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DENEYSEL GLOKOM MODELINDE KAROTENOIDIN RETINA YAPI VE
FONKSiYONU UZERINE ETKISi

Aysegiil CORT
OZET

Glokom retinal gangliyon hiicre 6liimiiyle seyreden, optik sinir ndropatisidir.
Artmis goz i¢i basinct (IOP) glokom igin bir risk faktoridiir. Oksidatif ve nitratif
stresin glokomun yol actig1 optik sinir hasarinin karakteristigi olan néronal 6liimiin
gelisiminde rolii oldugu agiktir.

Bu c¢alismanin amaci Astaksantinin (ASX) IOP artis1 varliginda retina {izerine
olan, olasi, koruyucu etkilerini  elektrofizyolojik,  biyokimyasal ve
immiinohistokimyasal yontemlerle arastirmaktir. Bu projede ratlarda olusturulan
deneysel glokom modelinde noroprotektif ve antioksidan bir karotenoid olan ASX’in
retinal apoptozis, protein oksidasyonu, nitrik oksit sentaz-2 (NOS-2) ve glutatyon
(GSH) diizeylerine olan etkisi aragtirilmistir.

Calismamizda 46 adet wistar sican rastgele boliinerek 2 gruba ayrilmistir.
Birinci gruba 8 hafta siire ile intragastirik gavaj yoluyla 5 mg/kg/giin ASX
uygulanirken, ikinci grupta yer alan ratlara deney sliresince gavaj yoluyla 300 pl
zeytinyag1 verilmistir. Her iki deney grubunda limbal venlerden koken alan ii¢ dal,
unilateral olarak oftalmik koter vasitasiyla koterize edilmistir. Koterizasyon yapilan
gozde IOP artis1 saglanirken diger goz kontrol grubu olarak calisilmistir. Deney
siresinin sonunda siganlarin gorsel uyarilma potansiyelleri (VEP) kaydedilmis ve
hayvanlar sakrifiye edilerek eniikleasyon yapilmistir. Deney gruplarindan elde edilen
gbzler 4 gruba ayrilmistir. 1. Kontrol grubu (K); 2. Astaksantin uygulanan grup
(ASX); 3. IOP artis1 saglanan grup (IOP); 4. Goz i¢i basing artig1 saglanan ve ASX
uygulanan grup (IOP + ASX).

Protein karbonil seviyeleri glokomlu retinalarda yiiksek olarak bulunmustur.
Astaksantin uygulamasi protein karbonil seviyelerini diistirmiistiir. Retina dokusunda
western blot analizi gerceklestirilmis ve glokomlu retinalarda NOS-2 ekspresyonu
gozlenmistir. Anlamli diizeyde olmasa da GSH seviyelerinin glokomda azaldig1 ve
ASX’in GSH seviyelerini arttirdigi bulunmustur. Biitin VEP komponentlerinde
kontrol grubu ile karsilastirildiginda IOP artisi grubunda uzamis latensler
kaydedilmistir. G6z i¢i basing artis1 grubuna ASX verilmesi VEP latenslerini 6nemli
diizeyde kisaltmigtir. Retinal TUNEL boyamas: IOP artist grubunda apoptozis
varligini gostermistir. Astaksantin uygulamasi IOP artig1 grubunda apoptotik hiicre
sayisini azaltmastir.

Bu calismadan elde edilen sonuglar reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin
glokomun patogenezindeki roliinii agikliga kavusturmus, ASX uygulamasinin

koruyucu etkilerini géstermistir.

Anahtar kelimeler: Glokom, Astaksantin, VEP, GSH, Protein Karbonil,
NOS-2
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THE EFFECT OF CAROTENOID ON RETINAL STRUCTURE AND
FUNCTION IN EXPERIMENTAL GLAUCOMA MODEL

Aysegiil CORT
ABSTRACT

Glaucoma is an optic nerve neuropathy involving the death of retinal ganglion
cells. Glaucoma leads to progressive loss of vision associated with optic nerve
damage. Elevated intraocular pressure (eIOP) in the eye is a risk factor for glaucoma.
Although the initiating causes leading to glaucoma are unknown, oxidative and
nitrative stress appears to play a role in the progressive neuronal death that is
characteristic of glaucomatous optic nevre damage.

The aim of this study was to clarify the possible effect of astaxanthin
ingestion on retina, by means of electrophysiological, biochemical and
immunohistochemical parameters. The neuroprotective and antioxidant effect of
ASX was determined by measuring retinal apoptosis, protein oxidation, nitric oxide
synthase-2 (NOS-2) and glutathione (GSH) levels in an experimental rat model of
elOP.

46 wistar rats randomly divided into two groups. The first group of rats were
given 300 pl of olive oil while the second group received 5 mg/kg/day ASX desolved
in olive oil for a period of 8 weeks. Intraocular pressure was elevated by unilaterally
cauterizing three episcleral vessels. The unoperated eye in each rat served as control.
At the end of the experimental period, visual evoked potentials (VEP) were recorded
and rats were sacrificed. Enucleated globes were divided into 4 groups. 1. Control
(K); 2. Astaxanthin treated group (ASX); 3. Elevated IOP group (elOP), 4. Elevated
IOP and ASX treated group (e[OP+ASX).

Protein carbonyl levels were increased in rats with elOP. Astaxanthin
treatment reduce protein carbonyl levels. Western blot analysis carried out in retinal
tissues showed increased NOS-2 expression in elOP. Though not significant, GSH
levels were decreased in rats with eIOP. Treatment with ASX elevated GSH levels in
the retina. Larger latencies in all VEP components were observed in rats with eIOP
compared to control. Astaxanthin treatment in elOP significantly lowered VEP
latencies. Retinal TUNEL staining showed the presence of apoptosis in elOP.
Astaxanthin treatment reduced apoptotic cells in rats with eIOP.

The present data confirmed the role of reactive oxygen and nitrogen species
and highlighted the protective effect of ASX in the pathogenesis of glaucoma.

Key words: Glaucoma, Astaxanthin, VEP, Protein Carbonyl, NOS-2, Apoptosis
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GIRIS

Amerika ve diger endiistriyel iilkelerde korliigiin baglica nedeni olan glokom
ilerleyen bir optik ndropatidir. Artmis basing gdzde glokom i¢in bir risk faktoriidiir,
primatlarda basing artisinin saglandig1 deneysel calismalar glokoma bagl optik sinir
hasari ile sonuglanmustir (1). Ancak goz i¢i basinci (IOP-intraocular pressure) normal
seviyede oldugunda da glokoma bagli gérme kayb1 meydana gelebilir (2). Glokomun
baslatict sebepleri bilinmemesine ragmen oksidatif ve nitratif stresin glokoma
bagimli optik sinir hasarinin neden oldugu noronal 6liimiin gelisiminde rolii oldugu
aciktir. Glokomda; proteinlerdeki nitrotirozin ve karboniller, lipit oksidasyon
tiriinleri ve okside DNA bazlarin1 da iceren bir¢ok oksidatif stres markirlar1 rapor
edilmistir (3). Oksidatif stres sirasinda meydana gelen serbest radikaller, hiicrenin
yap1 taglart olan lipidler, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik asitlere zarar verip
fonksiyonlarin1 bozmaktadir. Ozellikle retinada doymamis yag asitlerinin bol
miktarda bulunmasi (4), retinay1 serbest radikallere karsi daha duyarli hale
getirmektedir. Boylece, membran lipidlerinin oksidasyonu sonucu olusan lipid
peroksidasyon {iriinleri membran fonksiyonlarinda onemli degisikliklere yol
acmaktadir. Yapilan son deneysel calismalar iris-silier cisim, retina ve glokomlu
optik sinir baginda (ONH) indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (NOS-2 veya iNOS)’un
varligini rapor ederek glokomda nitrik oksitin roliinii belirtmistir (5).

Glokoma bagli optik noropatiye (GON) neden olan patofizyolojik
mekanizmalarda halen agiklanamamis noktalar bulunmaktadir. Noronal hasarda
gbzlenen mekanik basing ve vaskiiler iskeminin 6nemli rolii oldugu diisiiniilmektedir
(6). Mekanik basing teorisi artmis IOP’yi glokom igin en Onemli risk olarak
gormektedir (7). Glokomda IOP artisinin mekanizmasi agik acili glokomda 6n odada
drenaj sisteminde meydana gelen bozukluklar ya da kapali acili glokomda ise akoz
humorun drenaj sistemine erisiminde meydana gelen bozukluklar sonucu akoz
humorun akisinin bozulmasidir (8).

Oksidatif stresin trabekiiler ag dejenerasyonunu tetikleyerek IOP artisina ve
akoz akisinda degisimlere neden oldugu ileri siiriilmektedir (9). Gergekten de
hidrojen peroksit (H>O,) ile muamele trabekiiler ag hiicrelerinin hiicre dig1 matriks
adezyonunu bozar ve hiicre iskeletinin yapisinda yeni diizenlenmelere yol agar (10).
Kontrol ile karsilastirildiginda glokom hastalariin trabekiiler ag hiicrelerinde
oksidatif DNA hasarinin 6nemli derecede yiiksek oldugu gosterilmistir (11). Ayrica
insanlarda yapilan in vivo ¢alismalar hem IOP artis1 hem de goérme alani hasarinin
oksidatif DNA hasar1 miktar ile iligkili oldugunu géstermistir (12). Benzer sekilde
primer acik a¢ili glokomlu (POAG) gozlerde optik sinir hasarinin siddeti trabekiiler
ag degisimleri ile korelasyona sahiptir (13).

Nitrik  oksit, IOP’nin regiilasyonunda ve okiiler kan akiminin
modiilasyonunda gorev alan 6nemli bir mediatordiir. Nitrik oksit (NO), NOS enzimi
vasitasiyla sentezlenir (14). Nitrik oksit sentaz enziminin ii¢ tane isoformu mevcuttur



(15). Bunlar, NOS-1, NOS-2 ve NOS-3’tiir NOS-1 ve NOS-3 bulunduklar1 dokularda
daim sentez edilirken, NOS-2, immiinolojik ve inflamatuar stimiilasyonlardan sonra
eksprese olur (16). Nitrik oksit sentaz-1 ve NOS-3 tarafindan iretilen NO miktari
nanomolar diizeyde olup fizyolojik sinirlar igerisinde yer alirken, NOS-2 tarafindan
yapilan 'NO miktar1 mikromolar diizeyde ifade edilir ve patolojiktir (17). Son 5 yil
igerisinde, goz i¢i NO sentezi incelenmis ve her iic NOS enziminin varligr goz
igerisinde gosterilmistir (18). Nitrik oksit sentaz-1 ve NOS-3 tarafindan yapilan az
miktardaki nitrik oksit, kardiovaskiiler ve sinir sistemi igerisinde sinyal iletisinde
gorev almaktadir (19). Nitrik oksitin nérotransmisyon ve vazodilatasyon gibi etkileri
guanilat siklaz (GC) enzimi vasitasiyla yapilan cGMP yoluyla gerceklesmektedir
(20). Nitrik oksit sentaz-2 tarafindan yapilan NO’nun direk reaksiyonu, oksidasyon
ve nitrasyon reaksiyonlar1 verebilen sekonder tiirlerin olusumu yoluyla sitotoksik ve
inflamatuar yanitin gelismesinde onem teskil eder. Nitrik oksit diisiik molekiiler
agirligr ve notral yapist nedeniyle biyolojik sistemlerde ¢ok rahat diflizyon gosterir.
Oksidatif stres varhiginda O,” ve metallerle ¢ok rahat reaksiyona girer. Okiiler
hipertansiyon hayvan modellerinde artmig IOP retinal hiicrelerde apoptozisi arttirir,
NOS-2 ekspresyonunu uyarir ve protein nitrasyonuna yol agar (21). Glokomlu rat
(22) ve insanlara (14) ait ONH’de yapilan ¢alismalar nitrotirozin boyamalari ile
glokomda ONH’de NOS-2 varligint gostermis ve NO’nun GON’daki roliinii
belirtmistir. Okiiler dejenerasyonun eslik ettigi klinik durumlarda nitratif stres
hastalik gidisatin1 kétiilestirir ve glokomda NOS-2 ekspresyonunun artigi, nitrik
oksidin okiiler patolojilerde roliinii ortaya koyar (23). Bu sonug¢ reaktif nitrojen
tirlerinin (RNS) artmig IOP ile iligkili retinal gangliyon hiicre (RGC) 6liimiine
katkida bulunabilecegini isaret etmektedir (14) (22). Calismamizda NOS-2 enzim
miktarinin kalitatif tayini yapilarak IOP artisana bagh olarak gelistirilen glokomun
retina dokusunda olusturabilecegi molekiiler oksidasyonun tespit edilmesi
amaglanmustir.

Glokomda gorme kaybinin ana mekanizmasi, retinanin i¢ niikleer tabakasi ve
sinir lifi tabakasinin zayiflamasina ve optik sinirde aksonal kayiba neden olan RGC
apoptozisidir (6). Makrofajlar (24), astrositler (25) ve noronal hiicrelerde (26) nitrik
oksitin aract oldugu sitotoksisite ve apoptozisi uyaran NO miktar1 rapor edilmistir.
Reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri iki ana yoldan uyarilan apoptozisin Onemli
regiilatorleridir. Intrinsik yolakta stres uyarimli mitokondriyal sitokrom ¢ salmimi
meydana gelirken, ekstrinsik yolak membran reseptorlerine TNF-a ve Fas ligandin
baglanmas1 ile meydana gelir. Salinan sitokrom c¢ apoptotik proteaz aktive edici
faktor 1 ve prokaspaz-9 ile kompoleks olusturur, bu olay kaspaz-9’u aktive eder. Her
iki yolak da kaspaz-3 aktivasyonunda birlesir. Kaspaz-3’lin aktivasyonu niikleer
yikim ve hiicresel morfolojik degisimler ile sonuglanir (27).

Oksidatif ve nitratif stres kaspaz-3 aktivasyonuna yol acan c-Jun N-terminal
kinaz (JNK, stres ile aktive olan protein kinaz SAPK) p38 mitojenik aktive edici
protein kinaz (p38 MAPK) ile apoptotik hiicre dliimiinii uyarir (28) (29). Nitrik oksit
de tirozin nitrasyonu ile mitokondriden sitokrom c’nin direk olarak salinimini uyarir
(30). Nitrik oksit aracili apoptozisin mekanizmasi tam olarak agiklanmamasina
ragmen yiiksek konsantrasyondaki NO ve peroksinitrit (ONOO’)’in apoptozisin
uyarilmasina ve p53°li (apoptozise neden oldugu rapor edilen) aktive ederek hiicre
biiylimesinin durmasina neden olarak DNA hasarina yol agtig1 bildirilmistir (31).



Niikleer faktor-kB (NF-kB) antiapoptotik proteinleri kodlayan genleri
arttirarak apoptozise karsi koruyucu rol oynar (32). Nitrik oksit NF- kB inhibitori alt
tinitesi olan IxBa’nin ekpresyonunu ve NF-xB/ IkBa kompleksinin stabilizasyonunu
uyararak NF- kB aktivasyonunu inhibe eder (33). Nitrik Oksitin tersine oksidatif
stres NF-kB aktivasyonu ve IkBa fosforilasyonuna yol acan IkB kinazi1 (IKK) aktive
eder (32). IxkBa’nin fosforilasyonu ve IKK’nin aktivasyonu NO ve antioksidanlar
tarafindan bloke edilebilir. Daha Once yayinlanan ¢alismalar ile apoptozis
indiiksiyonunun oksijen ve nitrojen tlirleri arasinda hassas biyokimyasal bir
etkilesimi gerektirdigi Ongoriilebilir. Nitrik Oksitin baglattigi apoptotik hiicre
Oliimiiniin baglica sinyal bilesenleri Sekil 1.1°de gosterilmistir. Apotozis’in en
tanimlayict 6zelligi DNA fragmantasyonunun olmasidir. Caligmamizda noronal
retina katmanlarinda apoptozisin belirlenmesi amaci ile mikroskobik DNA
fragmentasyon tayini yapilmstir.
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Sekil 1.1. Apoptozisin baslica sinyal bilesenleri

Artmig IOP hayvan modellerinde hiicresel komponentlerin oksidatif yikimi
genellikle okiiler doku hasarina eslik eder. Protein karbonil olusumu ve lipid
peroksidasyon iiriinleri gibi oksidatif stres markirlar1 okiiler hipertansiyon deneysel
modellerinde rapor edilmistir (34). Protein oksidasyonunun en yaygin ve genel
gostergesi protein karbonil miktaridir. Calismamizda protein karbonil miktari,
protein karboniller ile 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) arasinda olusan reaksiyon son
iirtin protein hidrazonun spektrofotometrik olarak tayini ile belirlenmistir.

Yapilan bir ¢caligmada kontrol ile karsilastirildiginda kronik basing uyarimli rat
glokom modellerinde karbonil immiinoreaktivitesi ile oranlandiginda gliseraldehit-3-
fosfat dehidrojenaz (GAPDH), HSP72 ve glutamin sentazin 6nemli derecede artis
gosterdigi goriilmistiir (34). Benzer sekilde artmig IOP’ye sahip ratlarda retina lipid
oksidasyonu yiiksek bulunmustur (35).

Glutatyon antioksidan savunma sisteminin 6nemli bir 6gesi olup serbest
radikallerin zararli etkilerine kars1 organizmay1 korur. Glokom hastalar1 ile yapilan



bir ¢alisma GSH seviyelerinin 6nemli derecede diisiik oldugunu gostermistir (36).
Diisiik GSH seviyeleri antioksidan savunma sisteminin zayiflamasina, serbest
radikallerin indiiklenmesine, radikallerin etkilerine karsi1 oldukc¢a dayaniksiz olan
hiicrelerin hasar gérmesine yol acar. Yapilan son bir caligma glutamat tastyict GLAST
ya da EAACI defektli farelerde IOP artis1 olmaksizin, retinal gangliyon ve optik sinirde
spontan dejenerasyonun oldugunu gostermistir (37). GLAST defektli farelerde miiller
gliada GSH seviyeleri diisiik olarak bulunmustur ve glutamat tasiyicilarinin hem
eksitotoksik retinal hasarin dnlenmesinde hem de GSH sentezinde 6nemli bir hiicresel
antioksidan oldugu sonucuna varilmustir (38). Caligmamizda, IOP artisi ile olusturulan
deneysel glokom modelinde serbest radikallerin artigina paralel olarak antioksidan
kapasitenin azaldigt da dikkate alinarak, glokomun, okside-rediikte GSH
mekanizmalarina olan etkileri arastirilmis ve literatiire yeni bilgiler eklenmesi
planlanmustir.

Okiiler perflizyon basing ortalamasindaki sirkadien dalgalanma normal
tansiyon glokomda hastaligin ilerleyisi i¢in tutarli bir risk faktoriidiir (39). Normal
IOP’ye sahip hastalarda stabil olmayan okiiler kan akisinin reperfiizyon hasarina yol
actigr ve oksidatif stres ile sonuglandigi ileri siiriilmektedir (40). Periferal vaskiiler
yetmezlik, hasar riskinin oldugu organlarda proinflamatuar durumu uyararak O, ve
H,0,’nin artmasi1 sonucu gergeklesir (41). Glokomda olusan IOP artisina ilave olarak
reaktif oksijen metabolitlerinin (ROS) de artisi rapor edilmistir (3). Hiicre
metabolizmast sirasinda olusan ROS sitoplazmik makromolekiilleri oksidasyona
ugratabilme Ozelligine sahiptir. Retinal gangliyon hiicreleri, sinir lifi tabakasi, dis
pleksiform tabaka, fotoreseptorlerin i¢ segmenti ve retinal pigment epitelyumunda
bulunan bu reaktif tiirler genellikle mitokondriyal solunum zinciri bilesenlerinin
otooksidasyonundan tiirer (42).

Mekanik basing teorisi artmis hasar (43) ve nororetinal hattin zayiflamasi
(44) gibi GON i¢in 6nemli isaretlere destek vermektedir. Fakat normal tansiyon
glokomu agiklamamaktadir (45). Alternatif bir diger teori ise vaskiiler iskemi
teorisidir. Bu teori ONH’de vaskiiler yetmezligin azalan metabolik aktivite ve
ardindan artmis glutamat birikimi ile ganglion hiicre 6limiine neden oldugunu ileri
stirmektedir (46) (47). Gergekten de yapilan bir¢cok ¢alisma GON ile hipertansiyon,
diabet ve hiperkolesterolemi ile iligkili vaskiiler bozukluklar arasinda iligkinin
yiiksek seviyelerde oldugunu gostermistir (48) (49) (50) (51). Vaskiiler yetmezlikten
kaynaklanan artmis glutamat birikimi sinaptik olarak salindiginda potansiyel toksik
seviyelere ulasabilir. Glutamat, néron ve glialarin plazma membraninda yerlesmis
olan N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri {izerinden hareket eden uyarici bir
norotransmitterdir (47). N-metil-D-aspartat reseptorlerinin asirt uyarilmasi hiicre igi
kalsiyumu toksik seviyelere kadar arttirir ve agir1 NO {retimi ile sonuglanan NOS’u
aktive eder (52).

Glokomun gorsel sistemde olusturdugu degisikler ile retinanin fizyolojik
fonksiyonunu degerlendirmek i¢in VEP 6l¢iilmiistiir. Elektrofizyolojik bir parametre
olan VEP gorsel sistem degisikliklerini ortaya koyan duyarl ve giivenilir bir yontem
olarak bir ¢ok arastirict tarafindan kabul edildiginden dolay1 tercih edilmistir (53)
(54) (55). Ozellikle VEP latenslerinin optik yol patolojisine paralel olarak uzadig1 ve
bu nedenle VEP’lerin klinik amagla kullanilabilecegi birgok calismada ortaya



konmustur (54) (56) (57) (58). Ayrica, si¢anlarin gorsel sisteminin insanlara benzer
olmasi nedeniyle, sicanlarda kaydedilen VEP’lerin yapilan arastirmalarin insan
saglig iizerine olan etkilerini yansitmada iyi bir model oldugu vurgulanmaktadir
(59).

