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OZET

Glokom retinal gangliyon hiicre kaybi ile karakterize ilerleyici bir optik
noropatidir. Major risk faktorii artmis goz i¢i basinci olmasina ragmen goz ici basinci
normal olsa da glokoma bagli gérme kayb1 meydana gelebilir. Noroprotektif tedavi
stratejilerinin glokom tedavisindeki 6nemi agiktir.

Bu caligmada amag eritropoetin ve rasajilinin retinal gangliyon hiicreleri
tizerinde koruyucu etkilerinin glokomatéz stres varliginda biyokimyasal ve
immiinohistokimyasal yontemlerle arastirmaktir. Calismamizda 35 adet Sprague
Dawley rat rastgele boliinerek 5 gruba ayrilmistir. Birinci gruba cerrahi ve tibbi
midahele yapilmamistir. Diger gruplardaki ratlara ise intravitreal N-metil-D-aspartat
enjeksiyonu yapilarak apoptozis indiiklenmistir. Ikinci grup intraperitoneal
phosphate bufferd saline (PBS), iigiincii grup oral serum fizyolojik (SF), dordiincii
grup intraperitoneal eritropoetin, besinci grup ise oral rasajilin ile tedavi edilmistir.
Deney siiresinin sonunda ratlarin sag gozlerine eniikleasyon yapilmis ve kan
ornekleri alinmistir. Deney gruplarindan elde edilen gdzlerden alinan retinal doku
orneklerinde TUNEL analizi yapilmis, yine alinan orneklerde nitrik oksit sentaz-2
(NOS-2), total oksidan ve antioksidan diizeyi (TOS-TAS), siiper oksit dismutaz
(SOD), brain derivered neurotrophic factor (BDNF), irisin diizeyleri ayrica kanda
BDNF ve irisin diizeyleri 6l¢tilmiistiir.

PBS ve SF ile tedavi edilen gruplarda retina gangliyon hiicrelerinde apoptozis
orani birinci gruba gore anlamli sekilde yliksek bulunmustur (p<0,001). Eritropoetin
ve rasajilinle tedavi edilen gruplarda apoptotik hiicre orani ikinci ve li¢ilincii gruplara
gore anlamli sekilde diisiik bulunmustur (p<0,001). PBS ve SF ile tedavi edilen
gruplardan alinan intraokiiler doku orneklerinde birinci gruba gére NOS-2, TOS,
SOD, BDNF, Irisin diizeyleri anlamli sekilde artmis TAS diizeyi anlamli sekilde
azalmistir (p<0,05) Eritropoetin ve rasajilinle tedavi edilen gruplarda ikinci ve
ticlincii gruplara gore NOS-2, TOS, SOD diizeyi anlamli sekilde azalmistir (p<0,05).
Eritropoetin ve rasajilinle tedavi edilen gruplarda ikinci ve liglincli gruplara gore
TAS diizeyinde anlaml1 bir degisiklik olmamistir (p>0,05). Eritropoetin ve rasajilinle
tedavi edilen gruplarda BDNF ve Irisin diizeyi birinci gruba gére anlamli sekilde
artmistir (p<0,05). Rasajilinle tedavi edilen grup tiglincii grupla karsilastirildiginda
BDNF diizeyinin anlamli sekilde artmistir (p<0,05) Kan orneklerine bakildiginda

iv



BDNF diizeylerinde anlamli bir degisiklik olmazken irisin diizeylerinde alinan
intraokiiler dokular ile uyumlu sonuglar elde edilmistir.

Sonug olarak eritropoetin ve rasajilin NOS-2 expresyonunu azaltarak ve
norotrofik etkileriyle noroprotektif bulunmustur. Ayrica intraokiiler doku
orneklerindeki irisin diizeyinin BDNF ile korele sekilde arttig1 ayn1 zamanda gézdeki
ve kandaki diizeylerinin uyumlu oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Deneysel glokom, eksitoksisite, eritropoetin, rasajilin



ABSTRACT

NEUROPROTECTIVE ACTIVITIES OF ERYTHROPOIETIN AND
RASAGILINE IN EXPERIMENTAL GLAUCOMA MODEL

Glaucoma is a progressive optic neuropathy characterized by retinal ganglion
cell loss. Although the major risk factor is increased intraocular pressure, glaucoma
related visual loss may occur even though the intraocular pressure is normal. The
importance of neuroprotective treatment strategies in the glaucoma treatment is
obvious.

The aim of this study was to investigate the protective effects of erythropoetin
and rasagiline on retinal ganglion cells by wusing biochemical and
immunohistochemical methods in the presence of glaucomatous stress. In our study,
35 Sprague Dawley rats were randomly divided into 5 groups. The first group did not
undergo surgery or medical intervention. The rats eyes in the other groups were
induced for apoptosis with intravitreal N-methyl-D-aspartate injection. The second
group was treated with intraperitoneal phosphate buffered saline (PBS), the third
group oral saline (SF), the fourth group intraperitoneal erythropoetin and the fifth
group with oral rasagiline. At the end of the experiment period, the right eyes of the
rats were enucleated and blood samples were obtained. TUNEL analysis was
performed on the retinal tissue samples obtained from the eyes of the rats and levels
of nitric oxide synthase-2 (NOS-2), total oxidants and antioxidants (TOS-TAS),
superoxide dismutase (SOD), brain derivered neurotrophic factor(BDNF) and irisin
were also measured. Brain derivered neurotrophic factor(BDNF) and irisin levels
were also measured in obtained blood samples.

The percentages of apoptotic retinal ganglion cells in the PBS and SF treated
groups was significantly higher than the first group (p <0.05). The percentages of
apoptotic retinal ganglion cells in groups treated with erythropoetin and rasagiline
were significantly lower than these the second and the third groups (p <0.05). Tissue
levels of NOS-2, TOS, SOD, BDNF, and Irisin significantly increased in the eye
specimens treated with PBS and SF (p <0,05). NOS-2, TOS, SOD levels decreased
significantly (p <0,05) compared to the second and the third groups in rats treated
with erythropoetin and rasajilin. There was no significant change in TAS level

compared with the second and the third groups in rats treated with erythropoetin and
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rasagiline (p> 0.05). BDNF and Irisin levels were significantly increased in eyes
treated with erythropoetin and rasagiline compared to the first group (p <0.05). The
group treated with rasagiline showed a significant increase in BDNF level compared
to the third group (p <0.05). When blood samples were investigated, there was no
significant change in BDNF levels but results were consistent with eye samples at
irisin levels.

As a result, erythropoietin and rasagiline were found to be neuroprotective
with neurotrophic effects and reducing NOS-2 expression. In addition, it was found
that iris level in eye tissues increased in correlation with BDNF and at the same time
tissue and blood levels were compatible.

