenerasyona katildiklarina iligkin ¢ok
sayida calisma vardir (97-99). Eriskin memeli beyninin subventrikiler zon
astrositleri hem normal hem de rejenere olan beyinde noéral stem hicreler
olarak davranirlar (97). Johansson ve arkadaslari ileri derecede farklanmis
glial hiicreler olan ependimal hicrelerin multipotent glial hiicreler oldugunu
gostermistir (99, 100). Omurgal retinasi merkezi sinir sisteminin diger
bélgelerinde bulunmayan bir 6zel tip glial hicre olan Muller hlcrelerini
icerir. Retinada yer alan Maller hlcrelerinin de retinal hasar takiben stem
hiicreler olarak davranabilecegi 6ne surdlmastir (94, 101). Balk ve
kuslarda Muller hicreleri, retinal hasara yanit olarak dedifferensiye olur,
cogalir ve yeni néronlar olustururlar. Kemiricilere ait Muller hicrelerinin de
toksik hasari takiben c¢ogalabildigi ve bipolar hicreler ile rod
fotoreseptorlerini  olusturdugu goésterilmistir (102). Bu bilgiler, Muller
hucrelerinin erigkin memeli retinasinin rejenerasyonu igin potansiyel bir

kaynak oldugunu gbéstermistir. Merkezi sinir sisteminin diger glial hiicreleri
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gibi Maller hicreleri de akut retinal hasar veya kronik néronal stresi
takiben reaktif gliosis gecirirler (99, 101, 103). Mdaller hicre gliosisi;
cogalma (103), nestin, vimentin, GFAP gibi intermedier filamentlerin
dretimindeki degisiklikten dolayi hiicre seklinde ortaya ¢ikan degisiklikler,
iyon transport 6zelliklerinde degisiklikler (104) ve vaskiler endotelyal
buyume faktéri (VEGF) gibi sinyal molekdllerinin salgilanmasi (102, 105)
ile karakterizedir. VEGF, néroprotektif potansiyele sahip énemli bir trofik
faktdér olarak bilinir (102, 105). Ancak retina hasarlandiginda erigkin
memeli retinalari nérojenik degisiklikler gbstererek rejeneratif sireclere
katilabilmektedir. Bu slregte, Muller hicreleri néral stem hdcreler olarak
temel rol oynarlar. Ornegin kendilerini yenilerler, hem in vivo hem de in
vitro olarak retinal néronlan olusturma potansiyelleri vardir (106).

Gliosis, retinal néronlarin korunmasi ve tamiri i¢in gereklidir. Ancak
diyabetik retinopati gibi bazi patolojiler reaktif gliosis ile agirlasabilir (102,
104, 105). Gilial hiicre aktivasyonu ve gliosis sirasinda bu hicrelerdeki
degisiklikleri indukleyen cevresel faktorler iyi bilinmesine kargin, bu
surecin nasil dizenlendigi hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Akut
retinal hasari takiben glial fibriler asidik proteinin (GFAP) hizli diizenlenimi
ile Muller hicre seklindeki degisiklikler ve Muller glial hiicre ¢ogalmasi
reaktif gliosisin ilk bulgularidir (103, 107). Merkezi sinir sistemindeki gesitli
noéropatolojik durumlarda reaktif gliosisin rolt cahgilimigtir (108, 109).