Glokomda gelisen posttranslasyonel oksidatif modifikasyonlar (34) (21) hem
ROS olusum miktarlarina hem de intraseliiler ve ekstraseliiler antioksidan
seviyelerine bagimlidir. Glutatyon, askorbat gibi diisiik molekiiler agirliga sahip
antioksidanlar ile sistein ve tirozin gibi serbest radikalleri tutma o6zelligine sahip
molekiiller akéz humorda tespit edilmistir (60). Askorbat akdz humor igerisinde
yiiksek konsantrasyonda mevcuttur (1-2 mmol/l) (61)

Yukarida bildirilen antioksidan molekiillere ilaveten, siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi antioksidan enzimlerin
varlig1 da akdz humorda rapor edilmistir. Stiperoksit dismutaz enziminin {i¢ formu
(Cu-Zn SOD, Mn SOD ve EC SOD)’da akéz humorda mevcuttur (62). Akoz
humorda GPx’in varligi radioimmunoassay teknikleri kullanilarak gosterilmistir (63).
Bu antioksidan enzim H,0O, ve organik peroksitlerin rediiksiyonunu katalizler.
Glutatyon peroksidaz mRNA ekspresyonunun asil gergeklestigi yerin okiiler silier
epitelyum oldugu bulunmustur. Sonu¢ olarak akéz humorda GPx bu hiicrelerden
koken almaktadir (64).

Sonu¢ olarak glokoma bagli artis gosteren oksijen metabolitlerinin
detoksifikasyonu okiiler antioksidanlara olduk¢ca bagimhidir. Calismamizda
olusturulan deneysel glokom modelinde noroprotektif ve antioksidan etkisi olan
karotenoidin etkisi arastirilmistir. Karotenoidin glokomda olusan oksidatif harabiyete
olan etkileri heniiz arastirilmamistir ve literatiirde yoktur. Bu anlamda ¢alismamiz
literatiire 151k tutulacak niteliktedir.

Ozet olarak, deneysel protokoliimiizde IOP artisinin saglandigi deneysel
glokom modelimizde, sicanlarin retina dokularinda olusan molekiiler oksidasyon,
elektrofizyolojik ve biyokimyasal yoOntemler ile degerlendirilmis ve VEP
degisikliklerinin kaydedilmistir. Calismamizda, serbest radikallerin artisina paralel
olarak antioksidan kapasitenin azaldig1 da dikkate alinarak, glokomun, okside-
rediikte GSH diizeylerine ve protein karbonil seviyelerine olan etkileri aragtirilmis ve
literatiire yeni ve kapsamli bilgiler katilmas1 hedeflenmistir.



GENEL BiLGILER

2.1. Gorme Sistemi

2.1.1. Goziin Yapisi

Gorme duyusunun gorme merkezine ulagtirilmasinda gorevli olan goz, 15181
odaklayan mercek sistemine, bu 15181 algilayan reseptor tabakasina ve bu uyarilari
merkeze ileten sinir sistemine sahiptir (65). Goz, distan ige dogru sklera, koroid ve
retina olmak tizere ii¢ tabakadan olusur. (Sekil 2.1)

Koroid
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Retina

Kornea y 5 3 N Retina katmanlan

Optik sinir
Silier cisim
Sekil 2.1. Goziin yapisi (66)

Sklera tabakasi, goziin 6n tarafinda 1518a kars1 gegirgen ve saydam korneay1
olusturur. G6z mercegi (lens) ve kornea gelen 15181 kirarak retinanin iizerine
diismesini saglarlar. Ortadaki ikinci tabaka olan koroid kan damarlarimi ve 15181
absorbe ederek goz iginde yansimasini engelleyen melanin pigmentini igerir ve
gdziin renkli goriinen kismuni, irisi olusturur. Irisin ortasinda goz bebegi aciklig
(pupil) bulunur. iriste bulunan diiz kaslar gelen 15131 siddeti dogrultusunda pupil
acikligini diizenler (65). Pupil goze fazla 151k geldigi zaman daralir ve fazla 151k
girmesini engeller, az 151k geldigi zaman ise genisler. Pupilin arka tarafinda;
bikonveks, saydam ve esnek 6zellikte gz mercegi bulunur.

Isig1 retinanin {izerine diigiirmek i¢in mercegin seklini degistirmesine
akomodasyon denir. Mercegin sekli, zonular liflerle bagl, silyer kaslarla kontrol
edilir. Yakin cisimlerde kaslar kasilir ve mercegin kiireselligi artar. Silyer kas
beyinden goze iletilen parasempatik sinir sinyalleri ile kontrol edilir. Parasempatik
sinirlerin uyarilmasi silyer kasin kasilmasina ve mercek baglarinin gevsemesiyle
mercegin kirma giiciiniin artmasina yol agar. Kirma giiclinlin artmasi ile goz, yakin
nesnelere odaklanma o6zelligi kazanir. Bu nedenle, uzakta yer alan bir nesne goze
yaklastik¢a, goziin nesneyi odaklayabilmesi i¢in, silyer kasa ulasan parasempatik
impulslarin sayisi gittikge artmalidir (67).



En i¢ tabaka olan retina 1518a duyarl reseptorleri icerir. Retinanin en alt
katmaninda bulunan pigment epitelyum hiicreleri, retinayr gecgebilen tiim 1siklari
soguran siyah pigment melanin sivisi igerir ve 1518in goziin arka kismindan tekrar
retinaya yansimasina engel olur. Fotoreseptorler goziin arka kisminda, pigment
epitelyumun hemen Oniinde bulunur ve diger tiim retina hiicreleri ise
fotoreseptorlerin  Oniinde, mercege yakin yilizeydedir. Bu nedenle, 151k
fotoreseptorlere carpmadan once diger retinal ndron katmanlarindan geger. Isik ilk
olarak ganglion hiicrelerinden, pleksiform ve niikleer tabakadan ve son olarak koni
ve basil tabakasina ulasmadan 6nce sinirlayici zarlardan gecer. (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Retina elemanlari ve retina katmanlar1 (68). GC: Gangliyon hiicre, BPC:
Bipolar hiicre, AC: Amakrin hiicre, HC: Horizontal hiicre, NF: Optik sinir,
GCL: Gangliyon hiicre tabakasi, IPL: I¢ pleksiform tabaka, INL: I¢
niikleer tabaka, OPL: Dis pleksiform tabaka, ONL: Dis niikleer tabaka,
IOSP: Fotoreseptorlerin i¢ ve dis segmentleri, RPE: retinal pigment
epiteli.

Iki tiir fotoreseptdr vardir; rodlar ve koniler. Rodlar 6zellikle 1518a duyarlidir
bu nedenle aksam iizeri veya gece los 1sikta fonksiyonlarin1 daha iyi yerine getirir.
Fonksiyonlarimin bozuk olmasi gece korliigiine neden olur. Rod sistemi akromatiktir.
ve sadece tek bir tip pigment bulundurur. Bu nedenle farkli dalga boylarina ayni
sekilde yanit verir. Rodlar konilere gore daha fazla sayida gorsel pigment igerir ve
boylece daha fazla 151k absorbe edebilir. Tek bir foton rodda fark edilebilir elektriksel
bir tepki yaratabilir. Birgok rodun, bipolar hiicre internéronunda sinapsi vardir. Bu
nedenle, roddan gelen sinyaller bipolar hiicrede toplanir, rodlarin yanitlarindaki
farkliliklarin interndronda ortalamasi alinir, birbirini tetikleyerek her bir bagimsiz
reseptordeki 1$181in  yarattigi sinyalleri giiclendirir ve bdylece beynin los 1s181
algilamasini1  kolaylastirir. Koniler aydinlikta ve renk gormede gorev alir ve
fonksiyonunun bozuk oldugu kisiler renk korii olarak adlandirilir. Konilerle goriis,



rodlarla goriisten daha keskindir ve goriisteki ani degisiklikleri daha iyi ¢Oziimler.
Koniler fovea’da daha yogun olarak bulunmaktadir. Konide elektriksel bir tepkinin
olugsmasi i¢in onlarca, yiizlerce fotonun absorbe edilmesi gerekir. Her bir bipolar
hiicre tek bir koni ile sinaps yapar (69). Her biri 151k tayfinin farkli bir bolgesine
duyarl ¢ tip koni vardir. Beyin bu ¢ tiir koninin tepkilerini karsilastirarak renkle
ilgili bilgi edinir.

Rodlar ve koniler dig segment, i¢ segment, sinaptik terminal olmak iizere ii¢
temel fonksiyonel bolge igerirler. (70) (69) (67).(Sekil 2.3)
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Sekil 2.3. Koni ve basillerin boliimleri (69).

Di1s segment, retinanin dis veya distal boliimiinde yer alir, fototransdiiksiyonu
gerceklestirir. Bu boliim 15181 emen goriintii pigmentleriyle doludur. Rodlarda tek tip
konilerde ise {i¢ tip (mavi, yesil ve kirmizi) gérme pigmenti bulunur. Her pigment
15181 absorbe eden molekiil icerir. Rodlar ve koniler, bu molekiillerden ¢ok sayida
icerir (her hiicrede 10° tane) ve hiicrelerde zarin yiizey alamni ciddi bicimde
genigleten, zarimsi disklere donilismiislerdir. Konilerde, diskler plazma zarinin
devamindayken, rodlarda plazma zarindan ayrilmig ve hiicre i¢i bir organel haline
gelmistir. Koni ve basillerin her ikisi de 1s18a maruz kaldiklarinda parcalanan
kimyasal maddeler igerir ve sonucgta gézden ¢ikan sinir liflerini uyarirlar.

Ic segment, retinanin iginde daha proksimal olarak yerlesmistir, hiicrenin
cekirdegini ve pek ¢ok biosentetik pargasini igerir. I¢ segmentte sitoplazma ve
sitoplazmik organeller bulunur. Bu segmentteki mitokondriler fotoreseptor islevi i¢in
enerji saglamada dnemli rol oynarlar. Sinaptik terminal, koni ya da rodun horizontal
ve bipolar hiicreler ile baglantisini1 saglayan boliimdiir (67) (69).



Fotoreseptorler de diger noronlar gibi, boliinmez ancak dis boliimlerini
stirekli olarak yenilerler. Yeni diskler hizla olusur, eski diskler ise pigment epitel
hiicrelerinin fagositik hareketleri ile atilir (69).

Retinada objelerin net goriintiisliniin bi¢imlendigi nokta fovea centralis’dir.
(Sekil 2.4) Fovea’ da proksimal retinal ndronlarin hiicre gévdelerinin yanlara dogru
kaymas1 oradaki fotoreseptdrlerin en az zarar gérmiis sekilde goriintiiyii almalarina
imkan verir. Bu kayma en ¢ok fovea’nin merkezi olan foveola’da belirgindir. Fovea’
da sadece koniler bulunmaktadir. Retinada ayrica, optik disk adi verilen, optik sinir
liflerinin retinay1 terk ettigi, bir boliim vardir. Bu bolgede fotoreseptor yoktur ve
gorsel anlamda kor noktadir.
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Sekil 2.4. Foveanin yapisi (71)

Retina tizerine diisen 151k elektriksel degisikliklerin olugmasi ile sonuclanan
biyokimyasal reaksiyon basamaklarini tetikler ve fotokimyasal degisikliklere neden
olur. Bu fotokimyasal degisiklikler rodlarda ve konilerde gerceklesir. Rodlarda
bulunan 1s18a duyarli pigment rodopsin adini alir ve maksimum absorbsiyon
spektrumu 500 nm civarindadir. Konilerde bulunan 1s18a duyarh kimyasal madde ise
iodopsindir (72) (67). Rodopsin opsin proteini ve karotenoid pigmenti olan retinalin
(Vitamin A aldehiti ya da II-cis-retinal) birlesimiden olusur. Isik, retina tarafindan
absorbe edilince rodlarda bulunan 11-cis-retinali all-trans-retinale doniistiiriir. All-
trans-retinal opsinden ayrilir. Bu isleme fotodekompozisyon adi verilir. Bu
parcalanma sonucunda ortaya ¢ikan batorodopsin nanosaniyeler iginde
liimirodopsine doniisiir. Liimirodopsin mikrosaniyeler i¢cinde metarodopsin I’i, sonra
yaklagik bir milisaniye i¢inde metarodopsin II’yi ve sonugta ¢ok daha yavas bir
sekilde tamamen pargalanmig {riinler olan opsin ve all-trans retinali olusturur (67).
All-trans retinal, ilk olarak A vitaminin bir sekli olan all-trans retinole doniisiir.
Sonra all-trans retinol, izomeraz enziminin etkisiyle 11-cis retinole doniistiiriiliir. 11-
cis retinal rod dis segmentinde opsin ile birleserek rodopsini meydana getirir. (Sekil
2.5)
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Sekil 2.5. Isik uyarimi ile rodopsinde meydana gelen degisimler (72).

Isik 11-cis retinali aktive eder ve fosfodiesteraz enziminin aktivasyonunu
saglar. Bu enzim ¢cGMP’yi hidrolize ederek ¢cGMP’nin sitoplazmik yogunlugunu
diisiiriir (Sekil 2.6). cGMP bagimli kanallar (Na* ve Ca™ kapanir ve fotoreseptor
hiperpolarize olur. Hiperpolarizasyon fotoreseptoriin ucuna pasif olarak iletilir ve
hiicreden ndrotransmitter salinimi azalir. Daha sonra Ca kanallarinin kapanmasi
nedeniyle Ca konsantrasyonunda ki diisiis, kalsiyuma duyarli proteini aktiflestirerek,
Guanilat Siklaz’a baglanmasina ve daha fazla cGMP {iretilmesine neden olur. Bu da
Na" ve Ca*" kanallarmin agilmasimi ve hiicrelerin tekrar dinlenim durumuna
donmesini saglar (65).
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Sekil 2.6. Fotoreseptor dis segment membraninda bulunan cGMP-kapili kanallara
151810 neden oldugu degisimler. (73).

Fotoreseptorler ve ganglion hiicreleri arasinda bulunan bipolar, horizontal ve
amakrin hiicre interndronlart sinyalleri fotoreseptorlerden ganglion hiicrelerine
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iletirler. Her retinal interndron tiirii (horizontal, bipolar ve amakrin), retina
araciligiyla iletilen fotoreseptor sinyallerinin sekillenmesinde 6nemli bir rol oynar
(69). Rodlar ve koniler sinyalleri dis pleksiform tabakaya iletirken bipolar hiicreler
ve horizontal hiicreler ile sinaps yaparlar.(Sekil 2.7) Gangliyon hiicreleri ise ¢ikis
sinyallerini retinadan optik sinir araciligiyla beyne iletirler (67).

Retinanin her bolgesinde, ayni fotoreseptorlerden sinyalleri paralel yollarla
ileten, fonksiyonel olarak farkli ganglion hiicresi iki fonksiyonel sinifa ayrilir: M
(magno, biiylik) ve P (parvo, kiiclik). Her iki sinifta da merkez ve merkez-disi
hiicreler vardir. M hiicrelerinin biiyiik alic1 alanlar1 vardir ve devamli aydinlanmaya
gecici olarak tepki verirler. Optimum olarak biiyiik nesnelere tepki verirler ve
uyaricilardaki ani degisiklikleri fark edebilirler. Daha kiiciik olan P hiicreleri ise
goriintiideki detaylardan sorumlu olarak kabul edilir (69).
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Sekil 2.7. Retinanin néronal yapisi (74)

Gangliyon hiicrelerinin aksonlar1 beyne giden optik siniri olustururlar. Iki
optik sinirin bulustugu yere optik kiazma denir. Retinanin nazal yarimlarindan gelen
lifler optik kiazmada ¢aprazlasarak, temporal yarimdan gelenler ise ¢apraz yapmadan
dorsal genikiilat niikleus (dLGN)’a girerler ve sinaps yaparlar (Sekil 2.8). Dorsal
genikiilat niikleus; optik traktusun gorsel bilgisini, optik radyasyon (genikiilokalkarin
traktus) yolu ile gérme korteksine iletme ve gorsel bilgi sinyallerinin ne kadarinin
kortekse gececegini kontrol etmede iglev goriir. Sinyalleri primer goérme
korteksinden lateral genikiilata uzanan kortikofugal liflerden ve mezensefalonun
retikiiler alanlarindan gelen liflerden alir.

Dorsal genikiilat niikleus alti niikleer tabakadan olugmustur. 2, 3 ve 5.
tabakalar sinyalleri retinanin temporal bolgesinden alirken 1,4 ve 6. tabakalar
sinyalleri kars1 goziin nazal retinasindan alirlar (67). Dorsal genikiilat niikleusda P
hiicrelerinden sinyalleri alan parvoseliiler (3, 4, 5 ve 6. tabakalar), M hiicrelerinden
sinyalleri alan magnoseliiler tabaka (1. ve 2. tabakalar) olmak {izere iki alt tabaka
bulunmaktadir. Bu tabakada bulunan noronlar morfolojik ve fizyolojik olarak
farklilik gosterirler (67) (75) (76).
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Sekil 2.8. Temel gorsel yolaklar (77).

Parvoseliiler ve magnoseliiler tabakada bulunan ndronlar gorsel korteksin
farkl1 tabakalarina parvoseliiler ve magnoseliiler sistem olarak isimlendirilen ayri
kortikal yollarla ulasirlar (69). Diger yandan, hem parvoseliiler hem de magnoseliiler
yoldan primer gérme korteksine (17. alan) giris yapan iiclincii bir sistem de
bulunmustur. Diger iki yoldan tamamen farkli olan bu sistem renkli gérmeden
sorumlu olup, mitokondriyal bir enzim olan sitokrom oksidazi bol miktarda igeren ve
renk damlalar1 (blob) adi verilen bolgelerde (17. bolge) sonlanir. Magno sistem
hareket ve derinlik algilanmasindan, parvosistem sekillerin ayirt edilmesinden ve
hizli yersel degisikliklerin algilanmasindan, blob sistem ise renkli gormeden
sorumludur (78). Dorsal genikiilat niikleustan ¢ikan gorsel bilgi sinyalleri primer
gorme korteksine ulasir. Gorme korteksi primer ve sekonder olarak ikiye ayrilir.
Sekonder gorme korteksine gorsel asosiyasyon alanlar1 da denir. Gorsel uyaranlarin
analizi i¢in primer gérme korteksinden gelen sinyallerin iletildigi alanlardir.

2.1.2. Sican Gorme Sistemi

Sicanlarda, dLGN, parvoseliiler ve magnoseliiler diye ayrilmamistir ve ayri
gorsel alt sistemler tanimlanmamuistir. Siganlar, insanlara gore, retinada, dLGN’de ve
gorme korteksinde ¢ok az Ozellesme gosterirler. Siganlar renkli gérmeden (79) ve
tahminen blob sisteme karsilik gelen bir sistemden yoksundurlar. Siganlarin temporal
(zamansal) frekanslar1 ayirt etme yetenekleri vardir. Magno sisteme karsilik gelen bir
sistem varken, parvo sistemine karsilik bir sistemlerinin oldugu siiphelidir. Cilinkii
uzaysal rezoliisyonlari insanlarinkinden daha kiiciiktiir (78). Tiirler aras1 topografik
ozellesme ve alg1 yeteneklerindeki farkliliklara ragmen, iki tiir arasinda nitelik olarak
parvoseliller ve magnoseliiler sistemlerinde benzerlik bulunmaktadir. Primatlara
benzer olmakla birlikte, siganlarin gorsel yolaklar1 retinal ganglion hiicrelerinin
morfolojisi, optik traktustaki sinir liflerinin hizi, retinal ganglion hiicrelerinin dLGN
tabakalarindaki dagilimi, talamokortikal projeksiyonlarin kortikal dagilimi ve ileti
hizlari, dLGN’deki ndronlarin reseptif alan 6zellikleri ve gorsel korteks bakimindan
fonksiyonel ve yapisal olarak fakliliklar gosterirler. Primer gérme korteksinden input
alan ekstrastrial gorsel bolgeler diger memelilerde oldugu gibi sicanlarda da sekilli
gormeyi saglar (78).
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2.2. Glokom

2.2.1. Akoz Humorun Akisi ve Trabekiiler Ag

Onde kornea arkada iris ve lensin arasinda bulunan bosluk én oda olarak
isimlendirilir. Lens, iris ve kornea silier cisim tarafindan iiretilen, 6n oday1 dolduran
akdz humor isimli siv1 ile beslenir. On odada 0,25 mL hacminde, arka odada 0,06
mL hacminde bulunur. Ak6z humor IOP’nin siirdiiriilmesini saglar, kornea ve
lensden metabolitlerin uzaklastirilmasinda ve gerekli substratlarin saglanmasinda,
optik gecirgenligi saglanmasinda onemli role sahiptir. Akdz humor %99,9 su ve
%0,01 solidlerden olusmustur. Bu solidler; proteinler: kan akdz bariyerinden dolay1
akdz humor protein igerigi plazmadan ¢ok daha diisiiktiir. Inflamasyon durumunda,
kan ak6z bariyeri bozuldugunda akéz humor protein konsantrasyonu artar. Akoz
humor amino asit bilesenleri: 5 mg/kg sudur. Non-kolloid bilesenler: milimol/kg su
olarak glukoz (6), iire (7), askorbat (0,9), laktik asit (7,4), inozitol (0,1), Na" (144),
K'(4,5), CI'(10) ve HCO3'(34). Oksijen: akéz humorda ¢oziinmiis halde bulunur. On
oda akoz humor bilesimi ile arka oda akéz humor bilesimi birbirinden farklidir. Arka
odada HCOj; 0n odadakinden yiiksektir. Arka oda CI konsantrasyonu on
odadakinden diisiiktiir. Arka oda askorbat konsantrasyonu o6n odadaki
konsantrasyonundan ¢ok az miktarda yiiksektir (72). On oda Schlemm kanal,
trabekiiler ag (uveal ag- korneaskleral ag-jukstakanalikiiler ag), silier cismin 6n sinir1
ve iris kokiinden olusur. Akéz humor lensin 6n ylizii ile irisin arka yiizii arasindaki
dar araliktan 6n odaya akar ve %80 trabekiiler ag yolu ile, %20 uveoskleral yol ile
disar1 akar. Buradan ya direk olarak ak6z venden episkleral vene yada indirek olarak
episkleral venden toplayici kanallar yolu ile Schlemm's kanalina akar (80). (Sekil
2.9)

- Arka oda

Schlemm kanall
Kormea

- Vit )
FYEES  Akaz humor. 2
Iris

On oda

Sekil 2.9. On segment anatomisi ve akdz humorun akis semasi (81).