Key Words: expreimental glaucoma, excitotoxicity, erythropoietin, rasagiline

vii



ICINDEKILER

BASLIK SAYFASI
ONAY SAYFASI
TESEKKUR
OZET
ABSTRACT
ICINDEKILER
TABLO LIiSTESI
SEKIL LISTESI
KISALTMALAR LIiSTESI
1. GIRIS
1.1. Girig ve Amag
1.2. Genel Bilgiler
1.2.1. Glokom ve Ndoroproteksiyon
1.2.2. Eksitotoksisite
1.2.3. Rat Gorme Sistemi
1.2.4. Optik Sinir Basi
1.2.5. TUNEL Analizi
1.2.6. Glokomda Medikal Tedavi
1.2.7. Néroprotektif Tlaglar
1.2.7.1. Ca? Kanal Blokoérleri
1.2.7.2. Antiglokomatdzler
1.2.7.3. N-metil-D-aspartat Antagonistleri
1.2.7.4. Nitrik Oksit Sentaz-2 Inhibitorleri
1.2.7.5. Norotrofinler
1.2.7.6. Antioksidanlar
1.2.7.7. Eritropoetin
1.2.7.8. Rasajilin
2. GEREC VE YONTEM
2.1. Anestezi Teknigi ve Apoptozis Indiiksiyonu
2.2. Gruplandirma

viil

Sayfa No
i
ii
iii
iv
vi

viii

xi

xii

O o0 O W U = e

10
16
16
16
17
17
18
18
19
20
23
23
23



2.3. Intraokuler Doku Orneklerinin ve Kan Orneklerinin Alinmasi
2.4. TUNEL Metodu
2.5. Biyokimyasal Parametrelerin Degerlendirilmesi
2.5.1. Orneklerin Alinmasi ve Hazirlanmasi
2.5.2. Doku homojenizasyonu
2.5.3. Doku Orneklerinde Total Protein Miktarlarmin Tespiti
2.5.4. BDNF ve Irisin Diizeylerinin 8l¢iimii
2.5.5. SOD Enzim Aktivitesi Ol¢limii
2.5.6. TAS Diizeylerinin Olgiimii
2.5.7. TOS Diizeylerinin Olgiimii
2.5.8. NOS-2 protein ekspresyon diizeylerinin tespiti
2.5.9. Istatistiksel analiz
3. BULGULAR
3.1. TUNEL Boyama Sonuglar1
3.2. NOS-2 Diizeyi Sonuglar1
3.3. Total Antioksidan (TAS) Diizeyi Sonuglar1
3.4. Total Oksidan (TOS) Diizeyi Sonuglari
3.5. SOD Diizeyi Sonuglari
3.6. BDNF Diizeyi sonuglari
3.7. Irisin Diizeyi sonuglari
4. TARTISMA
5. KAYNAKLAR
6. OZGECMIS

X

24
24
26
26
26
26
27
27
27
28
28
29
30
30
33
35
36
37
38
40
43
48
69



Tablo 1.
Tablo 2.
Tablo 3.
Tablo 4.
Tablo S.
Tablo 6.
Tablo 7.
Tablo 8.

Tablo 9.
Tablo 10.

Tablo 11.

TABLO LIiSTESI

Glokomun tedavisinde kullanilan ilaglar

TUNEL Boyama Prosediirii

Apoptotik indeks (%)

Gruplara gore ortalama NOS-2 diizeyleri

Gruplara gore ortalama TAS diizeyleri

Gruplara gore ortalama TOS diizeyleri

Gruplara gore ortalama SOD diizeyleri

Gruplara gore alinan intraokiiler dokulardaki ortalama BDNF
diizeyleri

Gruplara gore kandaki ortalama BDNF diizeyleri

Gruplara gore alman intraokiiler dokulardaki ortalama Irisin
diizeyleri

Gruplara gore kandaki ortalama Irisin diizeyleri

11
25
30
35
36
37
38

39
40

41
42



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.
Sekil 9.

Sekil 11.

Sekil 12.
Sekil 13.
Sekil 14.
Sekil 15.
Sekil 16.

Sekil 17.
Sekil 18.

Sekil 19.

SEKIL LISTESI

Apoptozisin baslica sinyal bilesenleri

Glutamat ve NO iliskisi.

Asidozun glutamat/aspartat tagiyicisina etkisi

Optik sinir baginin normal goriiniimii

Rasajilinin kimyasal yapisi.

Kontrol grubuna ait retina dokusunda TUNEL pozitif RGH’leri
Sham 1 grubuna ait retina dokusunda TUNEL pozitif RGH’leri
Sham 2 grubuna ait retina dokusunda TUNEL pozitif RGH’leri
ERITROPOETIN grubuna ait retina dokusunda TUNEL pozitif
RGH’leri

A-B-C Western Blot analizleri sonucu Beta-actin ve Nos-2
proteinlerine ait bant goriintiileri

Intraokuler Dokularda Ortalama Nos-2 Expresyon diizeyi
Gruplara gore ortalama TAS diizeyleri

Gruplara gore ortalama TOS diizeyleri

Gruplara gore ortalama SOD diizeyleri

Gruplara gore alinan intraokiiler dokularda ortalama BDNF
diizeyleri

Gruplara gore kandaki ortalama BDNF diizeyleri

Gruplara gore alman intraokiiler dokulardaki ortalama Irisin
diizeyleri

Gruplara gore kandaki ortalama Irisin diizeyleri

X1

O o0 3 B~

21
31
31
32

32

34
35
36
37
38

39
40

41
42



KISALTMALAR LiSTESI

ALS : Amniyotrofik Lateral Skleroz

ASP : Aspartat

BDNF : Brain Derivered Neurotrophic Factor
CAT : Katalaz

CNTF : Silier norotrofin faktori

DPT : D1s Pleksiform Tabaka
EAA : Eksitatoér Aminoasit

EPO : Eritropoetin

EPOR : Eritropoetin Reseptorii
FDA : US Food and Drug Administration
GA : Gorme Alani

GSH : Glutatyon

GIiB : Goz I¢i Basinci

GLU : Glutamat

GON : Glokomat6z Optik Noropati
GPx : Glutatyon Peroksidaz

HA : Humor Akoz

LGN : Lateral Genikulat Nukleus
MAO-B : Monoamin Oksidaz-B

MH : Miiller Hiicreleri

NMDA  : N-metil-D-aspartat

NO : Nitrik Oksit

NOS : Nitrik Oksit Sentaz

NTF : Norotrofik Faktor

NTG : Normal Tansiyonlu Glokom
0))) : Optik Disk

PBS : Phosphate bufferd saline
RGH : Retinal Gangliyon Hiicre
RLZ : Riluzol

ROS : Reaktif Oksijen Metabolitleri
RPE : Retina Pigment Epiteli

Xii



SLT
SOD
TAS
TOS

: Sinir Lifi Tabakast

: Stiper Oksit Dismutaz

: Total Antioksidan Seviyesi
: Total Oksidan Seviyesi

Xiil



1. GIRIS
1.1. Giris ve Amac¢

Glokom endiistriyel iilkelerde korliigiin baslica nedenidir ve ilerleyici bir
optik ndropati olarak seyreder. Artmis goz i¢i basinc1 (GIB) ise glokom igin majér
risk faktoriidiir. Primatlarda goz ici basing artisinin saglandigi deneysel ¢aligsmalarda
glokoma bagli optik sinir hasar1 goriilmiistiir (1). Ancak GIB normal seviyede
oldugunda da glokoma bagli gérme kayb1 meydana gelebilir (2). Glokomda goriilen
karakteristik retinal degisiklikler 6zellikle retina sinir lifi tabakasinda (SLT) olmak
tizere retinal incelme, retina ganglion hiicrelerinin (RGH) sayisinda azalma
seklindedir (3).