Bazik fibroblast biyime faktori (bFGF), merkezi sinir sisteminde
hucresel olaylarla iligkili proliferatif, rejeneratif ve canliligi strdirmede
islevi olan ¢ok yonlU bir bayime faktéradar (78, 110). Hasar yerinde
endojendz bFGF dizeyinin artisinin saptanmasi, hicre ici ve hiicre digi
kaynaklardan salinmasinin  ve/veya aktivasyonunun bu slrecte
dizenleyici rol oynayabildigini géstermektedir (11, 70, 71, 75, 90, 111).
Calismalarda ekzojen6z bFGF uygulamasinin sadece hasar bagimi
sonuglar taklit etmede degil, ayni zamanda hasar sonrasi néron
canlihginin sdrdirtlmesine de yardim eder, néron olmayan retinal
hicrelerde c¢ogalmayi indUkler (112-114) ve retinal glial hicrelerde
intermedier filament proteinlerinin ekspresyonunu artirir (114). Isik hasarl
retinalar (111, 115-117) ve retinal distrofik siganlarda da (115)
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fotoreseptdr hiicre dejenerasyonu ve kaybini énler veya geciktirir. Optik
sinir kesisi sonrasi gangliyon hicre aksonlarinin yenilenmesine éncilik
eder (118) ve retinalar c¢ikarilmig civciv embriyolarinda tim retinanin
yenilenmesini uyarir (119). Bazik FGF’nin merkezi sinir sisteminin bazi
bdlgelerine uygulanmasinin aksonal hasari takiben néronal 6lim
derecesini azalttig1 gosterilmistir. Bazik FGF, retinal dejenerasyonun bazi
formlarinda néral retinada ve retinal pigment epitelinde bulundugundan
merkezi sinir sistemindeki gibi retinal rejenerasyonda rol alir (8).

Bazik FGF, hem vyuksek affiniteli hicre ylzey tirozin kinaz
reseptOrlerine hem de disik affiniteli ekstrasellller matriks reseptoérlerine
baglanir. Ekstraselliler matrikste heparan sulfat iceren molekuillere bFGF
baglanmasinin, yiksek affiniteli reseptérlerle fonksiyonel etkilesim igin
gerekli oldugu dasundlmektedir (120). Cogu biyime faktériinde oldugu
gibi, reseptér-ligand kompleksi daha sonra zaman zaman hicre igerisine
alinir (121). Ylksek konsantrasyonda bFGF iceren retinada immin
yerlesim ve in situ hibridizasyon ¢alismalari, bFGF’nin ¢esitli htcreler ve
hicre digi alanlarda varh@ini dogrulamistir (31, 72, 77, 111, 122).

Anti-bFGF kesitlere uygulandiginda, baglanma i¢ ve dis pleksiform
tabakalar yani sira retinal bazal membran Uzerinde saptanmistir (122).
Varsayilan yiksek affiniteli bFGF reseptérleri; fotoreseptérler (122-126),
Muller hucreleri (125), retinal pigment epitel hicreleri (126-128) ve
ganglion hucrelerini (121, 129) igceren bir cok retinal hicre tipinde
tanimlanmigtir. Ekzojen6z bazik fibroblast bilylime faktéri (bFGF)
uygulanmasi retinal dekolman gibi hasarlarda néronal olmayan retinal
hicre gogalmalari igin uyari niteligi tasir (130).

Nestin, ilk kez Hockfield ve McKay tarafindan 1985 yilinda bir
monoklonal antikor ile tanimlanmis bir intermedier filament proteinidir
(131). Nestin, gelisen merkezi sinir sisteminde noéral tipteki stem
hicrelerinde belirgin olarak eksprese edilir. Terminal néral farklanma
tamamlaninca nestin azalir ve nérofilamentlerle yer degistirir. Nestin ayni
zamanda glioma ve glioblastomalarda da saptanmistir. Nestine kargi
gelistirilen antikorlar, sinir sisteminde ¢ogalan noéral projenitdr hicreler icin
bir belirte¢ olarak ¢ok kullanilmaktadir. insan nestin proteini, 856 amino
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asitten olusur ve molekiler agirhdr 240 kdA kadardir (58). Bu ¢alismada,
lazer uygulamasindan sonra bFGF uygulanan deneklerde nestin-pozitif
hiicreler koroidal damarlar cevresinde, pigment epiteli tabakasinda ve
rejenerasyon alanlarinda yogdun olarak izlenmigtir.