Arka oda, irisin arkasinda yer alan akéz humor ile dolu bélmedir. Onde irisin
arka yiizii ve silier cismin bir kismi1 arkada ise lens ve vitreus 6n yiiziine kadar uzanir
(72). Kornea, sklera ve konjonktivanin birlesme yeri olan limbus 6n odanin drenaj
sistemi olan trabekiiler ag ve Schlemm kanalini igerir (82). Trabekiiler ag 6n oda ile
schlemm kanal ltimeni arasinda bulunur. (Sekil 2.10)
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Sekil 2.10. Trabekiiler agin konumu (83)

Trabekiiler ag akéz humorun schlemm kanalina erismek igin aktarildigi
biyolojik bir filtre olarak tanimlanmaktadir (84). Trabekiiler ag hiicreleri biitiin akis
sistemi homeostazisinin siirdiiriilmesinde biiyiik 6neme sahiptir (85). Trabekiiler ag
akdz humorun disa akisini ve IOP’yi kontrol eden 6zellesmis bir gz dokusudur. Bu
bolgede meydana gelen degisiklikler akis sisteminde olusan direng ile sonuglanir
(86). Trabekiiler ag glokomun patogenezinde kilit rol oynayan bolgedir. Birgok
arastiricinin - glokomun iskemik hasar sonucu olustugunu diisiinmesine ragmen
trabekiiler agda oksidatif serbest radikallerin neden oldugu hiicre hasarinin glokom
patogenezinde Oneme sahip oldugu distiniilmektedir (46). Go6z i¢i basincinin
oksidatif serbest radikallerin olusumuna neden olarak patojenik bir role sahip oldugu
tanimlanmustir (87) (72).

Glokomda IOP artisinin mekanizmasi agik agili glokomda 6n odada drenaj
sisteminde meydana gelen bozukluklar ya da kapali acili glokomda ise akéz humorun
drenaj sistemine erisiminde meydana gelen bozukluklar sonucu akéz humorun
akiginin bozulmasidir (8). Silier cisimde iiretilen akéz humor arka odaya girer,
pupilden gegerek 6n odaya ulasir ve ardindan 6n oda agisindaki trabekiiler aga gelir.
Kollajen demetleri ve trabekiiler hiicreleri ile ¢evrili elastik dokudan meydana gelen
trabekiiler ag, akoz sivisint Schlemm kanalina akitir (8). Endotelyal hiicre benzeri
olan trabekiiler hiicreler fagositoz yapabilme ve matriks-alcaltict enzimleri, hiicre
dis1 matriks elementlerini ve transforme edici biiylime faktoriinii (TGF)-p tliretebilme
kabiliyetine sahiptir (88) (89).

2.2.2. Glokomun Patogenezi ve Tipleri

Glokom tiim diinyada 70 milyon insani etkileyen , kalic1 gérme kaybina en
stk neden olan g6z hastaligidir (90). Glokom RGC oliimilyle seyreden, optik sinir
noropatisidir (91). Normalde goz i¢i yapilarin beslenmesinde gorevli olan akéz
humor, siirekli olarak kanallar yolu ile goz disina atilir. Akéz humoru disar1 bosaltan
Schlemm kanalindan ¢ikan drenaj kanallarinda yapisal olarak tikaniklik olusmasi
glokoma neden olabilir (92). Akéz humorun kornea ve skleraya yaptigi basinca IOP
ad1 verilir (93). Goz igi basinci normal degerleri 10 ile 20 mm Hg (ortalama 16+2,5
mm Hg) diizeyindedir. Ak6z humorun olusumu ve atilimi arasindaki dinamik denge
ile IOP normal diizeyde tutulur. G6z i¢i basinct silier cisim epitelyumundan akdz
humor iiretimi ve gézden akéz humorun disa akim direncinin orani ile belirlenir (94).
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Ako6z humorun yeterli bosalamamasina bagli olarak goz iginde basing yiikselir.
Yiksek IOP ve kan akimi disregiilasyonu glokoma neden olan baslica risk
faktorleridir (95). Akodz olusumu silier kapillerin gegirgenligi ve kanin osmotik
basincina bagimlidir. Ayrica artmig episkleral ven basinci IOP’de artisa neden
olabilir. Yiikselen IOP gangliyon hiicrelerinin beslenmesini engelleyerek hasara
neden olur. Boylece kademeli gangliyon hiicre 6liimii nedeni ile gérme kaybi ortaya
¢ikar. Hiicrelerin tiimii 61diigii zaman kalic1 gorme kaybi meydana gelir (96). Retinal
gangliyon hiicre Oliimii, baz1 patolojik olaylar sonucu biiyiime faktorlerinin
(norotrofinler) beyinden RGC’lere tasinmasinin bloke olmasi ile iliskilidir.
Norotrofinlerin blokaji, hasar kaskatini baslatir ve hiicreler normal fonksiyonunu
stirdiiremezler (97). Retinal gangliyon hiicreler normal fonksiyonlarini siirdiiremez
ve apoptozise ugrarlar. Ayrica farkli hiicrelerinde apoptozise ugramasini tetiklerler.
Apoptozis genetik olarak kontrol edilen programli hiicre oliimiidiir. Hiicreler geri
dontistimsiliz sekilde hasara ugrayak oliirler ve ardindan inflamatuar bir yanit
olusturmadan komsu hiicrelerce yutulurlar. Retinal gangliyon hiicre 6liimii retinal
sinir liflerinin kayb1 ile de iliskilidir. Optik sinir liflerinin kaybi fonksiyonel
bolgelerin normal fizyolojik ¢akismalarini uzatir. Karakteristik olarak optik diskte
degisimleri ve gorme alan1 defektleri meydana gelir.

Uzunca bir siire, glokomda goriilen optik sinir zedelenmesinin yalnizca IOP
artisindan kaynaklandig1 disiiniiliiyordu. Yiiksek IOP’nin glokom gelisimi ig¢in
onemli bir risk faktorii oldugu bilinmekle beraber diger faktorlerin de glokom
gelisiminde 6nemli oldugu artik bilinmektedir (98). Zira, normal IOP olan kisilerde
de glokom gelisimi goriilebilmektedir (99). Artmis IOP mekanik teori ile
aciklanmaktadir. Artmig IOP lamina kribrosa iizerinde mekanik gerilim yaratarak
aksonal deformasyona, kapiler kan akiminmi degistirerek iskemiye neden olur.
Notrotropinler ise retinal ganliyon hiicre gdvdelerinin yasamini silirdiirmesi igin
yetersiz miktardadirlar. Basingtan bagimsiz faktorler ise vaskiiler yetmezlik teorisi
ile aciklanmakta ve IOP artisin1 gozlenmedigi normal tansiyon glokom hastalarinda
ONH’nin vaskiiler perflizyonunu etkileyen faktérler GON’a karigsmaktadir. Bu
faktorler; kan akim mekanizmasi otoregiilasyonundaki bozukluklar, vazospazm,
sistemik hipertansiyon ve akut kan kaybi, abnornal pihtilasma profili gibi diger
faktorlerdir (100) (101) (2). Eksitotoksisite teorisine gore ise néronal dejenerasyonun
glutamat, serbest oksijen radikalleri ve 6liime maruz kalan RGC’lerden salinan nitrik
oksit gibi toksik faktorler tarafindan siirdiiriildiigiine inanilmaktadir (102).

Tiim glokomlarin %901 40 yasin {izerinde kisilerde goriilmektedir (103). Kirk
yasin iizerinde yaklasik olarak her 40 kisiden 1'inde goriiliir ve hastalifin ortaya
ciktig1 20 kisiden 1'inde her iki gézde kalict gorme kaybina, yani total korliige neden
olur (104). Seker hastaligi, yiiksek miyopi, uzun siireli kortizon kullanimi, goz
yaralanmalari, yiiksek kan basinci, kanin osmotik basincinda artis, siddetli kansizlik
ve sok gecirilmesi glokom riskini arttiran faktorlerdir (105).

Glokomda reaktif oksijen metabolitlerinin arttig1 gosterilmistir (3). Hiicre
metabolizmasi sirasinda olusan ROS sitoplazmik makromolekiilleri oksidasyona
ugratabilme oOzelligine sahiptir. Glokomda gelisen posttranslasyonel oksidatif
modifikasyonlar (34) (21) hem ROS olusum miktarlarina hem de intraseliiler ve
ekstraseliiler antioksidan seviyelerine bagimlidir. Glutatyon, askorbat gibi diisiik
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molekiiler agirliga sahip antioksidanlar ile sistein ve tirozin gibi serbest radikalleri
tutma 6zelligine sahip molekiiller akéz humorda tespit edilmistir (60). Askorbat akoz
humor igerisinde yiiksek konsantrasyonda mevcuttur (1-2 mmol/l) (61). Bu
antioksidan molekiillere ilaveten, SOD, CAT ve GPx gibi antioksidan enzimlerin
varlig1 da ak6z humorda rapor edilmistir. Stiperoksit dismutaz enziminin {i¢ formu da
ak6z humorda mevcuttur (62). Ak6z humorda GPx’in varligi gosterilmistir (63).
Glutatyon peroksidaz mRNA ekspresyonunun asil gerceklestigi yerin okiiler silier
epitelyum oldugu bulunmustur. Sonug¢ olarak akéz humorda GPx bu hiicrelerden
koken almaktadir (64).

Glokom baslica acik agili ve kapali acilt glokom olmak iizere iki tipte
goriilebilir.

ACIK acili glokom: Glokomlarin %85-90'1 bu tiptedir. Goziin 6n ve arka
odasin1 dolduran berrak bir sivi olan akdz humor silier cisimde {iretilir ve pupilden
gecerek trabekiiler aga akar. Acik acili glokomda 6n odada drenaj sisteminde
bozukluklar meydana gelir. Ak6z humorun bozulan akisi IOP artigina neden olur.
Acik acilt glokomlu hastalarda hastalik belirgin bir belirti vermeden ilerler. Ancak
hastaligin son donemine yaklasildik¢ca gérme bozulur ve azalir. Fakat bu durumda,
g0z siniri bilylik oranda tahrip olmus ve gorme alani ¢ok daralmistir (8).

KAPALI agili glokom: Glokomlu hastalarin %5-10 kadarin1 olusturur. Akoz
humorun drenaj sistemine erisiminde bozukluklar meydana gelir. Iris ile korneanin
birbiri ile temas edip ak6z humorun gozii terk etmek i¢in goz kanallarina ulasamadigi
durumdur. A¢1 kapanmasi glokomu veya akut glokom krizi olarak isimlendirilen bu
glokom tiiriinde, birden gozde siddetli agri1, kizariklik, gérmenin bulaniklagsmasi ve
azalmasi belirtileri ortaya c¢ikar. Goz igi basinct 40-50 mm Hg veya daha yiiksek
diizeylere cikabilir. Bu yiiksek basing gorme kaybi olusturur. Akdz humorun akis
kanallarinda anatomik bir blok vardir. Ornegin periferik iris dokusu atilim kanallarin
tikayabilir. Bu glokom, tiirii kronik veya akut tipte olabilir.

En ¢ok goriilen bu iki glokom tipinden baska bir de sekonder glokom adi
verilen bir glokom tiirii mevcuttur. Sekonder glokomda, gézde IOP’nin yiikselmesine
neden olan bir hastalik vardir. Bu, degisik nedenlerle olusan g6z i¢i kanamalari, goz
ici iltahaplari, seker hastaligi, goze gelen darbeler (travma), ileri donemdeki katarakt
gibi ¢cok degisik sebeplerle olabilir.

2.3. Gorsel Uyarilma Potansiyelleri

Gorsel uyarilma potansiyelleri (visual evoked potentials, VEP), gorsel bir
uyarana karsi, korteksin oksipital bolgesinde olusan uyarilmis potansiyellerdir (106)
(107). Gelisen bilgisayar teknolojilerine paralel olarak, VEP’ler gorsel sistem
fizyolojisinin anlagilmas: ve gorsel yollardaki patolojilerin teshisi igin siklikla
kullanilmaya baslanmistir. Bu teknik, gorme keskinligi ve ndroanatomik
degerlendirilmesi yaninda, makular dejenerasyon, renk korliigli gibi oftalmolojik
hastaliklarin ve optiknorit, iskemik optik noropati, demiyelinize hastaliklarin
arastirilmasinda  kullanilmaktadir. Dolayisiyla, gorme yolagindaki iletimi ve
fonksiyonlar1 yansitmasi nedeniyle, VEP’ler gorsel sistemin degerlendirilmesi i¢in
kullanilan objektif bir yontemdir.
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Retinada 151k uyarani ile provake olan potansiyel, optik sinir, kiyazma ve
optik traktus yolu ile korpus genikiilatum lateraleye gelir. Buradan kaynaklanan
genikiilokalkinarus lifleri, optik radyasyon i¢inde primer gorme korteksinde sonlanir
(Area 17). Buradan da sekonder (Area 18) ve tersiyer (Area 19) gérme korteksine
baglanti saglanir. Gorsel uyarilma potansiyellerinin = Slgiilmesinin  amaci
retinokortikal iletimi ve gdrme korteksindeki aktiviteyi de kapsayan yiiksek afferent
gorme merkezlerinin durumunu bildirir verileri elde etmektir (106).

Gorsel sistemin elektrofizyolojik bir 6l¢timii olan VEP’lerde ortaya c¢ikan
dalga formlari, polarite ve ortaya ¢ikis zamanlarina gore adlandirilmaktadir. Gorsel
uyarimi takiben ortaya ¢ikan dalgalar polaritelerine gore, negatif (N) ve pozitif (P)
olarak gosterilmektedir. Ortaya ¢ikis zamanlarina gore ise ii¢ gruba ayrilarak
incelenmistir (54). Gorsel uyarani takiben ilk 10 ms’lik zaman iginde olusan
dalgalara kisa latensli (erken), 10 ile 50 ms’ lik siire i¢inde oluganlara orta latensli ve
50 ile 300 ms’lik siire i¢inde olusanlara ise uzun latensli VEP’ler denir (Sekil 2.11)
(54). Diger uyarilma potansiyellerinde oldugu gibi, VEP’lerin degerlendirilmesi igin
kullanilan en Onemli parametreler igersinde dalgalarin tepeden tepeye genlik
degerleri ve latensleri yer alir. Latens, bir uyar1 verildikten sonra olusan dalga
formunun, maksimum genlige ulastig1 siiredir.

Gorsel uyarilma potansiyeli kayitlarinda, ilk ortaya ¢ikan dalga formunun
pozitif olmasi1 nedeniyle ilk bilesen P1 olarak, digerleri ise ortaya ¢ikis siirelerine
gore N1, P2, N2, P3, N3 olarak isimlendirilir. Gorsel uyarilma potansiyellerinin P1
bileseninin nereden kaynaklandigi heniiz tam olarak ac¢ikliga kavugsmamakla birlikte,
17 ve 18a’da bulunan gorsel alanlarin iist nasal kisimlarinda olabilecegi kanisi
yaygindir (108). Yapilan ¢aligmalarda, N1 ve P2 bilesenlerinin genikulokortikal
afferent girislerin olusturdugu kortikal cevaplar oldugu, lamina IV’teki stellate
hiicrelerinin hiperpolarizasyonu sonucu P2’nin, depolarizasyonu sonucu ise N2’nin
olustugu ileri stiriilmiistiir (109) (110). Diger yandan, P3’iin tist laminadaki piramidal
hiicrelerin eksitator postsinaptik cevaplarini yansittigi belirlenmistir (109). N3
jeneratorlerinin yiizeyel tabakalar boyunca dik olarak yayildigi ve bu bilesenin,
govdeleri derin tabakalarda bulunan noronlarin apikal dendritleri boyunca olusan
depolarizasyonunu yansittigi ifade edilmistir (111).

2.3.1. Gorsel Uyarilma Potansiyeli Kayitlar

Gorsel uyarilma potansiyeli calismalarinda, VEP sinyallerini amplifiye etmek
icin diferansiyel amplifikator, sinyallerin ortalamasini almak i¢in toplama cihazi ve
sinyalleri goriintiilemek ve kaydetmek icin bilgisayar gereklidir. Gorsel uyarilma
potansiyeli kayitlarinda dikkat edilmesi gereken hususlardan biri elektrotlarin se¢imi
ve kullanilmasidir. Genellikle giimiis kloriir (Ag-AgCl) elektrotlarm VEP kayitlar
i¢in kullanilan elektrotlardir (107).

Gorsel uyarilma potansiyeli kayitlarinda kullanilan iki tip elektrot diizenegi
vardir. Bunlara referansin konumuna bagli olarak monopolar veya bipolar kayit
denir. Monopolar kayitda, elektrotlardan biri kortikal bolgeye, referans ise kulak
veya mastoid gibi kortikal olmayan bir bolgeye yerlestirilir. Bipolarda ise
elektrotlarin ikisi de kortikal bolgeye yerlestirilir ve sonucta olusan dalga bu iki
kortikal kaynak arasindaki farki gosterir.
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Sekil 2.11. Gorsel Uyarilma Potansiyelleri ve Bilegenleri (112)

Gorsel uyarilma potansiyelleri, gorsel uyar igerigine gore pattern (sekilli
uyaran) veya flas (yanip sonen 1s1k), uyar1 hizina gore gecici (transient) veya kararh
hal (steady-state) diye siniflandirilabilir. Flag 1s1gmin yiiksek siddetle ve kisa
araliklarla tekrarlanmas ile kaydedilen potansiyellere Flas Uyarilma Potansiyelleri
(FVEP) denir.

Uyarmin verilme sikligina bagli olarak VEP’in yapis1 degisir. Seyrek verilen
(1 Hz) uyarana dogan cevaptan sonra ikinci uyarana kadar oksipital korteksin
toparlanmasi mimkiindiir; yani uyarilmig sistem uyarilar arasinda istirahat
konumuna donecek zamani bulur. Bu nedenle VEP’te biitiin pozitif ve negatif
osilasyonlar1 gormek miimkiindiir ( transient VEP; gecici hal uyaris1). Tanim olarak
gecici yanit, gdzlenen zaman i¢inde ortaya cikan ve tamamen kaybolan yanit
anlamina gelmektedir. Tekrarlayan uyarilarin verilmesi ve daha sonra elde edilen
yanitlarin ortalamalarinin alinmasi1 ile elde edilen gegici uyarilma potansiyeli
kaydinda, bir uyarmin olusturdugu degisimlerin, bir sonraki uyar1 gelmeden 6nce
tamamen sondiigii ve bdylece tekrarlayan uyarilar serisi i¢inde bir uyariya karsi elde
edilen uyarilma potansiyelinin kendisinden oOnceki uyarinin neden oldugu
degisimden etkilenmedigi varsayilmaktadir. Buna karsilik, sik verilen (4Hz ve iizeri)
uyarana dogan cevaptan sonra korteksin toparlanabilmesi i¢in zaman yoktur. Yani
yeni bir yanit baglamadan bir 6nceki isaret yok olmaz. Uyaran sikligina gére VEP
harmonik dalga karakteri kazanir (steady state-VEP; kararli hal uyarisi). Steady state
uyarilmis potansiyeller, yeterince sik uygulanan, yani uyarilar arasi beyin
mekanizmalarinin baglangigtaki durumuna donmesine olanak tanimayacak kadar kisa
olan, uyarilara karsi, frekans bilesenlerinin uzun bir zaman diliminde degismeden
kaldig1 ardisik uyarilma potansiyel yanitlar1 olarak tanimlanmaktadir (113) (114).

2.3.2. Gorsel Uyarilma Potansiyellerini Etkileyen Faktorler

Flas uyariminda, saniyede gonderilen uyar1 sayisi, elde edilen aydinlik orani,
dalga boyu, ortamin fotopik veya skotopik olusu VEP kayitlarii etkileyen
parametrelerdir. Flas uyarimda normal VEP cevabini etkileyen faktorler farklilik
gosterir. Flag uyariminda retinanin 1s18a duyarhiligi, optik sinirden oksipital kortekse
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kadar olan ileti hizi, kortikal gorme merkezi ve {ist merkezlerle baglantilar VEP
cevaplarini etkiler (115) (116).

Klinik testlerde daha ¢ok pattern uyaran kullanilir. Cilinkii bu potansiyeller
gorsel yol lezyonlarin1 gostermede daha duyarli olup, denekler arasinda ¢ok fazla
degiskenlik gostermezler. Ayrica, insanin gérme fonksiyonlarindan biri sekilleri ve
kenarlarin1 analiz etmek oldugundan, sekil degismeli VEP (PR-VEP)’lerin bazi
ozellikleri degistirilerek, bunlar hakkinda daha fazla bilgi elde edilebilmektedir. Sekil
degismeli VEP’ler insanda temel olarak fovea ve konilerin aktivitesini
gostermektedir (67). Diger yandan, PR-VEP’lerde 100 ms latenste olusan P100
bileseninin optik noéropatilerde, retrobulbar néropatilerde ve multipl sklerozda (107)
(117) daha klinik semptomlar ortaya ¢ikmadan uzamasi, bu hastaliklarin erken teshisi
yoniinden onemli bir parametre olarak kabul edilmesine yol agmustir.

Gorsel uyarilma potansiyellerini etkileyen en onemli faktorlerden biri de
serbest radikaller ve olusturdugu lipid peroksidasyonudur. Daha o6nce yapilan
calismalarda (118) (119). (120) (121) lipid peroksidasyonundaki artigsa paralel olarak
VEP latenslerinin uzadig: tespit edilmistir.

2.4. Reaktif Oksijen ve Nitrojen Tiirleri

2.4.1. Serbest Radikal Tanim

Molekiillerin dis yoriingelerinde biri digerine zit yonde hareket eden elektron
ciftleri bulunmaktadir. Bu elektron ciftleri, molekiiliin kararli kalmasini saglar. Dis
yoriingelerinde en az bir adet eslesmemis elektron igeren atom veya molekiile serbest
radikal denir (122) (123) (124). Serbest radikaller rastlantisal bir sekilde
metabolizmanin yan {riinleri olarak veya belli bir amaca yonelik olarak (or:
fagositoz) hiicre icerisinde stirekli tiretilirler.

2.4.2. Serbest Radikal Olusumu
Radikaller baslica 3 temel mekanizma ile olusur.

1. Normal bir molekiilin kovalent baginin homolitik ayrilmasiyla: Yiksek
enerjili elektromanyetik dalgalar ve yiiksek sicaklik kimyasal baglarin kirilmasina
neden olur. Kirilma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar
tizerinde kaltyorsa, bu tiir kirilmaya homolitik kirilma denir ve her iki atom iizerinde
de eslesmemis elektron kalir.

2. Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesiyle: Radikal 6zelligi bulunmayan
bir molekiiliin elektron kaybetmesinin ardindan dis orbitalinde paylasilmamis
elektron kaliyorsa radikal formu olusur.