Glokomun baglatici sebepleri halen bilinmemektedir. Glokom, g¢esitli
tetikleyicilerin uyardigi olaylar ve sonugta apoptozis ile RGH 6liimiine yol agan bir
norodejeneratif hastaliktir. Optik sinir hasarma yol acan basamaklari anlamaya
calisma cabasi ve bu yondeki aragtirmalar sadece glokomatdz hasari hedeflemeyen
ayn1 zamanda bu dejenerasyonun asil nedenine yonelik yeni noroprotektif tedavi
stratejilerinin  gelismesine olanak saglamaktadir. GIB diisiiriilmesi ve benzer
tedaviler dolayli olarak noroprotektif tedaviler olarak kabul edilebilse de tam olarak
tanimlamak gerekirse, noroprotektif tedavi ndronun direkt kendisini hedef alir (4).

Gliniimiizde glokomdaki RGH kaybmin patofizyolojisine ait goriislerin
yogunlastigi temel konular; norotrofik faktorlerin (NTF) retrograd aksoplazmik
transport blokaji, azalan vaskiiler perfiizyona bagli iskemi, serbest radikallerin
olusumu, nitrik oksit (NO) toksisitesi, glutamat aracili eksitotoksisite ve genetik
faktorler seklindedir. Bu siireclerin biri veya birkacinin birlikteligi sonucunda olusan
apopitoz aracili hiicre 6liimii iizerinde durulmaktadir (5-7).

Oksidatif ve nitrozatif stresin; glokoma bagimli optik sinir hasarna neden
oldugu ve noronal Oliimiin gelisiminde rolii oldugu agiktir (8). Oksidatif stres
sonucunda meydana gelen serbest radikaller, hiicrenin yap1 taglari olan lipidler,
proteinler, karbonhidratlar ve niikleik asitlere zarar vermektedir. Ozellikle retinada
doymamig yag asitlerinin bol miktarda bulunmasi retinayr serbest radikallere karsi

daha duyarl hale getirmektedir (9). Yapilan son deneysel ¢alismalar iris-silier cisim,



retina ve glokomlu optik diskde (OD) indiiklenebilir nitrik oksit sentaz 2 (NOS-
2)’nin varligini rapor ederek glokomda NO’un roliinii belirtmistir (10).

Nitrik  oksit, okiiler kan akmmmin modiilasyonunda ve GIB’nmn
regiilasyonunda gorev alan Onemli bir mediatordiir. Nitrik oksit, NOS enzimi
vasitasiyla sentezlenir (11). NOS enziminin noéronal NOS (nNOS, NOS-1),
indiiklenebilen NOS (iNOS, NOS-2) ve endotelyal NOS (eNOS, NOS-3) olmak
lizere li¢ tane isoformu mevcuttur (12). NOS-1 ve NOS-3 bulunduklar1 dokularda
normal siirecte sentez edilirken, NOS-2 immiinolojik ve inflamatuar uyarilar
sonrasinda exprese olur (13). NOS-1 ve NOS-3 tarafindan iiretilen NO miktari
nanomolar diizeyde olup fizyolojik sinirlar igerisinde yer alirken, NOS-2 tarafindan
yapilan NO miktar1 mikromolar diizeyde ifade edilir ve patolojiktir (14).

Petros ve ark. (15) goz i¢i NO sentezini incelemis ve her ii¢c NOS enziminin
varligimi g6z igerisinde gostermiglerdir. NOS-1 ve NOS-3 tarafindan yapilan az
miktardaki NO, kardiovaskiiler ve sinir sistemi igerisinde sinyal iletisinde gorev
almaktadir (16). Nitrik oksitin norotransmisyon ve vazodilatasyon gibi birincil
etkileri guanilat siklaz enzimi vasitasiyla yapilan cGMP yoluyla ger¢eklesmektedir
(17). NOS-2 tarafindan yapilan NO ikincil etki olarak oksidasyon ve nitrasyon
reaksiyonlart verebilen {riinleri olusturarak sitotoksik ve inflamatuar yanitin
gelismesinde 6nemli rol oynar. Nitrik oksit diisiik molekiiler agirligi ve notral yapisi
nedeniyle biyolojik sistemlerde ¢ok rahat gegis gosterir. Oksidatif stres varliginda
stiperoksit anyon radikalleri ile ¢ok rahat reaksiyona girer.

Glokomlu OD’lerde yapilan caligmalar nitrotirozin boyamalar1 ile glokomda
OD’de NOS-2 varligimi gostermis ve NO’un glokomat6z optik ndropatideki (GON)
roliinii belirtmistir (11, 18). Glokomda NOS-2 ekspresyonunun artigi, NO’un okiiler
patolojilerde roliinii ortaya koyar (19). Glokomda gorme kaybinin ana mekanizmasi
RGH apoptozisidir (20) ve noronal hiicrelerde (21), astrositlerde (22) ve
makrofajlarda (23) NO’nun araci oldugu sitotoksisite sonucunda apoptozisi uyaran
NO diizeyleri daha onceden bildirilmistir. Calismamizda NOS-2 enzim miktarinin
tayini yapilarak glokomun gozdeki olusturabilecegi molekiiler oksidasyonun ve
nitrasyonun tespit edilmesi amag¢lanmigtir.

Mekanik basing teorisinde artan GIB 6zellikle Lamina kribroza ve komsu

dokular gibi goziin arka yapisal elemanlarinda mekanik stres ve gerilmeye neden



olur. Optik sinir lifleri lamina kribroza diizeyinde skleray1 delerek goziin disina ¢ikar.
Bu bélge artan basinca oldukga duyarhidir. Artan GiB nedeni ile meydana gelen stres
ve gerilme, aksonal hasar yaparak ve aksonal transportu bozarak lamina kribrozada
kompresyon, deformasyon ve remodellinge neden olur (20, 24). Bu teori artmis hasar
(25) ve nororetinal hattin zayiflamasi (26) gibi 6zellikleriyle GON’yi desteklerken
NTG’u agiklamamaktadir (27).