Glial fibriler asidik protein (GFAP), tip Il intermediet filament protein
ailesinin bir Gyesidir. Merkezi sinir sisteminin diger bazi astrositlerinde,
periferal ganglionlarin  satellit hicrelerinde ve periferik sinirlerdeki
miyelinsiz Schwann hcrelerinde kuvvetli ve spesifik olarak eksprese
edilir. Noral stem hdcreler sikhkla kuvvetli olarak GFAP’1 da eksprese
ederler. Bu nedenle, GFAP’a karsi antikorlar astrositler igin ¢cok kullanigli
belirteclerdir. Astrosit kdkenli beyin timérlerinde GFAP kuvvetli olarak
eksprese edilir. Calismamizda glial fibriller asidik protein-pozitif hicre
sayisi kontrol grubu tavsan retinalarinda olduk¢a az sayida izlenirken,
diyot lazer ardindan bFGF uygulanan tavsan retinalarinda hasar
bblgesinin merkezi alanlarinda diger bolgelere ve kontrol grubuna goére
glial fibriller asidik protein-pozitif hicre sayisi daha fazla idi. Calisamizda
retinanin amakrin, Mduller, bipolar ve horizontal hlcrelerin gévdelerinin
bulundugu i¢ nlkleer tabakasi yani sira fotoreseptorler ile bipolar
hicrelerin arasindaki sinapslarin yer aldigi disg pleksiform tabakalarinda
daha kuvvetli GFAP immuUnoreaktivitesi saptandi.

Tavsan g0zlerine fokal lazer uygulamasi hem rodlarda hem de kon-
aracihkli retinal islevlerde lokal ve genig-dagihmli degisikleri uyarir.
Elektrofizyolojik anormalliklere rod-bipolar hiicrelerde ve bu hicrelerden
lazerlenmis alanin daha da uzagina ulasarak PKC alfa izoenziminin
giderek azalmasi eslik eder (132). PKC alfa zayiflayan protein sentezi ile
direkt olarak ve olasilikla GFAP artisina bagh olarak protein tiketimi ile
de indirekt olarak azaltihr (132). Fokal lazer fotokoagulasyonu, i¢ retinal
sinyal gecisini PKC-alfa- aracilikl inhibitér regulasyonu ile engeller (132).
Tavsan retinalarina fokal diyot lazer uygulamasi yaptigimiz bu ¢alismada
hem bdlgesel hem de komsu alanlarda morfolojik degisikliklere yol
acmistir. Dis nlkleer tabakanin hasar alanlarinda tamamen ortadan
kalktigi, retinal pigment epiteli hiicrelerinin intraretinal gocu, hasar alani ile
hasara komsu alanlarin temasta kalmalari, hasar alaninda GFAP’in artisi
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gibi bulgularimiz Wallentén ve arkadaslarinin (132) bulgulari ile uyum
gbstermigtir.

Galismamizda Ki-67 ekspresyonlari fokal lazer fotokoagllasyonu
ardindan bFGF uygulanan grupta zayif olarak izlendi. Kohno (2006)
yaptigi calismada Ki-67 ekspresyonunun lazer uygulamasindan sonraki
saatler ve ginde arttigini ancak daha sonra immunoreaktivitenin giderek
azaldigini saptamigtir (133). Bizim calismamizda retina &rnekleri 10.
ginde alindigindan bFGF’li grupta zayif Ki-67 imminolokalizasyonu
izlendi.

Fokal lazer fotokoagllasyonu ardindan tamir sdreci sirasinda
gbrulen genislemis koroidal kapiller damarlar, bu alanda kan akiminin
arttigini géstermektedir. Tavsan retinalari avaskiler oldugundan retinanin
kanlanmasi koroidal kan damarlarindan saglanmaktadir.

Kullanilan diyot lazer etkisi ile retina pigment epitelinin énemli
Olctide etkilenmis olmasi, lazer uygulamasindan hemen sonra bFGF
uygulanmadiginda hasarin daha belirgin olmasi, retina pigment epiteli ve
Bruch membranin 6zellikle hasar alaninin merkezinde kesintiye ugramasi
ya da tamamen ortadan kalkmasi bu tabakadaki kromoforlar tarafindan
radyasyonun absorbe edilmesi olabilir. Melanin ise bilindigi gibi retinada
bulunan temel kromofordur.