3. Normal bir molekiile elektron eklenmesiyle: Radikal 6zelligi tasimayan
molekiile bir elektron transferi ile dig orbitalinde eslesmemis elektron olusuyorsa bu
tir indirgeme radikal olusumuna neden olur (125).

Bir radikal, radikal olmayan bir molekiille reaksiyona girerse, baska bir

serbest radikal olusur. Bu 0Ozellik serbest radikallerin zincirleme reaksiyonlara
girebilmelerine olanak saglar (125).
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2.4.3. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Kaynaklar

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu, aerobic kosullar altinda siiren yasam ile ve
hem fizyolojik hem de patofizyolojik kosullar altinda iretilen reaktif aracilar ile
ilgilidir (126). Reaktif oksijen tiirleri DNA, karbohidratlar ya da proteinler gibi
biyolojik makro molekiillere hasar verebilme yetenegine sahiptir. Bu oksijen
metabolitleri ya hidroksil radikali (OH’), peroksil radikali (ROO) gibi radikal ya da
singlet oksijen, ONOO" ya da H,O, gibi reaktif radikal olmayan bilesiklerdir (127).
Gozde ROS kaynaklari daha sonra ayrintili olarak agiklanacak olan giines 15181,
mitokondriyal solunum ve hiicresel metabolik reaksiyonlardir.

Stiperoksit hiicre igerisinde molekiiler oksijenin rediiksiyonu ile olusan
baslica serbest radikaldir (126).

O, +e — 0,°

Stiperoksit anyonu elektron fazlasinm1 bir baska elektron alicisina vererek
tekrar molekiiler oksijene (O,) oksitlenebilir. Ya da bir elektron daha alarak peroksil
anyonunu (O%) olusturur, bu da ortamdan iki proton alarak (H") H,0, olusumuna
neden olur (128).

0 +e — 07"
0> +2H" —— H,0,
Indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu O, meydana getirebilir.
Fe?+ 0, «— Fe” +0,"
Cu'+ 0, «— Cu”+0,"

Gecgis metalleri iyonlarmin oksijenle reaksiyonlart geri doniistimli
reaksiyonlardir. Siiperoksit radikal anyonunun ondan meydana gelen diger reaktif ara
tirtinlerin olusumunda merkezi rol oynadigr goriinlir. Mitokondrideki respiratuar
zincir 6ncelikle O~ ve O, dismutasyonunun bir iiriinii olarak H,O, ROS’un gii¢lii
bir kaynagidir (129). Bu durum mitokondriyal elektron tasima zincirinin spesifik bir
bolgesinde oksijenin O, ‘e uygunsuz rediiksiyonu ile sonuglanan olasi eslesmemis
elektron sizintisindan kaynaklanir (130). Bir diger 6nemli ROS kaynagi inflamatuar
(0zellikle kronik inflamasyon) reaksiyonlardir. Aktive olmus makrofajlar ve
noétrofiller gibi inflamatuar hiicreler ¢esitli ROS’lar1 (H,O,, NO, O,7) ve hipokloriti
(HOCI) serbest birakirlar (131). Notrofiller membrana baglh ¢ok bilesenli NADPH
oksidaz olarak adlandirilan bir enzim kompleksine sahiptirler. NADPH oksidaz
aktive edildiginde biiyiik miktarda ROS {iretir (132). Bu sistem notrofil “respiratuar
patlama”dan (fagositozda artmis solunum) sorumludur.

Stiperoksit anyonu, hiicre membranlarindan kolay gecemedigi i¢in kendisi
dogrudan zarar vermemektedir (133). Siiperoksitin asil Onemi, gecis metal
iyonlariin indirgeyicisi ve H>O, kaynag1 olmasidir. Hidrojen peroksit tiretimi SOD
tarafindan katalizlenen O, dismutasyonu ile olmaktadir.
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20,7 +2H" —92_ 5, H,0,+0,

Hidrojen peroksit diisiik elektriksel yiikii ve noniyonize 6zelliklerinden dolay1
hiicre membranlarindan hizli bir sekilde gecer. Gegis grubu metal iyonlarinin
varliginda yiiksek derecede reaktif serbest radikaller olusur (133) (134).

Di1s cevre de 1s1, UV 151k, terapotik ilaclar ve y- ve y- radyasyon gibi birgok
kaynaktan ROS iretebilir (135). Demir katalizli Haber-weiss reaksiyonu, O,",
askorbat, tiyoller ve diger rediiktanlar Fe™’ii Fe™*ye, H,0,’yi etkili bir oksidan olan
ve lipit oksidasyonuna neden olan OH’a indirgerler (126).

H,0, + 0,” > OH + OH  + O, (Haber-weiss reaksiyonu)

Haber-Weiss reaksiyonu genellikle fizyolojik durumlarda yavastir. Fakat
gecis metalleri, metal selatorler veya hemoproteinlerin varliginda bu reaksiyon hizl
olusur. Bu durum Fenton reaksiyonu olarak tanimlanir. Biyolojik sistemlerde demir
benzeri gecis metalleri, demir i¢ceren maddeler (transferrin, laktoferrin, hemoglobin)
mevecuttur. Siiperoksit radikali ferrik (Fe™) demiri, ferréz (Fe™) demire indirger. Bu
sirada H,O,, OHa dontisiir (136).

0, +Fe? ———Fe?+ 0,
Fe™ + H,0,——— Fe™ + OH + ‘OH  (Fenton reaksiyonu)

Mitokondriler membran lipitleri, proteinler ve mitokondrial DNA’nin
oksidatif hasarmi ilerleten diisiik molekiiler agirlikli Fe*" komplekslerinin birikimi
i¢in ana boliimdiir.

Hidroksil radikali en reaktif oksijen tiirevidir. Bu radikal yiiksek
reaktivitesinden dolay1r olustugu yerde cevredeki hedef molekiiller ile derhal
reaksiyona girer. Hidroksil radikali olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi ¢esitli
molekiillerden bir proton kopararak tiyil radikalleri (RS"), karbon merkezli organik
radikaller (R’), organik peroksitler (RCOO") gibi yeni radikallerin olusmasina ve
sonugta bliyiik hasara neden olur.

R-SH + OH" ——— RS’ + H,0
-CHy + OH' — - CH'- + H,0

Peroksil radikalleri, poliansatiire yag asitlerinden (PUFA) hidrojen atomunun
¢ikarilmasi ile baslatilan lipit peroksidasyonu sirasinda meydana getirilebilir (137).
Peroksil radikalleri biyolojik sistemlerde 6nemli difiizyon kabiliyetine sahip ve
olduk¢a uzun Omiirlii tiirevlerdir. Ayrica lipit peroksidasyonunda olusan iiriinler
aldehitlerdir (138). Lipit peroksidasyonu O, ve H,O, tarafindan baslatilmadiginda
OH, alkoksi radikalleri (RO") ve ROO' lipit peroksidasyonunun baslamasina yol acar
(139). Lipit peroksil radikalleri diger lipitler, proteinler ve niikleik asitler ile
reaksiyona girer boOylece elektronlarin transferinin artmasina ve substratlarin
oksidasyonuna sebep olur. Hiicre membranlar1 yapisal olarak oksidatif saldirtya
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oldukca hassas olan ¢ok miktarda PUFA’dan olusmustur ve PUFA’da meydana
gelen onemli degisiklikler; degismis membran akiskanligi, gecirgenligi ve hiicresel
metabolik disfonksiyon ile sonuglanir (140).

2.4.4. Reaktif Nitrojen Tiirleri ve Kaynaklari

Nitrik oksit aslinda yararli bir metabolit olduguna inanilan bir serbest
radikaldir. Gergekten de lipit peroksidazlar ile reaksiyona girebilir ve antioksidan
olarak fonksiyon gorebilir (141). Ciinkii nitrik oksit biyolojik membranlara kolayca
penetre olabilen serbest bir gazdir (142). Nitrik oksit sentaz prekiisor aminoasit
sustrat1 olan L-arjinini, terminal guanidino nitrojeninin oksidasyonunu enzimatik
olarak katalizleyerek L-sitriiline ¢evirir ve NO’yu meydana getirir (143).

Nitrik oksitin kontrolsiiz iiretimi sonucu proteinlerin nitrolizasyonu, DNA
kirilmalart ve diger molekiiler etkilesimler ile beyin dokusunda hasar meydana
gelebilir (144).

Nitrik oksit sentaz izoformlar1 genellikle iki kategoride incelenir (i)
Ca*'/kalmodiilin bagimli constitutive NOS (NOS1 ve NOS3) ve (ii) ekspresyonu
sitokinler ve diger inflamatuar uyaranlar ile artan indiiklenebilir NOS (NOS-2 veya
iNOS). Noronal (nNOS, NOS-I), indiiklenebilir (iNOS, NOS-II) ve endotelyal
(eNOS, NOS-III) olmak iizere iic NOS izoformu bulunmaktadir. Ugii de NADPH ve
O,’e ko-substrat olarak ihtiya¢ duyar. Nitrik Oksit Sentaz- 1 ve NOS-3 izoformlari
siras1 ile insan retina ve retinal vaskiiler endotelyal hiicrelerden klonlanmigtir
(145),(146). Nitrik Oksit Sentaz-1 farkli tiirlerde amakrin hiicrelerde, i¢ niikleer
tabaka ve retina fotoreseptorlerinde immiinohistokimya ile tamimlanmistir (147).
Nitrik Oksit Sentaz-2 izoformu artmus IOP ve iiveit kosullar1 altinda kornea, iris,
silier cisim, ndronal retina, retinal glial hiicreler ve ONH’de gosterilmistir (19) (148)
(21).

2.4.5. Nitrik oksit ve oksijen radikalleri arasindaki etkilesim

Siiperoksit radikalinin NO“’ya kars1 afinitesi yiiksektir. Nitrik oksit ve O~
arasindaki reaksiyon ONOO™ olarak adlandirilan yeni bir molekiilii meydana getirir
(149). Peroksinitrit olduk¢a reaktif bir molekiildiir ve protein, lipit ve ozellikle
DNA’da yogun hasara neden olabilir. Tiyol gruplarinin oksidasyonu yoluyla direkt
sitotoksik etki gosteren ONOO-, ¢esitli nitrojen oksit radikallerini ve OH" olusturarak
dekompoze olabilir (149). Nitrik oksitin metalloproteinler, protein siilfidriller ve
oksijenden tiireyen serbest radikaller ile reaksiyonu inflamasyon ve oksidatif strese
aracilik etmesini saglar (150).

Peroksinitritin konjuge asidi peroksinitroz asit (ONOOH) iki yolla reaksiyon
verir. i1k yol giiclii oksidan ara iiriinler olusturmaksizin nitrat (NO;") iiretmesi. Ikinci
yol ise gii¢lii bir oksidan olan, yag asidi oksidasyonunu ve amino asit nitrasyonunu
baslatabilen OH' ve nitrojen dioksit (NO,) olusturmasi (149). Peroksinitrit reaktivitesi
reaktif nitrozoperoksokarbonat (ONOOCO,) ara iiriiniinii olusumu nedeni ile
COy’den etkilenir. Sonu¢ olarak, CO, hem ONOO™i azaligin1 uyarir hem de
molekiillerin ONOO aracili nitrasyonunu 2 kata kadar arttirir (151) (Sekil 2.12).
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NG, +COy NO,; +CO,

\ /

ONQQCCO., nitrozoperoksokarbonat

€O,

NG+ O,7 ——> ONO(O-  Peroksinitrit

i

ONOOH peroksinitroz asit

2

NO," +OH"
Sekil 2.12. Peroksinitrit olusumu ve yikilimi

Oksidazlar ve oksijenazlar oksijen radikal liretiminde kritik kaynaklardir ve
metaloproteinler ve vasoaktif bir molekiill olan NO’nun serbest radikal aracili
tikketimi yolu ile NO sinyalizasyonundaki bozukluklara neden olabilirler. Oksidaz ve
oksijenaz aktiviteleri bu sebepten prooksidatif ¢evre ve kronik inflamasyona neden
olan NO’nun fonksiyonel inaktivasyonundan sorumlu olabilir (152).

2.5. Glokomda Oksidatif ve Nitratif Stres Markirlari

2.5.1. Protein Oksidasyonu ve Glokom

Protein karbonil olusumu genellikle protein oksidasyonu i¢in kullanilan bir
markirdir (153). Karbonil gruplariin 6l¢iimii; oksidatif stresin proteinler iizerinde
meydana getirdigi hasarin miktarinin belirlenmesinde 1iyi bir belirteg olarak
diistiniilmektedir. Sekerlerin ve membran lipitlerinin ROS aracili oksidasyonunu
takiben olusan karboniller; biyolojik aktivitelerinin degismesine neden olan ve
genellikle yapisal proteinler ile CO-proteinler (karbonil grubu tasiyan proteinler)
olarak bilinen bilesikleri olusturabilir (154). Proteinlerdeki reaktif karbonil gruplari
protein yan zincirlerinin direk oksidasyonu ile de olusabilir (155). Reaktif oksijen
tirleri amino asit rezidii yan zincirlerini keton ya da aldehit tiirevlerine okside
edebilir. Histidin, arjinin ve lizin ROS-aracili protein karbonil olusumuna en hassas
aminoasitlerdir (156) (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13. Arjinin yan zincirinin ROS aracili oksidasyonu ile protein karbonil
olusumu

Proteine bagli karbonilleri 6lgen birgok metod; karbonillenmis protein yan
zincirlerinin DNPH ile kovalent reaksiyonu ve 2,4-dinitrofenil-hidrazon gruplarinin
spesifik anti-dinitrofenil (DNP) antikoru ile belirlenmesi esasina dayanir. Dinitrofenil-
hidrazin reaksiyonunda {iretilen protein hidrazon ayni zamanda spektrofotometrik
olarak 360-385 nm aras1 bir absorbansta da 6l¢iilebilir (155) (Sekil 2.14).

R NO,
| _}-—\_
Pretein — ST 0O+ H NNH— >~NO
_ _ * N/ ?
Protein karbonil

2 A-dinitrokenilhidrazin
(DNFH)

1\ H,0

Protsin — ¢ — NNH-—-
N

NO,

Protein-hidrazon
Sekil 2.14. Protein karbonillerin belirlenmesi

Kronik basincin neden oldugu rat glokom modelinde protein karbonil
olusumu proteomik analiz ile tamimlanmistir (34). Yapilan bu ¢alismada,
karbonillenmis protein yan zincirleri iceren kontrol ve okiiler hipertansif retinal
protein lizatlar1 DNPH ile reaksiyona sokulmus ve 2,4-dinitrophenyl-hydrazon
gruplarmin olusumu DNP antikoru ile iki dimensiyonlu poliakrilamid jel elektroforezi
(2D-PAGE) kullamilarak tanimlanmistir. Okiiler hipertansiyonda protein karbonil
immiinoreaktivitesini gosteren yaklasik 60 protein noktasi 2D-oxyblot iizerinde
belirlenmistir. Kontrol ile karsilastirildiginda bu proteinlerden ii¢ tanesi anlamli artis
gostermistir. Bu noktalar ¢ikarihip matrix-assisted laser desorption ionization time-of-
flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MYS) ile tanimlanmadan dnce jele gomiilmiistiir.
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MALDI-TOF-MS ile toplanan spektral agirliklar Mascot ve Profound arastirma
makinalar1 kullanilarak bioinformatik olarak analiz edilmistir. Agirhk parmakizi ile
tanimlanan proteinlerin GAPDH, Hsp72 ve glutamin sentaz oldugu goriilmiistiir.
Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz, gliseraldehit-3-fosfatin fosforilasyonunu katalizleyen
glikolitik bir enzimdir. Bu enzimin aktif bolgesi H,O, ya da O, iireten sistemler
varhiginda (157) kolaylikla okside olabilen SH-gruplan igerir (158). Gliseraldehit-3-
fosfat dehidrojenazin hafif oksidasyonu glikolizde oksidasyon ve fosforilasyonun
birbirinden ayrilmasi ve hiicrede ATP’nin azalmasi ile sonuglamir (159). Bdylece
GAPDH’1n oksidasyonu degismis enzim aktivitesine neden olarak glokom ile iliskili
ndronal hiicre 6liimiinii de igeren gesitli patolojik siireglerin gelismesinde kilit rol
oynayabilir.

Hsp72’nin posttranslasyonel oksidatif modifikasyonu protein fonksiyonu
tizerinde zararli sonucglar dogurabilir. Hsp72’nin birincil fonksiyonu saf, anormal
kivrilmalara sahip ve mutasyona ugramis proteinlerin hiicre i¢i molekiiler saperonu
olarak islev gormesidir (160). Kiiltire edilmis rat RGC’lerinde Hsp72’nin
ekspresyonunun hipoksik ve eksitotoksik hasara toleransi arttirdigi gosterilmistir
(161). Benzer sekilde 1s1 soku protein indiikleyici geranil geranil aseton ile muamele
edilen glokom rat modelinde RGC korumasi gézlenmistir (162).

Glutamin sentaz glutamatin glutamine doniistimiinii katalizler ve 6nemli bir
ndrotransmitter olan glutamat metabolizmasina katilan kilit enzimdir (163). Glutamin
sentaz ekspresyonu retinal gangliyon miiller hiicrelerinde de gosterilmistir (164).
Noronal eksitotoksisiteye karst dnemli bir koruyucu rol oynar. Karbonil olusumunun
glutamin sentaz fonksiyonu iizerine etkisi agiklanmistir. Fakat glokom ile iligkili
RGC o6liimiinde muhtemel sonuglara sahip olabilir.

2.5.2. Lipit Peroksidasyonu ve Glokom

Oksidatif stres sirasinda tiretilen ROS lipitlerin (hem hiicresel membran
lipitleri hem de dolasimda bulunan lipoprotein molekiilleri) peroksidasyonunu
indiikler ve oldukca reaktif aldehitleri meydana getirir (138). Olusan son iriinler
malondialdehit (MDA) ya da 4-hidroksinanenal (4-HNE) oksidatif streste patolojik
molekiiler siiregte iyi bilinen markirlardir (165). 4-hidroksinanenal; konjuge cift
baglara bir hidrojen atomu (OH', HOy') ¢ikarip, ¢ift bag (O,) ekleyebilen rektif tiirler
i¢in kolay bir hedef olan linoleik ve aragidonik asit gibi -6 PUFA’dan tiirer (166).
Lipit peoksidasyonu MDA seviyelerinin tiyobarbiitirik asit reaktif substratinin
(TBARS) kantitatif olarak 6l¢iimii ile belirlenmesine ragmen TBARS, tiyobarbiitirik
asidin lipit olmayan pargalar ile reaksiyonundan dolayr membran lipit
peroksidasyonunun spesifik olmayan bir markiri olarak diisiiniilmektedir (167).
Membran fosfolipitlerinden serbest birakilan 20 karbonlu ansatiire yag asidi olan
aragidonik asitin (20:4w6) serbest radikal uyarimi ile oksidasyonu F2- ve D2/E2-
izoprostanlarin (IP) olusumu ile sonuglanir (168). Yapilan son c¢aligmalar IP
Ol¢limiiniin in vivo lipit peroksidasyonunun o6l¢iilmesinde giivenilir noninvaziv bir
yaklagim saglayacagini gostermistir (169).

Yapilan bir ¢alismada POAG hastalarindan toplanan kirkdokuz goziin lens,

akoz humor ve trabekiiler ag dokusu lipit ekstraktlarinda konjuge dienlerin, lipit
peroksidasyonu son iiriinlerinin birikiminin ¢alisilmasi i¢in UV spektrofotometri ve

25



floresans analiz kullanilmistir. Kontrol oOrnekleri ile karsilastirildiginda glokom
hastalarinin ak6éz humor ve trabekiiler dokuda lipit peroksidasyon {iriinleri anlaml
diizeyde yiiksek konsantrasyonda bulunmustur (170). Benzer sekilde; yapilan bir
diger ¢alismada artmis IOP’ye sahip ratlarda MDA seviyeleri vitreus ve retinada
yiiksek olarak bulunmustur (35) (51). Poliansatiire yag asitlerinin peroksidasyonu
ndronal hiicrelerde apoptozisi uyarabilen 4-HNE’i de igeren bir¢ok aldehitin olusumu
ile sonuglanir (171). 4-hidroksinanenalin doz ve zamana bagimli etkileri normal ve
glokomlu insan gozlerinden elde edilen ONH astrositlerinin primer Kkiiltiiriinde
calistlmistir (172). 6 saat kadar 50 mM ve daha yiiksek konsantrasyonda 4-HNE
uygulamas1 normal ONH astrositlerinin yasamsalligin1 %50°den fazla diigiirmiistiir
(172). Glutatyon hiicrede en ¢ok bulunan nonprotein tiyoldiir ve 4-HNE’nin
inaktivasyonunda oOnemli ve Kkilit antioksidandir (173). Bir saat kadar 4-HNE
mumamelesinin ardindan normal astrositlerde GSH seviyelerinde onemli diisiis
gozlenmistir (171). Glokomlu insanlarin gozlerinden alinan ONH astrositlerinin
primer Kkiiltiirlinde normal astrositler ile karsilagtirildiginda GSH’nin  bazal
seviyelerinin azaldigi gézlenmistir (172). Bu bulgu glokomda antioksidan savunma
mekanizmalarimin  degismis oldugunu gostermektedir. Normal ve glokomlu
astrositlerde hidroksinonenalin uzaklastirilmasindan yirmi dort saat sonra GSH
seviyelerinde 6nemli bir artis oldugu bulunmustur (172). Bir saatten fazla 25 uM 4-
HNE ile muamele insan ONH astrositlerinde glutamat sistein ligaz katalitik altiinitesi
(GCLC) ekspresyonunu uyarmis (172), GSH sentezi artmis boylece hiicresel oksidan
savunma mekanizmasi giliglenmistir (174). Bir saatten fazla 25 uM 4-HNE ile
muamele edilen ONH astrositlerinde 4-HNE’yi inaktif bir metabolite doniistiiren
aldoketo reductaz 1C ekspresyonu artmustir (172). Optik sinir basi astrositlerinde 4-
HNE’nin GSH’a konjugasyonunu katalizleyen glutatyon S-transferaz (GST)
ekspresyonu 4-HNE inkiibasyonu ile uyarilmistir (172). Bu enzimlerin uyarilmasi ile
insan ONH noéronal hiicrelerinde oksidatif hasara karsi korunma mekanizmasina
katkida bulunmaktadir.