Diger bir teori ise vaskiiler iskemi teorisidir. Bu teoride OD’deki vaskiiler
yetmezligin sonucunda azalan metabolik aktivite ve artmis glutamat birikimi ile
RGH o6liimiine neden oldugunu ileri siirmektedir (28, 29). Artmis glutamat birikimi
sinaptik olarak salindiginda potansiyel toksik seviyelere ulasabilir. Glutamat, néron
ve glialarin plazma membraninda yerlesmis olan N-metil-D-aspartat (NMDA)
reseptorleri iizerinden etki eden uyarici bir noérotransmitterdir (29). NMDA
reseptorlerinin agir1 uyarilmasi hiicre i¢i kalsiyumu (Ca?) toksik seviyelere kadar
arttirarak asirt NO iiretimi ile sonuglanan NOS-2’yi aktive eder (30). Akut ve kronik
norodejeneratif hastaliklarda mitokondrial disfonksiyona yol actig1 bilinen “glutamat
aracili eksitotoksik hasar”in, bugiin i¢in glokomat6z hasarin patogenezinde anlamli
rol oynadigr disiiniilmektedir (31-33). Biz de bu g¢alismada glokomatoz optik
noropati modeli olusturmak ve apoptozisi uyarmak i¢in intravitreal NMDA
enjeksiyonu uyguladik.

Apoptozis indiiksiyonu oksijen ve nitrojen tilirleri arasinda hassas
biyokimyasal bir etkilesimle gerceklesmektedir. NO’in baslattigi apoptotik hiicre
Olimiiniin baglica sinyal bilesenleri Sekil 1’de gosterilmistir. Apotozis’in en
tanimlayict 06zelligi DNA fragmantasyonunun olmasidir. Caligmamizda retinal
gangliyon hiicrelerinde apoptozisin belirlenmesi amact ile mikroskobik DNA
fragmantasyon tayini amaglanmistir (TUNEL).

Okiiler perflizyon basing ortalamasindaki dalgalanma normal tansiyonlu
glokomda (NTG) hastaligin ilerleyisi icin risk faktoriidiir (34). Normal GiB’e sahip
hastalarda stabil olmayan okiiler kan akisinin reperfiizyon hasarma yol actigi ve
oksidatif stres ile sonuglandigi ileri siiriilmektedir (35). Glokom hastalarinda reaktif
oksijen metabolitlerinin (ROS) artis1 rapor edilmistir (8). Retinal gangliyon hiicreleri,
SLT, dis pleksiform tabaka (DPT), fotoreseptdrlerin i¢ segmenti ve retinal pigment

epitelyumunda (RPE) bulunan bu reaktif {iriinler genellikle mitokondriyal solunum



zinciri bilesenlerinin otooksidasyonundan tiirer (36). Hiicre metabolizmasi sirasinda
olusan ROS sitoplazmik molekiilleri oksidasyona ugratabilme Ozelligine sahiptir.
Glokomda gelisen posttranslasyonel oksidatif modifikasyonlar (37, 38) hem ROS
olusum miktarlarina hem de antioksidan seviyelerine bagimlidir. HA(HUmor
akoz)’da glutatyon, askorbat, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
glutatyon peroksidaz (GPx) gibi antioksidan enzimlerin varlig1 rapor edilmistir (39,
40). Sonu¢ olarak glokoma baglh artis gosteren oksijen metabolitlerinin
detoksifikasyonu okiiler antioksidanlara olduk¢a bagimhidir. Calismamizda SOD
enziminin ve total oksidan seviyesi — total antioksidan seviyesi (TOS-TAS)’nin

tayini yapilarak antioksidan etki incenmesi amaglanmugtir.
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Sekil 1.Apoptozisin baslica sinyal bilesenleri

(NO molekiilii ROS’larla etkileserek ayni zamanda da dogrudan olarak mitokondrideki apoptozis
yolaklarini aktive eder ayrica siiperoksitle olusturdugu dehidronitrit (ONOO-) anyonlar1 dogrudan
DNA hasari yaparak p53 aktivasyonu yoluyla apoptozisi uyarir)

Glokomda gelisen apoptozis i¢in 6nemli bir unsur da ndrotrofik faktorler ile
retina ganglion hiicrelerine siirekli olarak ‘“yasa’’ sinyalinin génderilmesidir. Bu
faktorlerden en Onemlisi BDNF (Brain Derivered Neurotrophic Factor) dir.
BDNF’nin neurotrofik etkiyle RGH’ lerinin apoptozisten korudugu ve RHG igin
hayati oneme sahip oldugu bilinmektedir (41-44). Ekzojen BDNF verilmesiyle
deneysel glokom modellerinde RGH Oliimiiniin azaldigr gosterilmis (45). Yine

deneysel olarak eger BDNF tasinimi bir sekilde engellenecek olursa, ganglion



hiicrelerinin hasara ugradig1 goriilmiistiir (46). Irisin ise son ddénemlerde giindeme
gelmis asil etkisi yag dokusu iizerine olan diyet iliskili kilo kaybinda etkili bir
hormondur (47). FDNCS5 (Fibronectin type III domain containing 5) molekiilii olarak
sentezlenir ve proteoliz sonucunda aktif formu olan irisine doniisiir. Sentezlendigi
dokularda oksidatif stres sonucunda yiiksek kalsiyum iliskili olarak sentezi artar.
FDNC5 molekiiliiniin SSS (Santral sinir sistemi)’de sentezlendigi gosterilmistir (48-
50). FDNCS5 molekiiliinlin BDNF sentezini tetikleyerek noroprotektif etkisi oldugu
diisiiniilmektedir (48). Bu c¢alismada Irisin ve BDNF diizeylerinin tayini yapilarak
deneysel modelimizde ndrotrofik faktdr diizeylerinin incelenmesi ve kullanilacak
olan terapoétiklerin bu faktorler iizerine olasi etkilerinin incelenmesi amaglanmastir.
Daha ¢ok yash popiilasyonda goriilmesine ragmen, biitiin yas gruplarinda ve
toplumun her kesiminde goriilen glokomun; saglik ve ekonomiye ¢ok ciddi etkileri

vardir. Bu yiizden glokom, en 6nemli halk saglig1 problemlerinden biridir.
1.2. Genel Bilgiler

1.2.1. Glokom ve Noroproteksiyon

Glokom genellikle GIB artist ile seyreden, RGH dejenerasyonu sonucunda
OD’de ¢anaklagsma ve gérme alan1 (GA) kaybi olusturan, kronik optik néropatidir
(51) ve Onlenebilir korliigiin en 6nde gelen nedenidir (52). Glokomun goriilme
insidans1 yasla birlikte artmakla beraber ¢esitli yazarlara gore % 0.47 ile % 8
arasinda degigmektedir (53). Halen diinya genelinde 60 milyon insan1 etkilemektedir
(54). 2020 yilinda yaklagik 80 milyon insanin glokom hastast olacagi
ongoriilmektedir. Glokomun tan1 ve takibinde GIB 6l¢iimiiniin biiyiik 6nemi vardir.
Nitekim GIB halen glokomatdz hasar gelisiminde en énemli risk faktoriidiir (55).
Randomize kontrollii klinik ¢aligmalardan elde edilen sonuglara gore; bazi hastalarda
basarili GIB kontroliine ragmen gérme alam kaybindaki progresyon devam etmekte
ve GIB’in normal oldugu hastalardaki RGH hasarinin niine gecilememektedir (56,
57). Bu sonuglar ¢ok sayida arastirmaciyr glokomun tek nedeninin artmis GIB
olmadigina ve GIB’i diisiirmeye yonelik klasik glokom tedavisine ek olarak yeni
tedavi stratejileri gelistirmeye yoneltmistir.