Sonu¢ olarak, diyot lazer uygulamasi klinikte yogun olarak
kullanilmasina ragmen lazerin uygulandidi alan ve bu alana komsu
bblgelerde 6nemli hasara yol actigi, ancak uygulamay takiben biyime
faktorlerinden bFGF kullanimi ile retina tabakalari ve hicrelerinin

morfolojilerinde belirli oranlarda normale geri dénls oldugu ileri sGrulebilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sonuglar:
v' Tavsan gozlerine fokal diyot lazer uygulamasi ile:

e Hem bdlgesel hem de komsu alanlarda morfolojik degisikliklere yol
acmistir.

¢ Yanik bolgesine komsu normal retina tabakalarinin asagiya koroide
dogru ¢cékmeye baslamadigi,

e Yanik alaninin komgu alanlara gbére yulzeye dogru kalinlasarak
cikinti yaptigi,

¢ Retinal lezyonlarda onuncu gliinde en ¢ok etkilenen tabakanin dig
nikleer tabaka oldugu,

e Dig nukleer tabakada yikim ile yanik lezyonunun merkezi kisminda
cekirdek kayiplari oldugu,

e Dis nukleer tabaka 6nemli élctde inceldigi, yer yer alanlarinda
tamamen ortadan kalktigi,

e ¢ nilkleer tabakanin koroide dogdru invagine oldugu, ic nikleer
tabakada ¢cogalan hicrelerin oldukga blyudtgu, 6kromatik
cekirdekleri, genellikle periferal yerlesimli cekirdekgikleri oldugu,

* ¢ nikleer tabaka hiicreleri arasinda genis 6dematdz alanlarin yer
aldig,

e Lezyona komsu alanlarda bol mitotik figirler oldugu,

e |Lezyonun orta hattinda retinal pigment epitel tabakasinin da
devamliligini yitirerek kesintiye ugradigi,

e GFAP, vimentin, Ki-67 ve nestin ekspresyonlarinin hasar

alanlarinda arttigi izlenmisgtir.

v Tavsan gozlerine fokal diyot lazer uygulamasindan hemen sonra

transskleral olarak ekzojendz bFGF uygulanmasi ile:

e Brush membranin ve retinal pigment epiteli tabakasinin
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bOtanligind korudugu,

Koroidal kapiller damarlarin genigledidi,

Pigmentli retinal hlcrelerin intraretinal gogleri,

Hasar alanindaki i¢ ndkleer tabaka hicrelerinin hasar alaninin
merkezine gbre sayica giderek azalarak invagine oldugu,

ic nikleer hiicre tabakasinin hiicre kat sayisinin azaldigi, 6zellikle
hasar alanina komsu bdlgelerin dis pleksiform tabaka tarafindan
dolduruldugu,

Hasar alaninin sklera ve vitrdze dogru evaginasyonunun azaldig,
GFAP, vimentin, Ki-67 ve nestin ekspresyonlarinin tamir
alanlarinda diyot lazer grubu ile karsilastirildiginda daha da arttigi,
Retina tabakalarinin daha duzenli organize oldugu ve yara

iyilesmesinin dnemli 6l¢ide basarldigr goérdlmagtir.

Oneriler:

Diyot lazer uygulamasi-gérme kaybi iligkisi ve bFGF ile gérme
kayiplari geri doéndurdlebilir mi? sorusuyla yeni bir c¢alisma
planlanabilir.

Lazer ile hasar ve bFGF’nin yara iyilesmesi Gzerine etkisinin daha
lyi izlenebilmesi igin 1., 3. 5. glnlik deney gruplari eklenerek yeni
bir calisma planlanabilir.

Lazer uygulamasi etkisini azaltmak icin kullanilan bFGF’nin farkl
dozlardaki etkileri arastirilabilir.

bFGF’nin topikal uygulamadaki etkileri ¢alisilabilir.

Pigmentli retina hicrelerini  hedefleyen yeni bir ¢alisma
planlanabilir.

Pigmentli retina hdcreleri ve Mduller hlcre kiltirleri hazirlanarak
bFGF etkisi incelenebilir.

Retina doku kultdrleri Gzerinde bFGF etkisi arastirilabilir.

Diyot lazer, diyot lazer+bFGF uygulamalarinn retina hicreleri ve
tabakalari Uzerine etkileri morfometrik ydntemler kullanarak

kantitatif olarak arastirilabilir.
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