Kronik hiyaluronik asit (HA) injeksiyonu ile olusturulan glokomlu ratlarda
artmug lipit peroksidasyonu artmis antioksidan enzim aktivitelerine eslik eder (175).
Tiyobarbiitirik asit reaktif substrati ile dl¢iilen retina lipit peroksidasyonu zaman ve
hipertansiyona bagimli bicimde yiiksek olarak bulunmustur. Tiyobarbiitirik asit
reaktif substratinda gozlenen bu artisa GSH, CAT ve SOD enzim aktivitelerinde
diistis eslik eder (175).

2.5.3. Gliko-oksidasyon ve Glokom

Ileri glikasyon son iiriinleri (AGEs) rediikte sekerler ile e-amino gruplari ya
da N-terminal gruplar1 arasindaki enzimatik olmayan kondenzasyon reaksiyonu yolu
ile meydana gelir. Glikasyon modifikasyonlari, serbest amin iceren lipitler ve DNA
tizerinde gergeklesebilir ve degisken ¢apraz baglanmalar, pigmentasyon ve floresans
Ozelliklere sahip reaktif {irlinler meydana getirmek icin kompleks kimyasal yeniden
diizenleme serileri ile kendiliginden ilerler fakat bu glikasyon modifikasyonlari
tercihen lizin ve arjinin aminoasitleri lizerinde gergeklesir (176). Oksidasyon
glikasyona eslik ettiginde olusan iiriin glikooksidasyon iirtinleri olarak bilinir (177).
Ileri glikasyon son iiriinleri spektroskopik ve flourometrik metodla absorbsiyon (280
nm) ve floresans (440 nm emisyon, 370 nm eksitasyon) degerleri kullanilarak
oOlgiilebilir. Ancak bu metodlar ¢ok spesifik degildir ve sadece glikasyon siirecinin
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genel akigindaki belirtileri verebilir (176). Son zamanlarda AGE’ye karsi poliklonal
antikorlar1 kullanan ve glukozun riboniikleaz ile glikasyon reaksiyonundan in vitro
olarak elde edilen RIA ve ELISA metodlar gelistirilmistir (178).

Proteinlerin non-enzimatik glikasyonu makro ve mikro anjiyopati gibi
vaskiiler hastaliklarin komplikasyonlarin gelisiminde (179) 6nemli bir fenomen
olmasima ragmen yapilan son calismalar ile glokomda da gézlenmistir (180). ileri
glikasyon son irlinlerinin {iretimi protein c¢apraz baglanmalarina ve hiicresel
yapilarin yikimma neden olabilir (177). Aminoguanidin gibi AGE inhibitérlerinin
hayvan modellerinde kollajeni de kapsayan ¢esitli proteinlerde AGE’lerin olusumunu
Onleyerek vaskiiler hastaliklarin komplikasyonlarmin gelisimini yavaslattigi rapor
edilmistir (181) (182). Son zamanlarda yapilan bir ¢aligmada glokomlu ve ayni yas
grubunda kontrollerinden toplanan gozlerin retina ve ONH’de AGE ve AGE
reseptorlerini  (RAGE)  belirlemek i¢in  immunoperoksidaz ve  double-
immiinofloresans isaretleme kullanilmistir. Glokomlu retina ve ONH’de kontrol ile
karsilagtirildiginda artmis AGE birikimi ve RAGE up-regiilasyonu belirlenmistir
(180). Bu caligmada ayrica hiicresel AGE ve RAGE lokalizasyonu, astrosit belirteci
olan glial fibriler asidik proteine (GFAP), miiller hiicrelerin belirteci olan
antivimentine ve RGC’lerin belirteci olan brn-3’e karsi antikorlar kullanilarak
immiinolabeling ile belirlenmistir. Glokomda artmis AGE immonolabling RAGE
immiino lokalizasyonunun astrositler ile baglantili oldugu hiicre dis1 bilesen ve
ONH’de laminar kribriform tabakada gézlenmistir (180).

2.5.4. DNA-Oksidasyonu ve Glokom

Oksidatif  deoksiriboniikleik asit (DNA) hasari DNA-protein c¢apraz
baglantilarina, zincir kiriklarina ve baz modifikasyonlarina neden olabilir. Oksidatif
DNA hasar1 bu hasar i¢in bir indikator olan 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OH-dG)
seviyelerinin 6l¢timii ile tayin edilmektedir (183). 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin
elektrokimyasal yontem ya da GC/MS teknikleri kullanilarak HPLC ile 6l¢iilebilir
(184). DNA zincir kiriklar1 dokularda alkali eliisyon hiicrelerde ise DNA
fragmantasyonunun terminal deoksiniikleotid transferaz (TdT)-aracili in situ son
etiketleme kullanilarak belirlenmesi ile 6l¢iilebilir (185). Akoziin akisinda meydana
gelen azalmaya bagl olarak gelisen artmig IOP glokoma neden olan ana etkendir (7).
Goziin disa akis sistemi 6n oda agisinda trabekiiler ag tabakasini da igeren bir seri
endotelyal hiicre dizisi yapisindan olugsmaktadir. Oksidatif DNA hasarinin bir markiri
olan 8-OhdG seviyeleri, POAG hastalarindan toplanan trabekiiler ag tabakasi
orneklerinde belirlenmistir (12). DNA oksidasyonu, IOP ve gérme alani hasari ile
hastaligin seyri arasindaki iliski; ekstrakte edilmis DNA orneklerinde 8-OhdG **P-
postlabeling prosediirii kullanilarak Slgiilmiistiir. Oksidatif DNA seviyeleri, gérme
alan1 hasar1 ve IOP arasindaki korelasyon istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Oksidatif DNA hasarinin, artmig IOP’ye yol acan trabekiiler ag tabakasi hasarina
neden oldugu sonucuna varilmistir. Glutatyon S-transferazlar hiicresel
detoksifikasyonda kilit rol oynayan multifoksiyonel enzimlerdir. Bu enzimler
toksikanlar1 Glutatyona konjuge ederek onlarin elektrofilik kisimlarini nétralize
ederek ve olusan Tliriinleri daha ¢oziiniir hale getirerek hiicreleri toksikanlara karsi
korur (186). Glutatyon S-transferaz M1 gen polimorfizmleri terapotik goz cerrahisi
(trabekiilektomi) uygulanan 45 POAG hastast ve uygulama yapilmamis
kontrollerden toplanan trabekiiler ag orneklerinde c¢aligilmistir (11). Mu-sinifi
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Glutatyon S-transferaz (GSTM1) bos aleli ile POAG arasinda iliski oldugu
bulunmustur. Bu iligki hastalikta defektif GSTMI1 detoksifikasyonuna muhtemel bir
genetik yatkinlik oldugunu ileri siirmektedir. GSTM1 delesyonuna sahip POAG
hastalart GSTM1 pozitiflerden 2.2 kat fazla 8-OH-dG miktarina sahiptir. Ayrica
GSTMI delesyonu POAG hastalarinda etkilenmemis kontrollerden 6nemli derecede
daha sik goriiliir. 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin kontrol ile karsilastirildiginda POAG
hastalarinda 3.6 kat artmis olarak bulunmustur. Bu c¢aligmada ilk olarak sunulan
sonuglar GST genlerinin fizyolojik kosullarda trabekiiler agda ifade edildigini ve
oksidatif DNA hasarinin POAG ile iligkili oldugunu gdstermektedir.

2.5.5. Protein Nitrasyonu ve Glokom

Aromatik nitrasyon patolojik kosullar, NO ve oksidatif stresi i¢ine alan
sinyalizasyon olaylarinin aracist olarak tanimir. Cok sayida in vitro biyokimyasal
calisma protein tirozin rezidiilerinin nitrasyonunun proteinin fonksiyonunu
degistirebildigini gostermistir (187). 3-nitrotirozin (NO,Tyr), 3-bromotirozin ve 3-
klorotirozinin protein nitrasyonunun seg¢ici markirlart oldugu gosterilmistir (188).
Gergekten de NO,Tyr tayini genellikle hem insan hastalik dereceleri hem de hayvan
modellerinde NO“dan tiireyen oksidanlarin tanisal markiri olarak kullanilir (189).
Western blotlama, enzim-bagli immunosorbent assay (ELISA), immiinokimya,
HPLC ve mass spektrometriyi iceren bir¢ok teknik cesitli hastalik seviyelerinde
NO,Tyr olusumunun belirlenmesinde kullanilir (189).

Artmig IOP NOS-2 ekspresyonunu, retinal protein nitrasyonunu ve apoptozisi
arttirir (21). Protein nitrasyonu ve apoptozisin, okiiler dejenerasyonun eslik ettigi
klinik kosullarda hastaligin ilerleyisini alevlendirdigi ileri siiriilmektedir. Nitrik oksit
sentaz-2’nin segici inhibisyonu ve IOP’nin diisiiriilmesi uzun dénem gdérme kaybini
Onleyebilir ve glokomun idare edilmesinde gelismelere yol agabilir. Gergekten de
farmakolojik ¢alismalar aminoguanidin ile NOS-2 inhibisyonunun kronik glokom rat
modelinde RGC’lerin noronal korumasii destekledigini  gostermistir  (190).
Glokomlu optik sinir baslarinda gdzlenen NOS-2 immunostaining, NOS-2’nin artmis
IOP ile iligkili RGC 6liimiine katkida bulunabilecegini ileri siirmektedir (22) (14).
Nitrik oksit aracili sitotoksisite ve apoptozisi uyaran NO kapasitesi makrofajlarda
(24), astrositlerde (25) ve noronal hiicrelerde (26) rapor edilmistir. Nitrik oksit aracili
apoptozisin mekanizmasi halen ag¢iklanmamasina ragmen NO’in yol a¢tig1 apoptozis,
p53’i aktive ederek apoptozise neden oldugu rapor edilen DNA hasarinin bir sonucu
olabilir (31).

2.5.6. Lipit Nitrasyonu ve Glokom

Bir¢ok yolak ONOO™ ve nitrojen dioksiti (NOy) i¢ceren RNS tarafindan lipit
oksidasyonu ve nitrasyonunu arttirir. Ansatiire yag asitleri ve RNS arasindaki
reaksiyonlar lipit oksidasyon ve nitrasyon {iriin spektrumu meydana getirir (191).
Lipit nitrasyon {riinleri ozellikle de tokoferol nitrasyonundan meydana gelenler
nitratif stres igin biyomarkir olarak rapor edilmistir(192). Yapilan son calismalar
cesitli biyolojik drneklerde internal nitrolinoleat: standart olarak kullanarak kantitatif
mass spektrofotometrik analiz ile nitratlanmis yag asitlerinin varligini géstermistir
(193) (194).
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2.6. Glokom Tedavisinde Kullanilan flaclar

Kronik oksidatif stres glokomun patogenezi ve 6zellikle de yasa bagl klinik
baslangici ile iligkilidir. Glokom teshis edildiginde IOP artmis ya da normal olsun
birincil tedavi genellikle cerrahi yontemlerdir (195). Glokom tedavisinde su an i¢in
kullanilan ajanlar IOP’yi diisiirme amag¢h dizayn edilmislerdir. Bu ilaglar silier
cisimde akdz humor iiretimini sinirlar ve/ya da akdziin trabekiiler agdan ya da
tiveoskleral yoldan disa akimini arttirir (196). Glokomlu bir hastada ilk asamada
topikal ilag tedavisi segilirse asamali bir yaklagim kullanilir. Baska bir ajan ile
birlikte ya da diger bir ajan denenmeden once topikal bir ajan tek bagina maksimum
dozunda verilir. Ila¢ tedavileri IOP’yi diisiirmeye olan katkilar1 ve yan etkilerinin
tolere edilebilirligine dayanarak segilir. G6ze uygulanan ila¢ hizlica nazolakrimal
kanaldan gecerek buruna sonrasinda ise ¢ok¢a damar igeren nazal mukozaya geger.
Sistemik dolasima katilan ilag karacigerde metabolize olur. Topikal olarak alinan
ilaglarin zit etkileri ve o6lim ¢ok nadir goriiliir. Sistemik yan etkiler genellikle
antihipertasif ve antiaritmi ilaclar1 kullanan hastalarda gergeklesir.

2.6.1. p blokorler

B blokorlere 6rnek olarak timolol, karteolol, betaksolol, levobunolol ve
metipranolol verilebilir. B blokdrler silier cisimde akdz sekresyonunu diisiiriirerek
IOP’yi diistiriir ve topikal amacli tedavi i¢in kullanilir. B blokér damlalar sistemik 3
blokaja neden olabilir (197). Timolol ve diger topikal  blokdrlerin astim ve konjestif
kalp rahatsizliklar1 ve nadiren bunun sonucu ani 6liim ile iligkili oldugu bulunmustur
(198). Kardioselektif bir B blokér olan Betaxolol (Betoptic) timololden daha az
kardiopulmoner yan etkilere sahiptir. Yapilan birgok calisma betaxolol’un gérme
alaninin korunmasini sagladigin1 géstermistir (199) (200) (201).

2.6.2. Prostaglandin Analoglar

Latanoprost, travoprost ve bimatoprost gibi prostaglandin analoglar1 akéziin
gbzden liveoskleral yol ile uzaklastirilmasini arttirarak IOP’yi diigiirtir. Bu ilaglar
IOP’yi %30-35 kadar diisiirebilir. Latanoprost artmis iris pigmentasyonuna yol
acabilir. Sistemik yan etkileri minimal diizeydedir (197).

2.6.3. Sempatomimetik ve Parasempatomimetik laclar

Pilocarpin gibi parasempatomimetik ilaglar goz silier kaslarinin kasilmasin
saglayarak pupili daraltir ve trabekiiler ag lizerine ¢eker boylelikle akoziin goz digim
akisin arttirir. Ancak lens merkezi opaklagmigsa kiigiilen pupil gérme problemlerine
yol acabilir. Silier cismin daralmasi akomodasyon ve bulanik goériise yol agabilir.
Gozde iflamasyon varliginda pilocarpin kullanilmamalidir. Ciinkii pupil goérme
eksenine yapisarak gérmeyi engelleyebilir. Pilocarpine genellikle  blokorler ile
kombine olarak verilir (197).

Topikal sempatomimetikler epinefrin (alfa ve beta reseptor stimiilasyonu) ve
klonidin benzeri ajanlar (alfa reseptér stimiilasyonu) olarak incelenebilir.
Simpatomimetikler hem akdz tretimini diislirebilir hem de akoéz diga akimina
arttirabilirler. Epinefrin siklikla okiiler aleji yaratir ve glokomda nadiren kullanilir.
Dipivefrin (Propine) okiiler ve sistemik yan etkilere sahip olsa da glokom tedavisinde
kullanilan klonidin benzeri bir ajandir. Apraclonidine (Iopidine) okiiler cerrahiden
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sonra [OP’nin diizenlenmesinde kullanilir. Brimonidine (Alphagan) alfa 2
reseptorleri i¢in selektiftir ve akoz tiretimini sinirlayarak IOP’yi diistirtir (196).

2.6.4. Karbonik Anhidraz inhibitérleri

Topikal olarak kullanilan dorzolamide, brinzolamide ya da oral olarak
kullanilan acetazolamide bu tiir ilaglara 6rnek olarak verilebilir. Acetazolamide,
dorzolamide ve brinzolamide siilfonamid tiirevidirler ve alerjik reaksiyonlara neden
olabilirler. Silier epitelyumda akdz sekresyonunu diisiiriirler. Oral olarak alinan
formu bulanti, halsizlik, hipokalsemi ve bobrek tasi gibi yan etkilere sahip olsa da
IOP’yi diistirmede en etkili ilagtir. Topikal formunun sistemik yan etkileri minimal
diizeydedir. Dorzolamide timolol ile kombine olarak verilir (197) (196).

Glokom tedavisinde kullanilan bu ila¢ ve ajanlarin tek basina kullaniminin
yerine farkli ndroprotektif antioksidanlar ile kombine kullanimiminin daha etkili
sonuclar ortaya ¢ikaracagi ileri stiriilmektedir (202)

2.6.5. Noroprotektif ilaclar

Noroprotektif tedavinin amaci farmakolojik ya da farkli yollardan ortamda
olusan hasar1 azaltmak ya da hiicrenin meydana gelen degisimler ile basa ¢ikmasi
icin gerekli araglar1 saglamaktir (203) (204). Bu yaklasima gore herhengi bir kronik
dejeneratif hastalikta aktif dejenerasyon siirecine maruz kalan bazi ndronlar
bulundugu ortamin kendisine karst bir saldir1 olusturmasina yol acabilir.
Dejenerasyon sonucu hiicrelerin hizli kaybi hasara ugramig néronlardan kaynaklanir
(205). Noroproteksiyon, risk devam ettigi siirece noronlarda korunmanin
saglanmasina c¢alisir (206). Noroproteksiyonun esas g¢ekici yani hastalik nedenini
tedavi etmeye ihtiya¢ duymamasidir. Ise karisan faktorler basinca baglh olsun ya da
olmasin noroproteksiyon RGC 6liimiine yol agan son ortak yola etki eder. Deneysel
kanitlar bazi noroprotektif ilaglarin  glokom hasarmin olusturdugu I1OP’yi
diistirdligiinii ileri siirmektedir.

Noroprotektif ilag kronik stres ya da hasar varhiinda RGC’lerin
yasamsalligini gili¢lendirmelidir. Wheeler ve WoldeMussie hayvan g¢alismalarinda
gosterildigi  sekilde  noroprotektif  ilaglarin  terapotik  kullanilabilirligini
degerlendirmek iizere dort kriter dnermistir. Ilacin retina ve optik diskte spesifik bir
reseptor hedefi olmalidir. Hedefin aktivasyonu noronlarin strese karsi direncini
arttiran yollar1 tetiklemeli ya da toksik ajan {izerine baskilayic1 etkiye sahip
olmalidir. Ilag retina ve vitreusta farmakolojik olarak etkili konsantrasyona
ulasabilmelidir. ilacin néroprotektif aktivitesi klinik denemeler ile gdsterilmis
olmalidir. Bir¢cok farmakolojik ilag, biiyiime faktorleri ve diger bilesenlerin ¢ok
sayida norolojik ve norodejeneratif hastalikta in vitro ndroprotektif oldugu rapor
edilmistir (203). Baz1 ajanlarin optik sinirde noroprotektif aktiviteye sahip oldugu
rapor edilmistir.

30



2.6.6. Ca** Kanal Blokorleri

Ca™ kanal blokorlerinin glutamat-NMDAnin meydana getirdigi hiicre ici
Ca™ akimini nétralize ettigi gosterilmistir. Netland ve ark. Ca™ kanal blokérleri alan
normal tansiyon ve acik ag¢ili glokom hastalarinda yaptiklari bir caligmada kontrol ile
karsilastirildiginda bu blokorleri kullanan hastalarda glokom ilerleyisinde disiis
oldugunu gostermislerdir (207). Giiglii bir Ca™ kanal blokérii olan flunarizinin
farelerde optik sinir transeksiyonundan sonra RGC yasamsalliimi arttirdigi
gosterilmistir (208). Ca™ kanal blokérlerinin kan basmcini diisiirme 6zelliklerinden
dolay1 optik sinirde perfiizyonu azaltarak iskemiye yol agabilirler (209).

2.6.7. Antiglokom Ilaclar

Rat optik sinir hasar1t modelinde RGC kaybin1 azaltma yetenegine sahip olan
brimodinin noéroprotektif 6zellige sahip oldugu gosterilmistir. (205). Geo ve ark.
intravitreal brimodinin rat RGC’de beyinden tiireyen ndorotrofin ekspresyonunu
arttirdigini gostermislerdir (210).

2.6.8. N-metil-D-aspartat Antagonistleri

Asirt  kalsiyum akismi  Onleyerek ndoroproteksiyon saglayan NMDA
antagonistleri NMDA reseptorlerinin asir1 uyarimini inhibe edebilirler. Bir NMDA
antagonisti olan memantine hem kiiltlir hem de in vivo RGC’lerin eksitotoksik
cevabini bloke eder (211). Goz i¢i basincinin 120 mm-Hg’ya yiikseltilerek yapilan
retinal iskemi rat modelinde sistemik olarak verilen memantine gangliyon hiicre
kaybimmi1 distirmistir (212). Ayrica maymunlarda yapilan deneysel okiiler
hipertansiyon glokom modelinde optik sinir lifi kaybi, gorsel fonksiyon kaybi ve
merkez gérme yolagi néronal bozulmasina karsi noroprotektif oldugu gosterilmistir
(213) (214).

2.6.9. Nitrik Oksit Sentaz-2 Inhibitérleri

Onemli miktarlarda NO apoptozisten dnce gergeklesen DNA nitrozilasyonu
ve fragmantasyonunda 6nemli rol oynar (215). Neufield ve ark. {i¢ episkleral damarin
koterize edilerek olusturuldugu rat modelinde NOS-2 inhibitéri olan
aminoguanidinin oral kullaniminin glokomun neden oldugu hasara kars1 koruyucu
etkisi ile ilgili ¢alismalar yapmustir (190). Uygulamadan alti ay sonra tedavi
edilmemis hayvanlarin ONH’leri solgun ve hasarli iken tedavi alan hayvanlarin
ONH’leri normal olarak gozlenmistir. Tedavi edilmemis gozlerin RGC’lerinin
ortalama %36 ‘sini1 kaybettigi, tedavi edilenlerin ise RGC’lerinin %10’dan daha azini
kaybettigi histolojik olarak gosterilmistir.

2.6.10. Norotrofinler

Beyinden tiireyen norotrofinler, silier ndrotrofin faktorii ve temel fibroblastik
bliylime faktorii hiicre kiiltlirii ve in vivoda insan RGC’lerinin yagamsalligini
arttirdig1 gosterilmistir (216). Bu maddenin dagilimu ile ilgili olarak 6ne siiriilen bir
yaklagima gore on oda ile vitreus kavitesi arasindaki fistiilde yapilan norotrofinler
iristen retinaya ulagabilir.