Noroproteksiyon RGH’lar1 canli ve fonksiyonel kilmayir hedefleyen bir

terapotik stratejidir. Onemli olan fonksiyonelliktir, ¢iinkii optik sinir araciliiyla



gorsel sinyal gonderemeyen canli bir RGH, o6lii bir RGH kadar etkisizdir.
Néroproteksiyon GIiB’ni diisiirmeyi amaglayan klasik yontemlerden bagimsiz,
noronun daha uzun yasamasini hedefleyen bir stratejidir (7).

Noroprotektanlar uzun siiredir klinik olarak kullanilmaktadir. Serbest radikal
stiptirticiiler, antieksitotoksik ajanlar, apoptozis inhibitorleri, antiinflammatuar
ajanlar, NTF’ler, metal iyon selatorleri, iyon kanali modiilatorleri ve gen tedavisini
iceren ve ¢esitli hastaliklarda kullanilan 500’den fazla {iriin ndroprotektif
etkinliklerinden dolay1 arastirilmaktadir (7). Bugiine kadar RLZ (Riluzol) ve
memantine amiyotrofik lateral skleroz (ALS) ve Alzheimer hastaligi i¢in, US Food
and Drug Administration (FDA) tarafindan onay almistir. Her iki ilacin da glutamat

aracili eksitotoksisiteyi engelledigi diistiniilmektedir (58).

1.2.2. Eksitotoksisite

Glintimiizde SSS’ni etkileyen akut veya kronik birgok hastalik patogenezinde
eksitator aminoasidlerin 6nemi bilinmektedir. Eksitotoksisite EAA (Eksitator
aminoasit) reseptOrlerinin asir1 uyarilmasina bagli olarak néronal hasarin
indiiklenmesidir. Eksitotoksik hasar ilk defa retinada tanmimlanmistir daha sonraki
donemde SSS’nde iskemik ve travmatik hasarin patogenezinde Onemli bir
komponent oldugu gosterilmistir. Buna ilaveten bir¢ok kronik nérolojik hastalikta
eksitotoksisitenin rol aldigina dair kanitlar bulunmus ve antieksitotoksik tedavi bu
durumlarin bazilarinda onaylanmistir (59).

Deneysel  glokom  modellerinde, vitreus  igerisindeki  glutamat
konsantrasyonlari, RGH’ya toksik olacak kadar yiiksek diizeylerde bulunmustur.
Glokomlu insanlarda postmortem yapilan ¢aligsmalarda da vitreus igerisinde yaklagik
iki katr glutamat yiiksekligi tespit edilmistir (60-63). Deneysel glokom modellerinde
NMDA reseptor blokeri ajanlarin néroprotektif etkisinin gosterildigi ¢aligmalar ile
eksitotoksisite glokom iliskisi desteklenmistir (64, 65).

Obrenovitch ve ark. (66)’nin glutamat hipotezine gore ndronal toksisiteye
bagli hiicre o6limii glutamat sentezindeki artigtan, glutamat geri alinimindaki veya
yikimindaki azalmadan ya da eksitator noronlarin inhibisyonunundaki azalmadan
kaynaklanmaktadir. Bu durumlarin mevcudiyetinde ortamdaki glutamat miktari

artmakta sonug olarak néron dejenerasyonuna ve dliimiine yol agmaktadir (67-69).



Normal glutamaterjik iletimde presinaptik sinir ucundan salinan glutamat sinaptik
aralig1 gegerek postsinaptik NMDA reseptorlerine baglanarak onlar1 uyarir. Boylece
hiicre i¢i Cat2 miktar1 artarken protein kinaz C (PKC) ve NOS aktivasyonu
gergeklesir (70) (Sekil 2).

2+

Ca

Glux

SNAP

(PKC: proteinkinaz C, NO: nitrik oksit, NOS: Nitrik oksit sentaz, Glu: Glutamat, CM: kalsiyum
kalmodulin, GC: guanilat siklaz, SNAP: S-Nitroso-N-Acetyl-D)

(Glutamat NMDA reseptorlerine baglanarak hiicre igi kalsiyum miktarini arttirir. Bu artis NOS-2
enzimi aktivitesini arttirarak hiire igindeki NO seviyelerinde artisa neden olur.)

Sekil 2. Glutamat ve NO iliskisi.

Salman NO glutamat salinimini daha da artirir (70). Glutamatin etkisi
eksitator sinyal perisinaptik glialarda bulunan glutamat re-uptake tasiyict protein
tarafindan sonlandirilir. Glutamat tasiyict sistemi anoksi/hipoksiye yol agan
durumlarda bozulur. Glutamat geri alimi i¢in eksternal Na+ ve internal K+’a ihtiyag
vardir. Glutamat geri alinmas1 Na+/K+ gradienti ile dogrudan iligkilidir. Hiicre ici
asidoz, hiicre sismesi, arasidonik asit ve serbest radikal olusumu da astrositlere

glutamat geri alimin1 inhibe etmektedir (71) (Sekil 3).
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(Oksidatif stress ve asidoz durumunda hiicre dis1 potasyum miktari artar bu artis ve sodyum potasyum
gradientinin ters donmesi tasiyict kanalin da ters olarak glutamati hiicre digina tasimasina neden olur.
Disar1 taginan glutamat tekrar NMDA reseptorlerini uyararak tekrar NO artis1 ve oksidasyon ardindan
asidoz iliskisine neden olur ve kisir bir dongii olusur.)

Sekil 3. Asidozun glutamat/aspartat tasiyicisina etkisi

Hiicresel pH yavas yavas asitlesirken, hiicre disinda K+ konsantrasyonu artar.
Hiicre dist Nat+ ve Ca+2 azalir. K+ artist hiicrelerin depolarizasyonuna ve yine
glutamat salinimina neden olur (72). Fazla glutamat saliverilmesine bagli olarak
glutamat reseptorlerinin asir1 uyarilmasi hiicre ici Ca+2 artis1 ve serbest radikal

olusumuyla néron hasarina yol agmaktadir (73).