2.7. Glokom Tedavisinde Kullanilan Antioksidanlar

Antioksidanlar reaktif oksijen tiirlerini nétralize ederler. Katalaz, SOD,
vitamin C ve E gibi serbest radikal siipiiriiciiler oksidatif hasar sirasinda olusan
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tirlinlerin temizlenmesinde faydalidirlar. Okiiler dokular ve sivilar oksidatif hasara
kars1 korunmada kilit rol oynayan antioksidanlar1 igerir. Siiperoksit kendisini
dismutasyona ugratarak H,O, ve O, olusturan, sitoplazmik mitokondrial ve
ekstraseliller SOD tarafindan uzaklastirilir(217). Goziin 6n segment dokularinda
olusturulan H,O, hem igeren CAT ya da GPx enzimi ile uzaklastirthir (218).
Stiperoksit dismutaz ve CAT’in spesifik aktivitesi hem normal insan kadavra
trabekiiler ag tabakasinda (219) hem de tavsan iris ve korneal endotelyumunda
Ol¢lilmiigtiir (220). Stiperoksit dismutazin spesifik aktivitesi normal insan kadavra
trabekiiller ag tabakasinda yasa baglh bir disis gosterirken bu diisiis CAT
aktivitesinde gozlenmemistir. Ancak CAT aktivitesinin yasa bagl diisiisii tavsan iris
ve korneal endotelyumunda gorilmiistiir. Glutatyon ve askorbik asit (Vitamin C)
insanlarin  akéz humor’unda tespit edilebilen diisiik molekiiler agirlikta
antioksidanlardir (60). Lipit peroksidasyonu sirasinda Vitamin E’nin hizli disist
Vitamin E radikalini tekrar kullanilabilir hale getirebilen askorbik asit ile azaltilabilir
(221). 12 kontrol ve 38 kronik ag¢ik agili glokom hastasina ait kan askorbik asit
seviyeleri Ol¢iilmiis ve anlamli bir fark goriilmemistir (222). Aksine POAG teshisi
yeni koyulmus olan 21 hasta ile 34 ayn1 yas ve cinsiyette kontrol 6rneklerinin plazma
GSH seviyeleri 6l¢iilmiis ve glokom hastalarinin kontrollerden 6nemli derecede
diisiik GSH seviyelerine sahip olduklar1 gozlenmistir (36). Laboratuar sonuglari ve
hayvan caligsmalar1 oksidatif hasarin glokom patogenezindeki roliinii desteklese de
tamamlanan denemeler ek antioksidan (Vitamin E, askorbik asit) kullanimi ve POAG
riski arasinda gii¢lii bir iligski oldugunu gosterememistir (223).

2.7.1. Karotenoidler

Karotenoidler bakteri, alg, bitki ve hayvanlarda yaygin olarak bulunan sari,
kavunici renkli pigmentlerdir. Glinlimiize deyin 750’ye yakin, dogal olarak bulunan
karotenoid pigmenti tammlanmustir (224). Insan ve hayvanlar karotenoid pigmentini
sentez edemezler, bu sebeple kendi organizmalar1 igerisinde bulunan karotenoid
pigmentlerinin tamami diyet yolu ile alinir (224). Karotenoidler biitiin fototrofik
organizmalarda ve bir¢ok heterotrofik organizma membranlarinda bulunan non-polar
izoprenoid bilesenlerdir (225). Biitiin karotenoidler 40 karbonlu fitoenin siklizasyon,
izomerizasyon ve oksidasyonundan tiirer (226). Karotenoidler uzamis konjuge cift
bag sistemine sahiptirler ve gorlinlir 1sik-ultraviole (UV) araliginda 15181
absorblayabilirler. Karotenoidler oksidatif kirilmalar ile apo-karotenoidler olarak
adlandirilan kiigiik bilesenleri olusturabilirler. Birgok apo-karotenoid kiigiik
molekiillerdense biiyiik izoprenoidlerin oksidatif kirilimindan sentezlenir. Bu islem
“oksidatif remodeling” ad1 verilir (227) (228) (229). Remodeling asamasi1 karotenoid
kiric1 oksijenaz (CCO) enzim ailesi tarafindan baslatilir.

Fizyolojik stres, hava kirliligi, sigara kullanimi, UV 1518a maruziyet, kimyasal
maddelere maruziyet gibi durumlar normal metabolik reaksiyonlar sirasinda iiretilen
serbest radikallerin ve yiiksek reaktiviteye sahip oksijen formlarinin iiretimini arttirir.
Fagositler de asir1 miktarda serbest radikal iiretebilirler. Serbest radikaller DNA,
protein ve lipit membranlart hasara ugratabilir. Oksidatif hasarin yaslanma, iskemi-
reperfiizyon hasari, yasa bagimli makiiler dejenerasyon, ateroskleroz, retinopati ve
karsinogenez ile iligkili oldugu bulunmustur (230). Karotenoidler gibi diyetle alinan
antioksidanlar bu tiir hastaliklara karsi savunma ve korunmada yardimci rol
tistlenebilirler. Karotenoidler singlet oksijenin eskite enerjisini karotenoid halkasina
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absorbe edebilen giiclii biyolojik antioksidanlardir. Bu islem karotenoid molekiiliiniin
degredasyonuna neden olurken diger molekiilleri ya da dokular1 hasara karsi korur
(231) (232). Aym1 zamanda lipit membranlarin degragasyonuna neden olan PUFA
degregasyonunu baglatan serbest radikallerin zincir reaksiyonunun {iretimini
Onleyebilirler

Karotenoidler insan saghiginda onemli faktorlerdir. Beta-karoten ve diger
karotenlerin en onemli rolii diyet ile almman ana vitamin A kaynagi olmalaridir.
Karotenoidlerin pek ¢ok fizyolojik fonksiyonu vardir. Bu fonksiyonlar ig¢erisinde en
onemlileri reaktif oksijen metabolitlerinin detoksifikasyonu, retina iizerine gelen kisa
dalga boyuna sahip ismlarin tutulmasi ve biomembranlarin fizyolojik yapisinin
korunmasidir. Karotenoidlerin fotoprotektif etkileri reaktif fotonlarin tutulmasindan
kaynaklanir. Bu koruyucu fonksiyonlar1 reaktif oksijen tiirlerinin tutulmasi ile
benzesir.

Dogada bulunan pek c¢ok karotenoid tetraterpen yapisindadir. Bilinen
karotenoidler arasinda Beta-karoten, zeaxanthin, lutein, astaksantin, all-trans
violaxanthin ve 9-cis violaxanthin yer alir. Bazen karotenoidlerin hidrokarbon
iskeletlerine oksijen igeren hidroksi (OH), keto (COQ) ve epoksi gruplar1 eklenebilir.
Bu durumda olusan karotenoidlere ksantofil denir. Karotenoidlerin ¢ok onemli
yapisal ve spektroskopik Ozelliklerinden birisi yapilarinda ¢ift bag icermeleridir.
Yapisal acidan bakildiginda mevcut c¢ift bag sistemi karotenoidlere stabilite
kazandirir ve reaktif oksijen metabolitlerinin detoksifikasyonunda etkilidir (233).
Karotenoidlerin giiniimiize degin akciger ve prostat kanserlerinde (234) (235),
makiiler dejenerasyonda (236), kistik fibrozisde (237) ve aterosklerotik damar
hastaliklarinda (238) koruyucu etkileri gosterilmistir. Karotenoidler ile yapilan
hayvan deneyleri (Giron ve ark. 1997, Kim ve ark. 1998, Okajima ve ark. 1998) ve
insanlarda in vitro kanser hiicrelerinin inhibisyonununda (Pastori ve ark.1998, Amir
ve ark. 1999) rol oynadig1 saptanmustir.

2.7.2. Astaksantin

Astaksantin alabalik, somon, c¢ipura, karides ve istakoz gibi akuatik
hayvanlarda bulunan baslica karotenoid pigmentidir. Ayni zamanda flamingo ve
bildircin gibi kuslarda da bulunur. Baz1 mikroorganizmalar astaksantinden zengindir,
dogada astaksantini en yiiksek seviyelerde biriktiren klorofit algi olan
Haematococcus pluvialis’dir. Haematococcus pluvialis ve Xanthophyllomyces
dendrorhous ticari olarak astaksantin tiretiminde kullanilan mikrobiyal sistemlerdir.
1995 yilinda diinyada Haematococcus pluvialis’ten elde edilmis dogal astaksantin
iceren gida takviyesinin ticaretini yapan ilk sirket Isvicre’de bulunan Bioreal
sirketidir. Bu sirket yararlarinin anlasilmasi i¢in dogal astaksantinin kullanimi ile
ilgili ~ klinikk  g¢aligmalar ~ yapmistir.  Astaksantin  biyosentezi  yalnizca
mikroorganizmalar ile sinirhdir.

Alabaliklarda kasta, istakoz dis iskeletinde molekiilii stabilize eden bir ya da
iki yag asidi ile esterlesmis halde bulunur. Alabalik astaksantin igerigi 1.7 - 2.6
mg/100 g’dir. Astaksantin hayvanlar tarafinda sentez edilemez ve diyet ile
alimmalidir. Memeliler ve bir¢ok balik diyet ile aldiklar1 karotenoidleri astaksantine
doniistirememektedir. Ancak karides gibi krustaseler diyetle aldiklar1 karotenoidleri
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astaksantine doniistlirebilir. Memeliler astaksantini sentez edebilme ya da diyetle
aldiklar1 astaksantini vitamin A’ya doniistiirebilmekten yoksundur. B-karotenin
aksine astaksantin bu canlilarda pro-vitamin A aktivitesine sahip degildir (239).
Iyonon halkalarinda hidroksil ve keto uglarinin bulunmasi, astaksantine esterlestirme,
yuksek antioksidan aktivite ve diger karotenoidlerden daha polar bir konfigiirasyon
gibi essiz ozellikler katar (Sekil 2.15) (240). Immiin cevap, pigmentasyon ve
reprodiiktif davranista 6nemli biyolojik fonksiyonlara sahiptir (241). Astaksantin
dogada proteinler ile konjuge halde bulunur. Serbest astaksantin oksidasyona karsi
daha hassastir.

OH

e e R i R R R iy

|
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O

Sekil 2.15. Astaksantinin yapisi

Karotenoidler, UV-15181n meydana getirdigi fotooksidasyona kars1 dokularin
korunmasinda &nemli role sahiptir ve gilines 1s18ina direk olarak maruz kalan
dokularda siklikla bulunurlar. Astaxantin de bulundugu bir¢ok su canlisinda ¢ok
giiclii bir antioksidan olarak PUFA oksidasyonuna kars1 dokulart ve hiicreleri korur
ve UV 15181n etkilerine karsi koruyucu rol oynar. Lipitlerin ve dokularin UV-1s18a
maruziyeti singlet oksijen ve serbest radikallerin {iiretilmesine ve bu lipitlerin ve
dokularin fotooksidatif hasarina yol agabilir (230). Chitchumroonchokchai ve ark.
tarafindan yapilan bir ¢alismada insan lens hiicrelerinde ksantofillerin UV-151k
tarafindan meydana getirilen lipit peroksidasyonunu azalltig1 rapor edilmistir (242).

Astaksantin yapisal olarak [-karoten, lutein ve zeaksantine benzerlik
gostermesine ragmen bu karotenoidlerden daha gii¢lii bir antioksidan aktiviteye ve
UV-1s18a kars1 daha gii¢lii koruyucu etkiye sahiptir (243). Ayrica astaksantin vitamin
E’den defalarca kat yiiksek serbest radikal antioksidan aktivitesine sahiptir (244).
Astaksantin molekiilii diger ksantofiller ile karsilastirildiginda ucunda hidroksil ve
karbonil gruplari olan en uzun konjuge c¢ift bag poliyen zincirine sahiptir. Bu
konfigiirasyon astaksantine biiylik antioksidan kapasite ve serbest radikallerin
poliyen zincirine girmesini ve bdylece yakalanmasini saglar. Bu o6zelligi ile
astaksantin vitamin E ve vitamin C gibi diger antioksidanlarin da serbest radikal
temizleme kapasitesini giiclendirir. G6zde UV-igiktan kaynaklanan oksidatif hasara
kars1 astaksantinin koruyucu oldugu ve goz sagligi acisindan ¢ok énemli olabilecegi
rapor edilmistir (230). Oksidasyon ile iliskili faktorlerin glokom riskini arttirdigi
epidemiyolojik ¢alismalar ile gosterilmistir. Ozellikle lutein ve zeaksantin
karotenoidlerinin diyet ile yliksek miktarda alimi (1spanak, karalahana ve diger lifli
yesil sebzeler ile) goz hastaliklarinin riskinin disiiriilmesi ile iligkilidir (245) (246)
(247).

Astaksantin ile yakin benzerlik gdsteren lutein ve zeaksantin karotenoid
pigmentleri gdziin makula kisminda birikir (248). Astaksantin heniiz insan goziinde
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izole edilmemistir. Ancak yapilan bir hayvan c¢alismasi astaksantinin kan-beyin
bariyerini gecebildigini ve Iluteine benzer sekilde memelilerin retinasinda
depolandigin1 gostermistir (249). UV-1sik ile hasara ugratildiginda astaksantin ile
beslenen ratlarin retinal fotoreseptdrleri astaksantin ile beslenmeyenlerden daha az
hasar gormiis ve daha hizli diizelme gostermistir. BoOylece gozde astaksantin
birikiminin UV 1s18a ve retinal dokularin oksidasyonuna kars1 daha kuvvetli
koruyucu etki sergileyebilecegi ve astaksantinin goéz sagliginin siirdiiriilmesinde
potansiyele sahip oldugu ¢ikarimi yapilabilir.

Astaksantin duodenal mukozada emilir ve karacigere tasinir. Karacigerde
viicut hiicrelerine tasinmak iizere lipoproteinlere baglanir. Plazmada p-karoten,
likopen gibi non-polar karotenoidler ¢ok diisiik dansiteli lipoproteinler (VLDL) ve
diisiik dansiteli lipoproteinler (LDL) ile tasimirken, zeaksantin, lutein gibi polar
karotenoidler LDL’ler ve yiiksek dansiteli lipoproteinler (HDL) ile tasinir (240).
Insanlarda astaksantin biyoyararlanimi ile ilgili olarak yapilan bir ¢alisma
astaxanthinin tek defada yiiksek doz olarak 100 mg kullanimmin plazma
lipoproteinleriyle taginimini gostermektedir (250). Membran fosfolipitlerinin ve
diger lipitlerin peroksidasyona karst korunmasinda ¢ok basarili olan (251)
astaksantinin giinliik aliminin 4 mg olmasi tavsiye edilmektedir (252) (253).

Son dénemde yapilan bir ¢ok c¢alismada; serbest radikal hasarlarina bagl
makular dejenerasyon gibi goz ve retina problemleri, ndronal dejenerasyon ve
kardiyovaskiiler hastaliklara (240) karsi koruma saglayan astaksantinin UV-1s1k
fotooksidasyonu, inflamasyon, kanser (254) (255), iilser, Helicobacter pylorii
infeksiyonu (256), yaslanma ve yasa bagimli hastaliklarin 6nlenmesinde, immiin
cevabin dagiliminda, karaciger fonksiyonunda, ve prostat saghiginda da kilit role
sahip oldugu vurgulanmaktadir.
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GERECLER VE YONTEMLER

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya, Biyofizik ve Deney
Hayvanlar1 Unitesinde gergeklestirilen calismamizda 46 adet 3 aylik, ortalama 250-
300 gr agirliginda, erkek Wistar sigan kullanilmistir.

3.1. Gruplandirma

Deney Hayvanlar1 Unitesinden birer hafta ara ile rastgele alman toplam 46
adet sigan her grupta 23 hayvan olacak sekilde, zeytinyagi alan ve karotenoid
tedavisi alan iki gruba boliinmiistiir. Her hayvanin sol gozii IOP artigin1 saglamak
amaci ile koterize edilmistir. Boylelikle dort grup olusurulmustur.

A. Astaksantin tedavisi verilmeyen gruplar

Grup 1: Kontrol grubu (K) (zeytinyag: alan hayvana ait opersyon yapilmamis sag
g06z)

Grup 2: GOz i¢i basing artis1 saglanan grup (IOP) (zeytinyagi alan hayvana ait
opersyon yapilmis sol goz)

B. Astaksantin tedavisi verilen gruplar

Grup 3:Karotenoid tedavisi alan grup (K+ASX) (zeytinyagi icerisinde ¢Oziinmiis
karotenoid tedavisi alan hayvana ait opersyon yapilmamis sag g6z)

Grup 4: Karotenoid tedavisi alan IOP artis1 saglanan grup (IOP+ASX) (zeytinyagi
icerisinde ¢oziinmiis karotenoid tedavisi alan hayvana ait opersyon yapilmis sol g6z)

3.2. Deney Protokolii

56 giinliik deney siiresi boyunca, hayvanlar her kafeste en fazla 5 hayvan
olacak sekilde, 12 saatlik karanlik/aydinlik siklusunda tutulmuslardir. Bu siire i¢inde
hayvanlar, ticari sican yemi ve musluk suyu ile beslenmistir.
Deney siiresince;
1) K grubuna zeytin yagi,
i) K+ASX grubuna 5 mg/kg/giin zeytinyagi icerisinde ¢dzlinmiis Astaxantin
ii1))  IOP grubuna zeytinyag1
iv) IOP+ASX grubuna 5 mg/kg/giin zeytinyagi icerisinde ¢Oziinmiis Astaxantin
gavajla verilmistir.

3.3. Albino Wistar Ratlarinda Goéz I¢i Basin¢ Artisna Bagh Glokom
Olusturmak
Albino Wistar ratlarinda IOP artisin1 saglamak i¢in unilateral lic-damar
koterizasyonu yapilmistir (257). Intraperitoneal anestezi esliginde (12 mg/kg
xylazine/80 mg/kg ketamine) limbal venlerden koken alan 5 ana dalin {i¢ tanesi
konjunktiva insizyonu yapilarak ekvator bolgesinde agiga ¢ikarilmistir. Her ven
forceps yardimiyla kaldirilarak oftalmik koter vasitasiyla koterize edilmistir. Hemen
gelisen retraksiyon ve kanama olmamasi, basarili koterizasyon yapildiginin bir
gostergesi olmustur.
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3.4. Goz i¢i Basing Olciimii

Calismada ratlardaki IOP’yi 6l¢gmek i¢cin TonoPen tonometre kullanilmistir.
Olgiimler %0.5 proparacaine HCL esliginde ameliyatdan once, ameliyatdan 1 giin
sonra ve haftada bir kez olmak ilizere 8 hafta boyunca yapilmistir. TonoPen
tonometre kullanilarak rat gozlerinde dogru, tekrarlanabilir, noninvaziv IOP tayini
yapilmasi saglanmustir. (258).

3.5. Astaxantin Verilmesi

Astaxantin operasyon giiniinden baglayarak intragastric gavaj yoluyla
Smg/kg/giin olacak sekilde 8 hafta boyunca verilmistir. Kontrol gruplarina aym
voliimde zeytinyagi verilmistir. Bu doz Kim ve ark. tarafindan yapilan ¢alismalar
esas alinarak se¢ilmistir (259) (260).

3.6.Gorsel Uyarilma Potansiyellerinin Kaydedilmesi

Gorsel uyarilma potansiyelleri hafif eter anestezisi altinda hayvanlarin
kafalarina yerlestirilen igne elektrotlart (NE-223S, 5 mm Nihon Kohden) ile Biopac
MP100 Data Acquisition cihazinda kaydedilmistir. Aktif ve referans elektrotlar
bregmanin 0.5 cm arkasma ve Oniine yerlestirilmistir. Toprak elektrodu ise
hayvanlarin kuyruklar1 iizerine konulmustur. Flas wuyarist Nova-Strobe AB
stroboskobu ile hayvanlarin pupillalarinin tiimii aydinlatilacak sekilde 15 cm
mesafeden uygulanmistir. Flas uyarisi saniyede bir defa ve en diisiik siddette (0.1 J)
olacak sekilde ayarlanmistir.

Flagla olusturulan gorsel uyarilma potansiyelleri sag ve sol goz olmak tiizere
monookiiler uyarilarak kaydedilmistir. Deney siiresince flag verilmeyen diger goz bir
pamuk ve karbon kagidi ile kapatilmistir. Bu esnada hayvanlarin viicut sicakliklar
1sitict yardimiyla 37-38.5 °C arasinda sabit tutulmustur (261).

Calismada kullanilan cihazin amplifikatoriiniin limitleri 1 Hz- 3 KHz, kazanci
20 pV/div, analiz zamani 300 ms olarak ayarlanmistir. Flas VEP’ler 100 kez
ortalama almarak kaydedilmistir. Kayit alindiktan sonra FVEP’ler dijital olarak
kesim frekans1 100 Hz olan alcak geciren filtre ile islenmistir.

Gorsel uyarilma potansiyellerinin tekrarlanabilirligini saglamak amaciyla her
kayit en az iki kez yapilmistir. izoelektrik ¢izginin {izerindeki potansiyel tepeler
negatif (N), altindaki cukurlar pozitif (P) olarak kabul edilmistir. Tepe latensleri
stimulus artifaktindan itibaren milisaniye (ms) birimiyle, birbirini izleyen ters
polaritedeki dalgalarin genlikleri tepeden-tepeye mikrovolt (pV) birimiyle
hesaplanmastir.

3.7. Retina Dokusunun Alinmasi

Deney protokolii, gruplarin arasinda birer hafta olacak sekilde planlanmistir.
Gorsel uyarilma potansiyelleri kayit edildikten bir giin sonra hayvanlara iiretan
anestezisi uygulanmis ve abdominal aorttan heparinize kan ornekleri alinmistir. Bu
islemi takiben kardiak perfiizyon ile organlar ve g6z dokular1 kandan arindirilarak
eksize edilmistir. Sakrifiye edilen ratlardan ¢ikarilan gozlerden kornea, iris, lens ve
vitreus alindiktan sonra kalan posterior segmentten retinal tabaka ve optik sinir
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diseksiyonu yapilarak ¢ikarilan dokular sivi nitrojen igerisinde hemen dondurulmus
ve ardindan -80 °C derin dondurucuda deneysel galisma yapilana degin saklanmugtir.

3.8. Retinal NOS-2 protein miktarinin belirlenmesi

Prensip: Western Blot Analizi i¢in retina homojenatlarindan elde edilen proteinler
sodyumdodesilsiilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile ayrildiktan
sonra jeldeki proteinler nitroseliiloza transfer edilerek anti NOS-2 antikoru ile inkiibe
edilmiglerdir. Daha sonra ortama peroksidaz bagimli sekonder antikor ilave edilerek
immiinoreaktif bantlar kemiliiminesans yontemle gozlenmistir.

Islemler: Nitrik oksit sentaz-2 enzim miktarinin kalitatif tayini PAGE-western blot
yontemiyle yapilmistir (Sekil 3.1). Retinal tabaka ve optik sinir diseksiyonu
yapilarak ¢ikarilmis ve dondurulmus dokular 4°C’daki homojenizasyon tamponu
icerisinde (50 mM K;HPO4, 80 puM leupeptin, 2.1 mM Pefabloc SC, 1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 pg/ml aprotinin, pH 7.4) homojenize edilmistir.
Elde edilen homojenatlar 23,000 x g’de 40 dk, 4°C’da santrifiij edilmis ve elde edilen
siipernatanlarda protein konsantrasyonu 595 nm’de Coomassie reaktifi kullanilarak
belirlenmistir. Bu 6l¢iimde bovine serum albumini de standart olarak kullanilmistir.
Elde edilen protein homojenati Laemli tamponu ile 1:2 oraninda karigtirilarak,
%9’luk poliakrelamid jele tatbik edilerek elektroforetik ayrimi saglanmistir. Jelde
ayrilan proteinler, seliiloz asetata transfer edilerek western blot analizi
gerceklestirilmistir. Ayrilan doku proteinleri primer anti NOS-2 antikoru igerisinde
(1:1000 diliisyonda) bir gece bekletildikten sonra horseradish peroksidaz (HRP) bagl
sekonder antikor (1:10000 diliisyonda) ile muamele edilmistir. Reaktif doku
proteinleri kemiliiminesans yontemle belirlenmistir.

Antikor ile

reaksiyona giren
— — protein
Proteinlerin e e
|| nitroseliiloza |*™=®| Primer Antikor |*"™=®| " Radyografik Filmile |™
transferi — | [Inkubasyonu — | muamele
SDS-PAGE NITROSELULOZ NITROSELULOZ RADYOGRAM

Sekil 3.1. SDS-PAGE ve Western Blot Analizi (112)
Nitrik Oksit Sentaz-2 Aktivitesinin Hesaplanmasi: Goriintiilenen protein

bantlarinin dansitometrik analizi, NIH image 1,61 software programi kullanilarak
yapilmistir.
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3.9. Retinal Protein Karbonil Gruplarinin Ol¢iimii
Protein Karbonil dl¢limleri ticari bir kit (Cat. #10005020. Cayman Chemical
Ann Arbor, MI) ile yapilmistir ( Tietze F. Enzymic method for quantitative).

Prensip: Protein karboniller DNPH ile reaksiyona girerek Shiff bazi olustururlar ve
son lirlin olarak gosterilen protein hidrazon bilesikleri meydana gelir (Sekil 2.14).
360-385 nm’de absorbans veren bu bilesikler araciligi ile protein karboniller
spektrofotometrik olarak tayin edilir.

Reaktifler

1 ) Hidroklorik Asit

2 ) DNPH

3 ) TCA Soliisyon

4 ) Guanidin Hidroklorit
5) Etanol

6 ) Etil Asetat

Islemler: Dondurulmus halde bulunan retinalar I mM EDTA iceren 50 mM soguk
K,HPO4 (pH= 7) tamponunda, buz iizerinde homojenize edilip ( PRO 200
Homogenizater, PRO Scientific Inc.,Connecticut, USA ) 4 C”de 10,000 g’de 15 dak
santrifiij edilerek silipernatani atilmistir. Her numuneden alinan 200°er pl olacak
sekilde bir tiip numune tiipli, diger tiip kontrol tiipii olmak iizere iki ayri tiipe
aktarilmigtir. Numune tiiptine 800 ul DNPH, kontrol tiiptine 800 ul HCI ilave
edilerek 1 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra biitiin tiipler sirasi ile %20 ve %10 TCA
eklenerek 5 dak inkiibe edilmis ve her basamagin ardindan 4 C”de 10,000 g’de 10
dak santrifiij edilmistir. Pelet (1:1) etanol/etil asetat karisimi igerisinde resiispanse
edilerek 4 C”de 10,000 g’de 10 dak santrifiij edilmistir. Bu basamak iki kere daha
tekrarlanip son yikamadan sonra protein peletleri 500 pl guanidin hidroklorit
icerisinde vortekslenerek resiispanse edilmis ve 4 C*’de 10,000 g’de 10 dak santrifiij
edilmistir. Absorbanslar, 360-385 nm arasinda bir dalga boyunda plate reader
kullanarak 6l¢tilmiir.

Protein Karbonil miktarinin hesaplanmasi: Kontrol oOrneklerinin ortalama
absorbansi numune Orneklerinin ortalama absorbansindan c¢ikartilarak absorbans
degeri elde edilmis ve bu degerler diliisyon faktorii ile ¢arpilip Dinitrofenilhidrazin
icin 370 nm’de molar absorblama katsayis1 ve (mg/ml) protein miktarina boliinerek
karbonil miktar1 (nmol/mg) olarak ifade edilmistir.

3.10. Retinal Okside Glutatyon ( GSSG ) ve Rediikte Glutatyon ( GSH )
Miktarmin Ol¢iimii
GSH ve GSSG olgiimleri ticari bir kit (Cat. #703002. Cayman Chemical Ann
Arbor, M1 ) ile yapilmistir ( Tietze F. Enzymic method for quantitative).

Prensip: GSH’nin siilfidril grubu, 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile
reaksiyona girer ve {iriin olarak sar1 renkli 5-thio-2-nitrobenzoik asit (TNB) meydana
¢ikar. Olusan TNB miktar1 GSH olusum miktar1 ile orantilidir. Bu nedenle 405
nm’de TNB miktarini tayin etmek GSH miktarinin tam olarak 6l¢iilmesini saglar.
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. Glutatyon redilktaz
GSH 2 » GSTIIE
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Reaktifler:
1 ) Metafosforik asit tamponu (MES, 2X)
2 ) GSSG standardi

3 ) Kofakor karigimi

4 ) Enzim karigimi

5)DTNB

6 ) Trietanolamin reaktifi (TEAM, 4 M)
7 ) 2-Vinil-pridin (1 M)

Islemler: Dondurulmus halde bulunan retinalar I mM EDTA iceren 50 mM soguk
K;HPO4 (pH= 7) tamponunda, buz iizerinde homojenize edilip ( PRO 200
Homogenizater, PRO Scientific Inc.,Connecticut, USA ) ve 4 C”de 10,000 g’de 15
dak santriflij edilerek siipernatani atilmisg ve deproteinizasyon islemine gegilmistir.
150 pl doku siipernatant: igerisine 150 ul MPA reaktifi ilave edilerek oda 1sisinda 5
dakika inkiibe edilmistir. Bu islemi takiben 5000g’de 5 dakika santrifiij yapilarak her
bir dokudan elde edilen siipernatantlar GSH ve GSSG ol¢iimleri i¢in iki ayri
ependorf tiipe 100 er ul olacak sekilde aktarilmistir. GSH o6l¢limii i¢in 100 ul
siipernatant tizerine 5 ul TEAM reaktifi ilave edilerek karistirilmistir. Karisimdan
alman 50 pl numune {izerine, 2-N-morfolin etan siilfonik asit (MES), kofaktor
karistmi (NADP ve glukoz-6-fosfatin liyofilize formunu igerir), enzim karigimi
(glutatyon rediiktaz ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz igerir), DTNB (5,5’-ditiobis-2-
nitrobenzoik asit) ve distile su igeren 150 pl 6l¢iim kokteyli ilave edilerek karanlikta
inkiibe edilmistir. 25 dakikalik inkiibasyonu takiben 405 nm’de absorbans degerleri
okunmugtur. Okside glutatyon tayini i¢in 100 ul doku siipernatanti iizerine 1 pl 2-
vinilpiridin ilave edilerek 60 dakika oda 1sisinda inkiibasyona birakilmistir. Bu
islemden sonra GSH 6l¢iimiindeki basamaklar aynen takip edilmistir.

GSH ve GSSG Miktarlarimn Hesaplanmasi: Okside glutatyon standardi aynen
numune gibi ¢alisilarak standart grafigi olusturulmustur. Dokulardaki GSH ve GSSG
miktarlar1 bu grafikler yardimiyla hesaplandiktan sonra nmol/mg protein olarak ifade
edilmistir.

3.11. Protein Tayini

Retinada protein tayini modifiye Bredford yontemine dayanan kit ile
yapilmustir (262).
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Reaktifler:

1 ) Standart soliisyon: 2 pg/ ul bovin serum alblimin (Albiimin Bovina, Sigma, A-
8022)

2 ) CPPA reaktifi (Coomassie Plus Protein Assay Reagent, Pierce-1856210 )

Islemler: 1 pl doku siipernatant1 999 pl distile su ile sulandirildiktan (1:1000) sonra
tizerine 1 ml CPPA reaktifi eklenmis ve 595 nm’de absorbans spektrofotometrik
olarak okunmustur. Standart ¢aligmasi ise, numune yerine artan konsantrasyonlarda
1:1000 sulandirmaya sahip BSA kullanilarak yapilmustir.

Protein Miktarinin Hesaplanmasi: Dokulardaki protein miktar1 standart grafigi
kullanilarak hesaplanmstir.

3.12. Retinal Apoptozisin Belirlenmesi
Apoptozis Ol¢limleri ticari bir kit (Cat. # QIA33. Calbiochem EMD
Biosciences, Inc.) ile yapilmistir.

Prensip: Bu kit lam iizerine Fragment End Labeling (FragELTM) ile fikse edilmis
parafine gomiilii doku kesitlerinde apoptotik niikleuslarin DNA’sinin tanimlanmasina
imkan vermektedir. Bu deneyde TdT apoptotik sinyallere cevaben olusan DNA
fragmanlarinin 3’-OH ucuna biotin ile isaretlenmis deoksiniikleotidlerin eklenmesini
katalizler. Streptavidine baglanmis haldeki HRP biotinlenmis niikleotidlere baglanir.
Diaminobenzidin DNA fragmantasyon bdlgelerinde isaretlenmis Ornekler ile
reaksiyona girerek ¢Oziinmeyen renkli bir substrat olusturur. Apoptotik hiicrelerde
Metil green kahverengiye doniisiirken, apoptotik olmayan hiicrelerde metil green
renk degisimi gozlenmez. Boylelikle normal ve apoptotik hiicrelerin belirlenmesi
saglanir.

Reaktifler:

1 ) Proteinaz K: 10 mM Tris igerisinde 2 mg/ml Proteinase K, pH 8

2 ) 5X TdT Denge Tamponu: 1 M Sodium Cacodilate, 0.15 M Tris, 1.5 mg/ml BSA,
3.75 mM CoCl2, pH 6.6

3 ) TdT isaretleme reaksiyon karigimi

4) TdT enzimi: Terminal Deoksiniikleotidil Transferaz

5 ) Durdurma Tamponu: 0.5 M EDTA, pH 8

6 ) Bloklama Tamponu: PBS igerisinde 4% BSA

7 ) 50X Konjugat: Peroksidaz streptavidin konjugati: 50-kat konsantre soliisyon
8) DAB Taletleri: 3,3’Diaminobenzidine (0.7 mg/tablet)

9) H,0,/Ure Taletleri: HyO,/iire (1.6 mg/tablet)

10) Metil Green boyasi: 0.3% Metil green

Islemler:

Parafine gomiilii doku 6rnekleri kesit alinarak lam tizerine aktarildi. Lamlar
oda 1sisinda 5 dak ksilenden ve ardindan %100, %90, %80 ve %70 ectanol
serilerinden gegirilerek TBS ile yikandi. Ardindan oda 1sisinda 20 dak Proteinaz K
ile inkiibe edildi ve TBS ile yikandi. Ornekler 20 dak siire ile 1 pg/ul DNase I ile
inkiibe edilip TBS ile yikandi. Endojen peroksidazlarin inaktivasyonu i¢in 6rnekler 5
dak stire ile 3% H,O; ile inkiibe edildi ve TBS ile yikandi. Ornekler TdT Denge
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Tamponu ile oda 1sisinda 20 dak kadar inkiibe edildi. Ardindan 6rnekler lizerine TdT
ile isaretlenmis DNA fragmanlarini optimize etmek icin isaretlenmis ve
isaretlenmemis deoksiniikleotid karigimi igeren TdT isaretleme reaksiyon karigimi
eklendi ve durdurma tamponu ile reaksiyon durduruldu. Ornekler oda 1sisinda 10 dak
bloklama tamponu ile inkiibe edildi. Ardindan 6rnekler 10 dak DAB soliisyonu ile
inkiibe edildikten sonra distile su ile yikandi. Ornekler metilen green ile muamele
edilerek 6nce%100 etanol eklendi ardindan ksilen i¢ine alindi. Apoptozise ugramis
hiireler DAB ile koyu kahverengi boyandi. Isik mikroskobu ile tiim numuneler
degerlendirildi. Apoptotik olmayan hiicrelerde renk degisimi olmadi ve metil green
ile ayn1 renkte gozlendi (Sekil 3.2).

Niikleozomal DNA Fragmani

s

TdT
Biotin-dNTP
isaretlenmemig-dNTP

“Biotin
‘Streptavidin
% (uRPHRP

Streptavidin-HRP

HQAC?Q renksiz

gzlnmez .
§ > Eromoien (Kahverengi}

Sekil 3.2. DNA fragmanlarinin 3°-OH ucunun biotin ile isaretlenmesi ve HRP
baglanmasi

3.13. Sonuc¢larin Degerlendirilmesi

Istatistiksel degerlendirme SPSS paket programi kullanilarak yapilmistir.
Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Her degisken i¢in normallik
testi uygulanmistir, Normal dagilima uyan veriler i¢in parametrik olan Tek Yonli
Varyans Analizi (ANOVA) ve onu takiben Tukey Post Hoc Testi, uymayanlarda ise
nonparametrik olan Kruskal Wallis Varyans Analizi ve onu takiben Mann-Whitney
U Testi kullanilmistir.
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BULGULAR

4.1. Genel Goriiniim
Deney siiresince hayvanlarin genel goriiniim ve davraniglarinda herhangi bir
degisiklik goriilmemistir.

4.2. Agirhik Degisimi

Deney gruplarinin haftalara gore agirlik degisimleri Tablo 4.1°de verilmistir.
Deney siiresi boyunca tiim deney gruplarindaki hayvanlarin haftalik viicut agirliklar
takip edilmis, grup i¢inde ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamuistir.

4.3. Goz i¢ci Basing Olgiimii Sonuclar:

Kontrol ve deney gruplarinin IOP 6l¢timlerinin haftalik sonuglar1 Sekil 4.1°de
verilmigtir. Albino Wistar ratlarinda g6z i¢i basing artisin1 saglamak amaci ile birinci
hafta yapilan unilateral iig-damar koterizasyonu sonucunda goz ici basing degerleri
IOP ve IOP+ASX gruplarinda artmistir. [OP ve IOP+ASX gruplarina ait hayvanlarin
g6z ici basing degerlerinin haftalara ve gruplara gore degisimi tekrarli dlgiimlerde
varyans analizi ile incelenmis fakat istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0,05;0,093). K ve K+ASX gruplarina ait hayvanlarin goz ici basing degerlerinin
haftalara ve gruplara gore degisimi tekrarli 6l¢timlerde varyans analizi ile incelenmig
ve bu gruplarin gbz i¢i basing degerlerinin degisimi haftalara gore istatistiksel olarak
anlamli  bulunmustur (p<0,05;0,001) bu farklilik 2. haftadaki Ol¢iimlerden
kaynaklanmaktadir.Ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (p>0,05; 0,123). IOP ve K gruplarina ait hayvanlarin goz i¢i basing
degerlerinin gruplara gore degisimi tekrarli 6l¢limlerde varyans analizi ile incelenmis
ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05;0,001). K+ASX
ve IOP+ASX gruplarina ait hayvanlarin goz i¢i basing degerlerinin gruplara
(p<0,05;0,001) ve haftalara gore (p<0,05;0,001) degisimi tekrarli 6l¢iimlerde varyans
analizi ile incelenmis ve istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.

o 35 1 === K ontrol

=== Kontrol + Asx
e=fy= | OP

e=@==|OP+AsX

E 25

g6z ici basinc

Sekil 4.1 Go6z i¢i basing degerlerinin haftalara gore degisimi grafigi
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Tablo 4.1. Kontrol ve deney grubu hayvanlarin haftalik agirlik degisimleri

1. hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta 5. hafta 6. 7. 8.
Gruplar viicut viicut viicut viicut viicut hafta viicut | hafta viicut | hafta viicut
agirhgi (g) | aguhgi (g) | aguhigi(g) | agirhigi(g) | aguhigi(g) | aguhigi(g) | agirhigi(g) | agurhigr (g)
Zeytinyag1
alan 341.87 326.96 339.35 349.13 367.83 345.03 348.20 346.57
kontrol +41.11 +48.40 +42.91 +38.57 +36.05 +39.25 +33.02 +36.71
grubu
3:?;1‘;2“ 340.00 309.78 32891 339.09 34227 332,01 347.39 345.13
grubu y +34.90 +27.32 +31.55 +34.46 +42.56 +32.55 +30.25 +35.80
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4.4. Retinal NOS-2 Protein Miktar1 Sonuclari

Kontrol ve deney gruplarmin retina dokularinda yapilan protein boyamasi
sonuclar1 Sekil 4.2°de verilmistir. Her kuyucuga esit miktarlarda protein i¢ceren doku
stipernatant1 konuldugu sekilde gézlenen bantlarin ayni olmasi ile teyit edilmistir.

AG1 AG2 G2 G1 AK2 AK1 K2 K1 STD kDa

Sekil 4.2 Retina Protein Boyamas1

Kontrol ve deney gruplarimin retina dokularinda gerceklestirilen NOS-2
western blot analizi Sekil 4.3’te verilmistir. Kontrol gruplarinda NOS-2 protein
bantlarina rastlanmadig1 halde glokom olusturulan gruplarda NOS-2 protein bantlar1
gbzlenmistir. Ayrica astaksantin verilen glokom olusturulmus ratlarda NOS-2
bantlarinin glokom olusturulmus ancak astaksantin tedavisi almamis ratlardakine
gore daha koyu boyandig1 dikkat ¢gekmektedir.

AG1 AG2 G2 G1 AK2 AK1 K2 K1 STD kDa

R 150

— — - 100
l 75

. —50

— 37

. 25

Sekil 4.3 Retina NOS-2 western Blot Analizi
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4.5. Retina Rediikte Glutatyon ve Okside Glutatyon Aktivite Sonuc¢lari

8’er rattan olusturulan gruplardan elde edilen retina dokusu GSH, GSSG ve
GSH/GSSG oranlar1 Sekil 4.4’te verilmistir. Goz i¢i basing artisinin GSH ve GSSG
oranini azalttig1, ancak bu azaligin istatistiksel olarak 6nemli bir diizeye ulasamadigi
saptanmistir.

671 Kontrol
m Kontrol-ASX
5T o IOP
IOP-ASX

GSH ve GSSG
(nmol/mg protein)
w

GSH GSSG GSH:GSSG

Sekil 4.4. Retina GSH, GSSG ve GSH/GSSG degerleri

4.6. Retinal Protein Karbonil Gruplarinin Ol¢iimii Sonuclar

6’sar hayvandan olusan gruplarda retina dokusu protein karbonil icerigi tayini
ile elde edilen 6l¢iim degerleri Sekil 4.5’te verilmistir. Mann-Whitney U testi ile
karsilastirildiginda IOP grubunun protein karbonil igeriginin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diizeye arttig1 gozlenmistir. [OP+ASX grubunun protein
karbonil igerigi ise IOP grubuna gore fark edilir diizeyde azalmistir.

Protein Karbonil
(nmol/mg protein)

Kontrol Kontrol +ASX Glokom Glokom +ASX

Sekil4.5. Retina Protein Karbonil degerleri
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4.7. Protein Standardi Grafigi
Standart olarak Bovin Serum Albliminin kullanildig1 standart grafik Sekil
4.6’da gosterilmektedir.

0,500 -
0,450 - *
0,400 -
0,350 -
0,300 -
0,250 -
0,200 -
0,150 ¢
0,100 -
0,050 -
0,000

Abs

0 5 10 15 20 25

Protein (ug/ml)

Sekil 4.6. Protein Standart Grafigi

4.8. Retinal Apoptozis Sonug¢lar:

Her gruptan 6’sar hayvan calisilmis ve her gruptan birer hayvanin 6rnek
olarak gosterildigi retinal doku hematoksilen eozin ile boyama bulgular1 Sekil 4.7°de
gosterilmektedir. Glokomda gbz i¢i basing artigindan dolayr baskiya maruz kalan
retinanin gozle goriliir sekilde inceldigi saptanmistir. Astaksantin verilen goz ici
basing artisina baglh glokom olusturulan (ASX-glokom) grubunda ise bu
baskilanmanin azaldig1 gézlenmistir (Sekil 4.7).

KONTROL GLOKOM

200

ASX-KONTROL ASX-GLOKOM

Sekil 4.7. Retinanin hematoksilen eozin boyamasi
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Dort grup i¢in birer hayvana ait retinal apoptozis boyamasi fotomikrografik
olarak Sekil 4.8’de gosterilmistir. Glokom grubunda gangliyon hiicre tabakasi ile i¢
ve dis niikleer tabakalarda apoptotik hiicreler goriilmektedir. Astaksantin tedavisi
alan goz i¢i basing artigina bagli glokom olusturulan ASX-glokom grubunda ise
apoptozise ugramis hiicrelerin azaldigi goriilmektedir.

T IRAL .
- . i 1 l
» e

200pm |

Kontrol

ASX-Kontrol . ' L ASX-Glokom R ATA |

sab s\

Sekil 4.8. Retinal Apoptozis Boyamasi

4.9. Gorsel Uyarilma Potansiyeli Sonug¢lari

Gorsel uyarilma potansiyelleri sag ve sol gozler flag uyaran ile ayr1 ayn
uyarilarak monookiiler olarak kaydedilmistir. Dort grup icin elde edilen VEP’lere
birer 6rnek Sekil 4.9’de sunulmustur. Gorsel uyarilma potansiyeli parametrelerinin
grup farkliliklar1 varyans analizi (one-way ANOVA) ile degerlendirilmistir.

Gorsel uyarilma potansiyellerinin latens ve genliklerinin ortalama degerleri,
standart sapmalar1 ve Tukey testi sonuglar1 Tablo 4.2 ve Tablo 4.3’de goriilmektedir.
ASX grubunun P1, N1, P2, N2 ve P3 latensleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda
latenslerin degismedigi goriilmiistiir. Ancak IOP grubunda tiim bilesenlerin
latenslerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde uzadigi
saptanmustir. Yapilan istatistiksel degerlendirmede IOP+ASX grubuna ait tiim
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bilesenlerin latenslerinin IOP grubuna gore fark edilir diizeyde kisaldigi ve
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda ise anlaml1 bir farki olmadigi bulunmustur.