1.2.3. Rat Gorme Sistemi

Ratlarda, LGN (lateral genikulat nukleus), parvoseliiler ve magnoseliiler diye
ayrilmamistir ve ayr1 gorsel alt sistemler tanimlanmamaigtir. Ratlar, insanlara gore,
retinada, LGN’de ve gérme korteksinde ¢ok az 6zellesme gosterirler. Ratlar renkli
gormeden yoksundurlar (74). Ratlarin temporal (zamansal) frekanslar1 ayirt etme
yetenekleri vardir. Magno sisteme karsilik gelen bir sistem varken, parvo sistemine
karsilik bir sistemlerinin oldugu siiphelidir. Ciinkii uzaysal rezoliisyonlari
insanlardann daha kiigiiktiir (75). Tiirler arast topografik ozellesme ve algi
yeteneklerindeki farkliliklara ragmen, iki tiir arasinda nitelik olarak parvoseliiler ve
magnoseliiler sistemlerinde benzerlik bulunmaktadir. Primatlara benzer olmakla
birlikte insanlara gore ratlarin gorsel yolaklar1 RGH nin morfolojisi, optik traktustaki
sinir liflerinin hizi;, RGH’nin LGN tabakalarindaki dagilimi, talamokortikal
projeksiyonlarin kortikal dagilimi ve ileti hizlari, LGN’deki ndronlarin reseptif alan

ozellikleri ve gorsel korteks bakimindan fonksiyonel ve yapisal olarak fakliliklar



gosterirler. Primer gérme korteksinden input alan ekstrastrial gorsel bolgeler diger

memelilerde oldugu gibi ratlarda da sekilli gormeyi saglar (74).

1.2.4. Optik Sinir Bas1

Optik sinir bast RGH aksonlariin optik sinir kanalinda toplanmasiyla olusur.
Sinir lifleri optik disk lizerinde kanala dogru keskin bir doniis yapar. Bu kanal lamina
kribrosa ile ortiiliidiir. Yaklasik 1.200.000 adet sinir lifi, 1000 dolayinda demetlere
ayrilarak, 200-300 adet degisik boyuttaki delikten gegmek durumundadir. Optik disk
boyutlar1 6nemli varyasyon gostermekle birlikte vertikal 1,88 mm ve horizontal
olarak 1,77 mm boyutlarindadir. Skleranin hemen arkasinda, myelin kilifinin

katilimiyla sinir 3 mm'lik boyuta ulasir (76). Optik disk ayni zamanda retinal

damarlarin giris ¢ikis yaptiklar: yerdir (Sekil 4).

Sekil 4. Optik sinir baginin normal goriiniimii

Glokomda OD ve c¢evresinde baz1 degisiklikler goriilmektedir. Bu
degisiklikler karmasik ve ¢ogu kez birbiriyle bagimli gibi goriinmeyen patolojik
nedenlerle ortaya ¢ikmaktadir. GIB artisi, vazospazm, disk yapisinda anomaliler, kan
akiminda anomaliler, anormal kollajen ve vendz doniisii engelleyen hastaliklar bu

etkenlerdendir.



Optik disk, glokomun degerlendirilmesi agisindan en 6nemli bolgedir. Optik
disk, intrapapiller ve parapapiller olarak iki kisimda incelenebilir. ikisi arasindaki
sinirt, OD 6n duvarini yapan Elscnig'in peripapiller skleral halkasi belirler. OD ¢api,
OD sekli, nororetinal rim biiyiikliigii, nororetinal rim sekli, optik cukurlugun OD
alanina goére orani (C/D), OD hemorajileri, parapapiller koryoretinal atrofi, retinal

damar ¢aplar1 ve SLT, OD morfolojisini belirleyen degiskenlerdir (77).

1.2.5. TUNEL Analizi

Glokom hastalarinda normal GA ve OD’e ragmen baslangi¢ glokom hasarinin
bir gostergesi olan SLT defekti gosterebilirler GA’da hasar ortaya ¢iktiginda RGH
aksonlarinin yaklasik yarist kaybedilmis durumdadir. Bu nedenle glokom siipheli
olgularda SLT’nin degerlendirilmesi hem erken tanida hem de glokom hasarinin
ilerlemesinin saptanmasinda biiyllk Onem tasimaktadir. Glokomda SLT’nin
degerlendirilmesi amaciyla g¢esitli yontemler gelistirilmistir.

Glokomda RHG kaybinin nedeni apoptozistir. Dokulardaki apoptotik hiicreler
TUNEL yontemi ile tespit edilebilir. TUNEL yontemi DNA kiriklarinin in situ
olarak taninmasini saglar (78, 79). Apoptotik parcalanma sonucu DNA uglari, DNA
polimeraz veya Klenow fragmenti kullanilarak igaretlenebilmektedir. Ancak terminal
deoksiniikleotidil transferaz (TdT) kullanilarak yapilan isaretleme goreceli olarak
daha duyarli bir yontem olarak bulunmustur. Konvansiyonel parafin kesitleri, TdT ve
nonizotopik isaretli niikleotidler (siklikla biyotinli dUTP) kullanilarak yapilan in situ
isaretleme ardindan floresan veya enzimatik goriintiileme, apoptotik hiicreleri
digerlerinden ayirmada yeterli olmaktadir. Bu yontem yaygin olarak “TdT-dUTP
nick-end-labelling” sozciiklerinin kisaltilmas: olan “TUNEL” yontemi adiyla
anilmaktadir (80, 81) Biz de ¢alismamizda gruplar arasinda RGH’lerinde apoptotik
hiicre diizeylerini karsilastirmak amaciyla TUNEL yontemini kullandik.

1.2.6. Glokomda Medikal Tedavi

Glincel glokom tedavisinin ana hedefi, en az yan etki ile gérme islevinin
korunmasidir. Yiikselmis GIB glokomda hasar i¢in en énemli risk faktoriidiir (82).
Bu nedenle her hastanin tedavi planinda hedef GIB belirlenmelidir. Hedef GIB,

uygulanan tedavi ile glokomun ilerlemesine engel olacak GIB diizeyidir (83).
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Genel anlamda PAAG’nin tedavisi medikaldir ve tedavi amaci ile topikal ve
sistemik ilaglar kullanilmaktadir. Bu ilaglar tek basina, sabit veya sabit olmayan
kombinasyonlar halinde kullanilabilir. Tedavinin basarisin1 etkileyen faktorler;
hastanin tedaviye uyumu, ila¢ etkilesimleri, yan etkiler ve birlikte olan sistemik
hastaliklardir. Yetersiz tedavi uyumu glokomun cerrahi olmayan tedavisini sinirlayan
en Onemli etkendir (83).