Tepeden tepeye genlik degerleri incelendiginde, gruplar arasinda anlamli fark
gozlenmemistir (Tablo 4.3).

N1 N2

P1 P2 P3
ASX

N1

Y \aoeol

P2
P3 GLOKOM

N2

B P2 ASX+GLOKOM

Sekil 4.9. Kontrol ve deney grubu hayvanlarindan kaydedilen VEP’ler ve bilesenleri
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Tablo 4.2. Kontrol ve Deney grubu hayvanlarindan kaydedilen VEP latensleri (ms) * :
p<0.001 K grubundan fark, *: p<0.001 IOP grubundan farkl:.

Gruplar P, (ms) N, (ms) P, (ms) N, (ms) P, (ms)
K 20.17£0.90 35.13£1.96 50.40£1.60 68.90+2.84 94.47£1.95
K+ASX 20.74+0.85 36.47+2.03 51.55+2.65 71.03£3.01 95.08+2.21
0P 24.13+£1.06 39.58+1.41 55.78+12.04 77.06+1.17 100.92+1.22
K* K* K* K* K*
20.7310.86 36.23+£1.60 51.14£2.71 70.85+3.77 93.69+1.93
TOP+ASX I0P* I0P* IopP* I0P* 10P*
Tablo 4.3. Kontrol ve deney grubu hayvanlarindan kaydedilen genlikler (uV)
Gruplar PN, (1Y) | NP, (uV) P,N, (1V) N,P, (uV)
K 5.86+1.33 5.65+1.75 5.51+£1.45 5.87+1.55
K+ASX 6.17£1.57 5.891+0.91 6.6111.66 6.04+1.42
10P 6.26£1.10 6.15t£1.44 5.30+£1.47 6.10+1.45
IOP+ASX 6.27£1.45 4.97+1.20 6.27£1.08 6.18+1.33
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TARTISMA

Glokom diinya capinda bes milyondan fazla insani etkileyen gorsel
bozukluklarin en biiyiik sebebidir (263). Tuck ve ark. artan yas ile birlikte 6zellikle
55 yasindan sonra glokom prevelansinin da arttigini rapor etmislerdir (264). 6250
yaslt insan iizerinde yapilan bir popiilasyon caligmasi yaslar1 55 ile 64 arasinda
degisenlerde gorme alan1 kaybi prevelansinin %3, 85 ve Tlizeri yaslarda ise
prevalansin %19 oldugunu gostermistir. Bu ¢aligma gorme alan1 kaybina en sik
sebebinin glokom oldugunu vurgulamaktadir (265). Gelismis iilkelerde glokomun
ilerideki prevalansi artmaya yatkindir ve biiyiik bir halk saglig1 problemi olacaktir bu
nedele tarama morbiditenin diisiiriilmesinde ¢ok biiyiik 6neme sahip olabilir (266)
(267). Populasyona dayali ¢alismalar her on kisiden birinde sonunda mutlaka glokom
gelisecegini ve bu durumun glokomu ¢ok yaygin bir hastalik yaptigi gostermistir
(268).

Glokomun gorsel sistemde olusturdugu degisiklere 151k tutmak amaciyla
calismamizda, elektrofizyolojik parametrelerden biri olan gorsel uyarilma
potansiyelleri tercih edilmistir. Glokomun; patolojik etkilerine paralel olarak, gorsel
uyarilma potansiyellerinde de oOnemli degisiklikler olusturdugu daha Onceki
calismalarda saptanmustir (269) (270). Gorsel uyarilma potansiyelleri gorsel sistemin
fonksiyonel arastirmasinda ve optik yol patolojilerinin degerlendirilmesinde
kullanilan duyarh ve giivenilir bir yontemdir. Ozellikle VEP latenslerinin optik yol
patolojisine paralel olarak uzadigi ve bu nedenle VEP’lerin klinik amacla
kullanilabilecegi bir¢ok ¢alismada vurgulanmistir (54) (57) (56) (58). Hem makdiiler
bozukluklar hem de optik sinir hastaliklart VEP {izerine etkilere sahiptir. Ayrica,
sicanlarin gorsel sisteminin insanlara benzer olmasi nedeniyle, siganlarda yapilan
boyle bir ¢alismanin insan gorsel sisteminin incelenmesi yoniinden iyi bir model
oldugu da distiniilmektedir. Amplitiidlerin orta alan kayitlarim1 6nemli OSlgiide
degistirebilmesinden dolay1 6l¢iim igin latens daha giivenilir bir parametredir (271).
Good ve ark., insanlar iizerinde yaptiklar1 calismada kronik glokomda tepeden tepeye
genlik degerlerini incelemisler ve VEP P1 bileseninin azaldigini ve P2’nin
degismedigini gostermistir (272). Ayni ¢alisma P1 ve P2 dalgalarinin kaynaklarinin
farkli oldugunu ve P1’in makiiler alandan kaynaklanmadigin1 savunmaktadir. Bu
amac¢ dogrultusunda 51 kronik glokom hastasi ve 82 normal kontrol grubunda
yapilan bu calismada kritik deger olarak 4 pV alindiginda P1 amplitiid dagiliminin
gruplar arasinda anlamli bir farka sahip oldugunu fakat P2 amplitiid cevabinin iki
grup arasinda anlamli bir farka sahip olmadig1 gosterilmistir. P1’in kritik degere esit
ya da yliksek oldugu 7 glokomlu goze sahip hasta yillar sonra incelendiginde yiiksek
IOP’ye sahip olsalar bile kusursuz gérme alanina sahip olduklart bulunmus ve bu
bulgu 15181nda glokoma bagli hasarin gelismedigi onerilmistir. P1’in kritik degerden
diisik oldugu 13 glokomlu gbéze sahip hastada ise gorme alan1 kaybi
bulunmamaktaydi. Bu durumda olan hastalar yillar sonra incelendiginde yiiksek
IOP’ye sahip olarak bulunmustur. Bu verilerin sonucunda 13 hastanin okiiler
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hipertansiyona sahip oldugu ve 7 hastanin diisiik P1 komponentine sahip oldugu
bulunmugtur. Bu veriler flag VEP P1 komponenti amplitiidiiniin 4 pV altina diigmesi
ile meydana gelen bu azalmanin glokoma bagli sinir lifi kaybinin bir 6l¢iitii oldugunu
ve sinir lifi biitiinliigli kaybin1 gosterebilecegini ileri siirmektedir. Arastiricilar flag
VEP’in glokomun erken tanist ve degerlendirilmesi i¢in yararli olabilecegini ayrica
gorme alani kaybi olmadan hasarin tespit edilebilecegini ileri siirmektedir. P1
amplitiidiinin 4 pV izerinde olmast iyi bir prognozu isaret etmekte ve bu
komponentin takibi glokomun tedavisinde ve kontroliinde yardimci olmaktadir.
Calismamizda ise tepeden tepeye genlik degerleri incelendiginde, gruplar arasinda
anlamli fark gézlenmemistir. Bu durumu agiklayabilmek icin ileri ¢alismalara gerek
oldugu diisiiniilmektedir. Ozet olarak, daha 6nceki arastirmalarda da belirtildigi gibi
(271)genliklerle kiyaslandiginda VEP latenslerinin gorsel sistem degisikliklerini
ortaya koyan daha duyarli ve oOnemli bir parametre oldugu ortaya konmustur.
Glokom hastalarinda latenslerin uzadigini1 gdsteren bir¢ok ¢alismada rapor edilmistir
(273) (274) (275). Glokoma bagli olarak VEP latenslerinde meydana gelen uzama
glokomun oksidan stresi tetikleyerek gorsel sistem hasarina neden oldugunu
diistindiirmektedir.

Calismamizda ASX grubunun latensleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda
latenslerin  degismedigi gorilmiistiir. Ancak IOP grubunda tiim bilesenlerin
latenslerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde uzadigi
saptanmigtir.  Yapilan istatistiksel degerlendirmede IOP+ASX grubuna ait tiim
bilesenlerin latenslerinin IOP grubuna gore fark edilir diizeyde kisaldigi ve kontrol
grubu ile karsilastirildiginda ise anlamli bir farki olmadigi bulunmustur.

Kontrol hayvanlarinda bulunan VEP latensleri daha 6nce yapilan ¢aligmalar
ile (276) (277) ve diger bagka laboratuarlarda gergeklestirilen g¢alismalarla uygunluk
gostermektedir (278). Kontrol ile karsilastirildiginda IOP grubunda tim VEP
bilesenlerinin uzamasi, glokomun gorsel sistemi 6nemli derecede etkiledigini ortaya
koymaktadir. Ayrica, astaksantin verilen IOP grubunda VEP latenslerinin IOP
grubuna gore Oonemli derecede kisalmasi VEP degisikliklerinin gangliyon hiicre
Olimii ile iliskili oldugunu ve astaksantin tedavisinin gangliyon hiicre oliimiinii
azaltmasindan dolay1 latenslerin kontrol seviyelerine kadar kisaldigini gdsteren bir
kanittir.

Astaksantinin glokoma bagli VEP degisiklikleri {izerine etkisi ile ilgili
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Serbest radikallerin zararli etkilerini ortadan
kaldiran astaksantinin IOP artisina bagh olarak gelisen glokomun olusturdugu VEP
degisikliklerini diizeltmesi, bu antioksidanin gorsel sistem iizerine olumlu etkilerinin
oldugunu vurgulamistir. Bu da astaksantinin gorsel sistemi etkileyen hastaliklarin
tedavisinde kullanilabilecegi seklinde yorumlanabilir.

Astaksantin serbest radikallere elektron vermektense onlara uzun ve ¢ift bag
iceren zincirini ekleyerek onlar1 yakalar. Astaksantin essiz kimyasal yapist ve
hiicredeki lokalizasyonu itibar1 ile hiicre membranini korur. Astaksantinin polar son
gruplan ¢ift tabakali hiicre membraninda yayilim gostererek hiicre membranini
stabilize eder, sertligini ve mekanik giiciinii arttirir (279). Ayrica astaksantin
yakaladig1 serbest radikallerin hiicrenin polar kisimlarina taginmasinda koprii gorevi
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goriir. PB-karoten ¢ift tabaka lipit membranin iginde, vitamin C sadece lipit
membranin dis ylizeyinde astaksantin molekiilii ise hiicrenin hem i¢ hem de dis
kisminda yerlesiktir ve boylece daha iyi koruyuculuk saglar (244). UV-1518in
olusturdugu singlet oksijeni ve triplet oksijeni nétralize eder. Etkin bir tasiyici olan
lipoproteine baglanarak biyoyararlanimin1 saglar. Antikor {ireten hiicrelerin ve
interlokin 2’nin iiretimini ve interferon gama baskilanmasini arttirarak immiin sistem
fonksiyonunu arttirir (280). Inflamasyona neden olan reaktif oksijen tiirlerini inhibe
eder. Vitamin E ve Vitamin C’nin antioksidan aktivitesini arttirir. Thtiya¢c durumunda
karacigerden Vitamin A salinimini saglar. Ohno S. ve grubunun iiveyit hastalarinda
astaksantin kullanimi ile yaptiklar1 ¢alismalarda astaksantinin ndroprotektif etkileri
vurgulanmistir (281) (282). Yapilan son ¢alismalar IOP’nin diigiiriilmesinin glokoma
bagli gorme kaybi oranimmi diisiirecegini teyit etmektedir (283). Glokomda ise
astaksantinin etkileri heniiz gosterilmemistir.

Glokomun meydana getirdigi yapisal degisikliklerin temelini oksidatif hasarin
olusturdugunu gosteren birgok ¢alisma vardir (175) (12). Protein oksidasyonu in vivo
oksidatif stresin belirlenmesinde yararli bir markirdir. Oksidatif stres markir1 olarak
protein karbonil lipit peroksidasyon fiiriinlerine gore okside proteinlerin daha stabil
olmasindan dolay1 daha avantajlidir. Yagc1 ve ark. yapmis olduklar1 ¢alismada,
oksidatif stresin proteinler iizerinde olusturdugu hasarin miktarinin belirlenmesi
amaci ile glokomun tanimlanabilir sebeplerinden olan psddoeksfolasyon (PEX)
sendromuna (284) sahip 29 hasta ve 27 kontrole ait akz humor 6rneklerinde protein
karbonil seviyeleri spektofotometrik olarak ol¢iilmistiir (285). Psodoeksfolasyon
sendromuna sahip hastalarin akdéz humor (2.18+1.51 nmol/l) protein karbonil
konsantrasyonu kontrol akéz humor (1.31#0.47 nmol/l) 6rneklerine goére Onemli
diizeyde yiiksek bulunmustur. Artmis akéz humor protein karbonil seviyeleri
psoddoeksfolasyon sendromu fizyopatolojisinde protein oksidasyonunun rol
oynayabilecegini gostermektedir.

Calismamizda protein karbonil igerigi Ol¢iilmiis ve IOP artisinin meydana
getirildigi IOP grubunda protein karbonil igerigi kontrol grubuna goére dnemli diizeye
yiiksek bulunmustur. Astaksantin tedavisi alan goz i¢i basing artig1 grubunun protein
karbonil igerigi ise IOP grubuna gore fark edilir diizeyde azalmistir. Bu da glokomda
astaksantinin protein karbonil seviyelerini diisliriicii yonde etkisinin olabilecegini
gostermektedir. Literatiirde haniiz glokomda protein karbonil icerigi {izerine
karotenoidlerin etkisi ile ilgili olarak yapilan bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Gozde bulunan 6nemli bir antioksidan olan GSH organizmanin genotoksik
ajanlara karsi korunmasinda biiyiik rol oynar (286). Siiperoksit dismutaz-CAT
sistemi goz dokularin1 H,O, nin yiiksek konsantrasyonlarina karsi korurken GSH ise
g6z dokularini diisiik konsantrasyonlarda H,O,’nin neden oldugu hasara kars1 korur
(220) (218). Akoz humor (60) ve trabekiiler agda (287) GSH yiiksek
konsantrasyonda bulunmustur. Serbest oksijen radikallerinin detoksifikasyonunda
onemli bir molekiil oldugundan dolay1 ¢calismamizda bir tripeptid olan GSH ‘nin IOP
artisina  bagl olarak olusturulan deneysel glokom modelinde degisimleri
incelenmistir. GOz ici basing artis1 (kontrol grubuna gore) retina GSH seviyelerinde
%26 diisiise neden olmustur. Astaksantin uygulanmasi IOP artisinin neden oldugu
glokomlu gozlerde GSH seviyelerinde %15 artis saglamistir. Glokomda oksidatif
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hasarin 6nemi glokomdan etkilenen hastalarda ak6éz humor total antioksidan
potensiyelinde tilkenme (3) ve plazma GSH seviyelerinde azalma (36) ile de
gosterilmistir. Yiksek IOP’nin neden oldugu oksidatif stresin retinal dokuda GSH
seviyelerini diisiirdligli Moreno ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada da gosterilmistir
(175). Glutatyon, IOP artisina bagl olarak olusturulan glokom modelinde oksidatif
stresin neden oldugu oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlar1 ve hiicre hasarina neden
olan H,O; nin elimine edilmesi i¢in kullanilir. Oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlari
sirasinda gerceklesen doniisimler GSH’nin indirgenmesine ve yiikseltgenmesine
neden olur. Calismamizdaki GSH seviyelerindeki azalma, IOP artiginin neden oldugu
oksidatif ajanlarin ortadan kaldirilmast igin oksitlenmesine baglanabilir. Bu da
retinada oksidan stresin glokoma bagl olarak arttigin1 gosteren diger bulgularimizla
paralellik tagimaktadir.

Nitrik oksit sentaz-2 ekspresyonu sonucu meydana gelen NO, oksidasyon ve
nitrasyon reaksiyonlari verebilen sekonder tiirlerin olusumuna neden olarak
sitotoksik ve inflamatuar yanitin gelismesinde rol oynar. GOz i¢i basing artisinin
NOS-2 ekspresyonunu arttirdigi Aslan ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligma ile
gosterilmistir  (21). Nitrik oksit sentaz-2 inhibisyonunun gorme kaybi
Onleyebilecegi disiiniilmektedir. Astaksantinin rat makrofaj hiicre kiiltiirlerinde
NOS-2 ekspresyonunu inhibe ettigi western blot analizi ile gosterilmistir (288). Ohno
S. ve ark. astaksantinin doza bagimli olarak NOS enzim aktivitesini inhibe ederek
ak6z humorda NO iiretimini baskiladigin1 gostermislerdir (282). Nitrik oksit sentaz-2
inhibisyonunun gangliyon hiicrelerinin glokomun yarattig1 dejenerasyona karsi
korumasini destekledigi gosterilmistir (190). Calismamizda IOP artisana bagli olarak
gelistirilen glokomun retina dokusunda olusturabilecegi molekiiler oksidasyonun
tespit edilmesi amacglanmis ve bu dogrultuda retina NOS-2 enzim miktarinin kalitatif
tayini yapilmistir. Bu analiz sonucunda kontrol ve astaksantin alan kontrol
gruplarinda NOS-2 proteininin ekspresyonu gdzlenmemistir. Bu bulgu kontrol ve
astaksantin  alan kontrol gruplarinda inflamatuar yanitin = gelismedigini
gostermektedir. GOz i¢i basing artigina bagli olarak olusturulan glokomlu gozlere ait
retina dokusunda NOS-2 proteininin ekspresyonu gozlenmis fakat astaksantin alan
glokomlu grupta ise NOS-2 proteininin ekspresyonu glokomlu gruba gore azalmistir.
Bu da bize astaksantinin glokomun meydana getirdigi inflamatuar yaniti
azaltabilecegini gostermektedir.

Okiiler hipertansiyon hayvan modellerinde IOP artiginin retinal hiicrelerde
apoptozisi arttirdigi Aslan ve ark. tarafindan rapor edilmistir (21). Nitrik oksit sentaz-
2 tarafindan meydana getirilen NO’in retinal apoptozise yol agtig1 diistiniilmekte
fakat NO aracili apoptozisin mekanizmasi halen agiklanamamaktadir. NO’in yol
actig1 apoptozis, p53°l aktive ederek apoptozise neden oldugu rapor edilen DNA
hasarinin bir sonucu olabilir (31). Calismamizda da glokomun gangliyon hiicre
tabakasi ile i¢ ve dig niikleer tabakalarda meydana getirdigi apoptozis gosterilmistir.
Gangliyon hiicre tabakasi ile i¢ ve dis niikleer tabakalarda artmis olan apoptotik
hiicreler apoptozisin NOS-2 uyarimiyla gergeklestigini desteklemektedir. Artmig IOP
retinada, NO {retimini uyararak patojenik degisimleri siddetlendirebilir.
Calismamizda astaksantin alan glokomlu grupta (ASX-glokom) apoptozisin glokom
grubuna gore azaldigi gosterilmistir. Retinal hiicrelerde karotenoid grubundan
retinoik asidin anti apoptotik aktiviteye sahip oldugu Kholodenko ve ark. tarafindan
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bildirilmistir (289). Benzer sekilde lutein ve zeaksantinin fotoreseptorleri oksidatif
stresin neden oldugu apoptozise karsi korudugu Chucair ve ark. tarafindan
gosterilmistir (290). Astaksantinin retinal apoptozisi azalttigi ilk kez bu ¢aligmada
gosterilmektedir.

Oksidatif ve nitratif siirecin glokomun patogenezinde 6nemli rol oynadigina
dair yeterince kanit bulunmaktadir. Ancak biitiin bu deneysel veri dokumanlarina
ragmen glokomda serbest radikal {iretiminin primer mi yoksa sekonder mi gelistigi
halen anlasilamamustir. Trabekiiler ag hiicresel komponenetlerindeki oksidatif hasar
ekstraseliiler matriks yapisinin regiilasyonunu etkileyebilir ve akdz humor akisinda
degismelere yol acabilir. Goziin akis sisteminde meydana gelen bu bozukluk IOP
artisina yol agarak glokomun klinik baslangicina sebep olabilir. Bu tip durumlarda
oksidatif stres glokom patogenezinde sekonder bir olay olarak gz dniinde tutulabilir.
Artmis IOP ya da normal tansiyon glokom hayvan modellerinde retinal oksidatif
hasar, RGC tabakasina direk olarak zarar vererek GON’a yol agabilir. Bu hastaliga
sahip kisilerde in vivo oksidatif stresi azaltmaya yonelik terapotik denemeler devam
etmektedir. Koruyucu tedavinin etkili bir sekli hastaligin erken donemlerinde
girisimde bulunulmasi ve reaktif oksijen tiirlerinin tretildigi spesifik bolgelerin
hedeflenmesidir. Yapilacak yeni ¢alismalar ve klinik denemeler glokomda ndronal
dejenerasyonun mekanizmasinin anlagilmasini saglayacak ve daha etkili tedavilerin
dizayn edilmesine yardimci olabilecektir.

Glokoma bagli artis gosteren oksijen metabolitlerinin detoksifikasyonu okiiler
antioksidanlara olduk¢a bagimlidir. Gergeklestirilen bu projede olusturulan deneysel
glokom modelinde noroprotektif ve antioksidan 6zellige sahip olan astaksantinin
etkisi arastirilmistir. Bu karotenoidin glokomda olusan oksidatif harabiyete olan
etkileri heniiz arastirilmamistir ve literatliirde yoktur. Bu anlamda calismanin tiim
parametreleri orijinal ve literatiire 151k tutulacak niteliktedir. Glokomda goriilen
retinal harabiyetin gelisiminde 6nem teskil eden faktorlere 151k tutulmus ve edinilen
bilimsel veriler yeni tedavi yOntemlerinin gelistirilmesinde fayda saglayacak
niteliktedir.
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SONUCLAR

Calismamizin sonuglar su sekilde 6zetlenebilir:

1.

2.

Unilateral iig-damar koterizasyonu yapilarak goz i¢i basing artisi saglanmustir.

Glokomlu gruplarda NOS-2 ekspresyonu gosterilmistir. Astaksantin NOS-2
ekspresyonunu azaltmistir.

Glokom retina GSH seviyelerinde azalmaya sebep olmustur.

Glokom retinada protein karbonil gruplarini arttirmistir. Astaksantin protein
karbonil gruplarini azaltmigtir.

Glokomun VEP latenslerini 6nemli dlglide uzattigi  gozlenmistir.
Astaksantinin  glokomun olusturdugu VEP degisikliklerini  diizelttigi

gosterilmistir.

Glokom retinada apoptozisi uyarmis, astaksantin ise apoptazisi azaltict etki
gostermistir.
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