Tablo 1. Glokomun tedavisinde kullanilan ilaclar

Glokomun Tedavisinde Kullanilan ilaclar

-Parasempatomimetikler
-Sempatomimetikler
-Beta-Blokorler
-Karbonik Anhidraz Inhibitérleri
-Prostoglandin Analoglari

-Hiperozmotik ajanlar

Parasempatomimetik ilaglar kolinerjik agonistler olarak da adlandirilirlar.
Etki mekanizmalar1 pupil sfinkter kasini kasarak miosis yapmalarina, buna bagl
olarak irisi trabekiiler agdan uzaklastirarak trabekiiler akimi arttirmalarina dayanir.
Baslangic degerine gore GIB’i % 10-20 azaltirlar (84). En énemli yan etkileri kan-
akoz bariyer hasarina bagli iiveit gelisimidir. Bu nedenle inflamatuar ve neovaskiiler
glokomda tercih edilmemelidirler. Pilokarpin en ¢ok kullanilan direkt etkili
parasempatomimetiktir. Ayni1 zamanda bir alkoloiddir. G6z damlast ve pomat
formlarinda % 2’den % 4’e kadar degisen konsantrasyonlarda bulunur. Goze gegisi
oldukga hizlidir. Uygulamadan 30 dakika sonra GIB diismeye baslar. Giinde dort kez
kullanilmaktadir. Ak6éz disa akimini arttirarak etki eder. G6z ve alin agrisi,
konjonktival hiperemi, punktat stenoz, bulanti-kusma, diyare, 6ksiiriik, bronkospazm
gibi yan etkileri bulunmaktadir (85). Karbakol pilokarpine benzer etki gosterir ancak
GIB’i diisiirmede daha etkindir. % 1.5-%3 arasinda degisen konsantrasyonlarda
bulunur. Yan etkileri pilokarpinden daha fazla oldugundan pek tercih edilmez (85).

Sempatomimetik ilaglar adrenerjik agonistler olarak da adlandirilirlar. Bu
ilaclar o ve B adrenerjik reseptorleri uyararak etki ederler. Bu grupta epinefrin ve
dibivefrin gibi nonselektif ajanlarin yaninda aproklonidin ve brimonidin gibi selektif
alfa-2 adrenerjik agonistler yer alir (86). Epinefrin nonselektif adrenerjik bir ajandir

ve gilinde iki kez kullanilir. % 0.25-%2 arasinda degisen konsantrasyonlarda bulunur.
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Etki siiresi 12-24 saattir. Baslangicta akoz iiretimini arttirmasina ragmen iiveoskleral
akimi arttirarak GIB’i diisiiriir. Midriasis etkisi nedeniyle akut a¢1 kapanma glokomu
olusturabileceginden kullanimi1 agik ac¢ili glokomlarla simirlidir. Lensi olmayan
hastalarda makiila O0demine neden olabilir. Yanma, batma, punktal stenoz,
fornikslerde adrenokrom birikimi, bag agrisi, iridosiklit, tasikardi, hipertansiyon, ritm
bozukluklari olusturabilir (87). Dipivefrin epinefrin analogudur. Epinefrinden daha
az yan etkiye sahiptir. % 0.1 konsantrasyonda giinde iki kez kullanilir (83).
Aproklonidin selektif alfa-2 reseptor agonistidir. % 0.5 konsantrasyonda giinde iki
kez kullanilir. On segment laser girisimleri, &n ve arka segment cerrahilerinden dnce
profilaktik olarak kullanilmaktadir. Etkisi 12 saattir. Kronik kullanimda alerjik
reaksiyonlara neden olabilir (86, 87). Brimonidin selektif alfa-2 reseptor agonistidir.
RGH ve i¢ retina tabakalar1 iizerinde ndron koruyucu etkinligi vardir. Giinde iki kez
kullanilir. Aproklonidine gore daha az okiiler allerji yapar. Kan basincinda diisme,
bas donmesi ve agiz kurulugu gibi yan etkileri vardir (86, 87).

B blokdrler HA yapimini azaltarak GIB’i diisiiriirler (88). Goz igi basincini
ortalama % 20 kadar azaltmaktadirlar (89). 8 blokorler nonselektif ve selektif olarak
iki gruba ayrilirlar (90). Nonselektif ajanlar, beta-1 ve 2 reseptdrlerini bloke ederler.
Timolol, metipronolol, karteolol, propronolol, levabutanol, nadalol bu grupta yer
alirlar. Selektif Ajanlar, Sadece B-1 reseptorlerini bloke ederler. Betaksolol, atenolol,
proktolol bu grupta yer alir. Timolol glokom tedavisinde kullanima giren ilk 8
blokérdiir. B blokorler icerisinde GIB’i diisiiriicii etkisi en yiiksek olan ajandur.
Giinde iki kez kullanilir. % 0.25 ve % 0.50’lik konsantrasyonlart mevcuttur. %
0.1°1ik jel formu giinde bir kez kullanilir. Etkisi iki saatte maksimuma ulasir. Etki 12-
24 saat siirer. Timolol tedavi baglangicinda HA yapimini % 40 kadar azaltir. Bu etki
zamanla azalir. Nadiren okiiler yanma ve hiperemi gibi okiiler yan etkileri vardir.
Asil yan etkileri sistemiktir. KOAH, astim, siniis bradikardisi, 2.-3. derece kalp blogu
ve kalp yetmezligi olanlarda kullanilmamalidir (91). Betaksololiin GIB diisiiriicii
etkisi timololden biraz daha azdir. Disa akim direncini etkilemez. Bir miktar
noroprotektif etkisi vardir. Bu etkisi nedeni ile NTG’de ve hafif artmis GiB’1 olan
hastalarda tercih edilir. Selektif B-1 reseptor blokorii oldugu i¢in astim hastalarinda
tercih edilebilir. Noroprotektif etkisi nedeni ile GA’nim1 timololden daha iyi korur.

% 0.25-% 0.5 konsantrasyonlarda bulunur (92). Levobunolol ise uzun etkilidir ve
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kuru gozii olan hastalarda tercih edilebilir. % 0.5 konsantrasyonda bulunur ve gilinde
iki kez kullanilmaktadir (90). Karteolol intrinsik sempatomimetik aktiviteye sahip bir
beta blokor oldugu i¢in sempatik sinir sistemini bloke etmez hatta bir miktar aktive
eder. Bu etki sayesinde daha az kardiovaskiiler yan etki olusturur. Kan-lipid seviyesi
tizerine olumlu etkisi bulundugundan hiperlipidemik hastalarda tercih edilebilir.
Giinde iki kez kullanilir. % 1 ve % 2’lik konsantrasyonlari mevcuttur (90).

Karbonik anhidraz, hidrojen ve bikarbonat denkligi ile su ve karbondioksit
reaksiyonunu katalizleyen enzimdir. Bu enzim pigmente ve non pigmente siliyer
epitelyum hiicre membraninda lokalizedir (92).

Akoz yapiminda enzimin net etkisi, silyer epitel membranini aktif olarak
gecip arka kamarada ozmotik gradiyent olusturan bikarbonat iyonlarini meydana
getirmektir. Gradiyent farkindan dolayi, su pasif olarak akar ve akdz yapimiyla
sonuglanir. Bu enzimin inhibisyonu ile ak6z yapimi % 50 kadar azalir ve dolayisiyla
GIB diiser. Akdz disa akimi ve episkleral vendz basing iizerine etkisi yoktur (93).
Sistemik karbonik anhidraz inhibitorleri; asetozolamid, metazolamid ve
diklorfenamiddir. Topikal karbonik anhidraz inhibitorleri; dorzolamid ve
brinzolamiddir. Asetozolamidin antihipertansif tedavide oral diiiretik olarak
kullanilmaya baslandiktan sonra GIB diisiiriicii etkisi anlasilmistir. Genellikle giinde
dort kez 250 mg tablet seklinde oral olarak kullanilir. GIB diisiiriicii etkisi diiiretik
etkisiyle ilgili degildir. Hiimor akdz yapiminmi azaltir. Metabolik asidoz yapar.
Metabolik asidoz optik sinir kan akimimni arttirarak glokomlu hastalarda gérme
fonksiyonunu korur. Akut GIB yiiksekliklerinde etkili bir ilagtir. Bas agrisi, el ve
ayaklarda uyusma, tinnitus, isitme azalmasi, agizda aci tat, depresyon, hipopotasemi,
tirolithiasis, bulanti, libido kaybi, kan diskrazisi gibi yan etkileri vardir (94).
Dorzolamid HA yapimini azaltarak etki eden topikal bir karbonik anhidraz
inhibitoriidiir. Korneal penetrasyonu yiiksektir. % 2’lik dorzolamid giinde ii¢ kez
topikal olarak kullanilir. GOz i¢i basincimi yaklasik % 18 azaltmaktadir (95).
[rritasyon, yanma ve agizda aci tat hissi gibi yan etkileri vardir. Steril miikopiiriilan
konjonktivit yapabilir (96). Brinzolamid potent ve segici bir karbonik anhidraz
inhibitoriidiir. % 1’lik konsantrasyonu giinde iki kez kullanilmaktadir. Agizda aci tat

ve okiiler irritasyon gibi yan etkileri vardir (97).
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Biyolojik olarak aktif maddeler olan prostoglandinler eikozonoid
hormonlardandir. Arasidonik asitten koken alirlar ve hiicre membranindaki
fosfolipidlerden saliverilirler. Gézde konjonktiva, silyer cisim, iris ve trabekiiler
dokuda iiretilirler. Prostoglandinler diisiik konsantrasyonlarda HA’nin uveaskleral
disa akimini arttirarak GIiB’i diisiiriirler. Ancak yiiksek konsantrasyonlarda gozde
enflamasyona neden olduklari i¢in GIB’i yiikseltebilirler (97). Prostoglandinlerin en
stk goriilen yan etkisi konjonktival hiperemidir. En Onemli yan etki iris
pigmentasyonundaki artistir. Bu % 10-20 hastada goriiliir. Pigmentasyon artis1 ilaci
kesmekle ilerlemez ve geri donmez. iris pigmentasyon artisi iristeki melanositlerde
melanin sentezinin artmasi ile iliskilidir. Bunlarin yani sira yanma, batma, kasinti,
bulanik gérme, goz kapaklarinda pigmentasyon artisi, bas agrisi, ylizde kizariklik,
herpetik keratit niiksii gibi yan etkiler de goriilebilir (98). Uzun siire topikal
prostoglandin kullanimma bagli kirpiklerde uzama olusabilir. Arka kapsiil
biitiinligiiniin olmadig1 hastalarda kistoid makiila 6demi goriilebilir (99). Latanoprost
prostoglandin F2a analogudur. Korneadan penetre olurken hidrolize olur ve biyolojik
olarak aktivite kazanir. Silyer kastaki reseptorlere baglanarak uveoskleral disa akimi
arttirirlar. Genel olarak GIB’i 6-9 mmHg kadar diisiiriirler. Onemli avantajlar1 %
0.005’lik soliisyonun giinde tek doz uygulanmasi, diisiik kardiopulmoner etki ve
yiiksek konsatre miyotik ajanlar harig, diger ilaglarla kombinasyon yapilabilmesidir.
Etkisini 1 saatte gosterir ve bu etki 24 saat devam eder. PAAG’lu olgularin %
44°{inde GIB’i % 30 veya daha fazla azalttig1 bildirilmistir (99-103). Latanoprost
damlatildiktan yaklasik 12 saat sonra en yiiksek etki meydana gelir ve aksam
kullanimi1 sabah kullanimina gore daha etkilidir (103). Latanoprostun bir avantaji da
noktiirnal hipotansiyonu 6nlemesidir. Uyku sirasinda okiiler perfiizyonun diismesine
bagli glokomat6z hasar meydana gelir. Latanoprost NTG’de gece ilerleyen OD
hasarii onleyebilir (104, 105). Travoprost prostoglandin F2a analogudur. Kimyasal
yap1 olarak latanoprosta benzer. Latanoprosta gore bu reseptorlere daha fazla afinite
gosterir. Uveoskleral disa akimi arttirarak GIB’i azaltir. Giinde tek doz % 0.004
konsantrasyonda kullanilir. G6z i¢i basincinda 7-8 mmHg diisiis saglar. Latanoprosta
gore konjonktiva hiperemisine daha ¢ok neden olur. Soguk zincire gerek
duyulmamasi ise latanoprosta iistiinliigiidiir (99, 101-104, 106). isopropil unoproston

prostoglandin metabolit analogu olan bir dokosanoiddir. Prostoglandinlerden yapisal
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olarak farklidir. Prostoglandinler gibi FP ve EP reseptorlerine etki etmedigi i¢in daha
az yan etki olusturur. Uveoskleral ve trabekiiler disa akimi arttirarak GIB’i diisiiriir.
Giinde 2 kez % 0.15 konsantrasyonda kullanilir. GIB’de ortalama 3.3 mmHg kadar
azalma saglar. Noron koruyucu ve vazadilatator etkinligi vardir. Goz i¢i basincint %
11-23 kadar diisiiriir. GIB’i diisiirmede timolol kadar etkindir, diger prostoglandin
analoglarindan daha az etkindir (106). Bimatoprost bir prostamiddir. Prostamidler de
membran lipidlerinden koken alir, ancak biyosentetik Onciisii arasidonikasit degil
anadamiddir. Prostamidler, FP reseptorlerine baglanmazlar, serbest olarak
bulunurlar. % 0.3 konsantrasyonda giinde 1 kez kullanilirlar. Soguk zincire ihtiyag
duymazlar. Latanoprosttan daha fazla hiperemi yaparlar (107). Korneal enzimler
tarafindan aktivasyon gerektirmeyen aktif bir ilactir. Disa akimi arttirarak etki
ederler. Trabekiiler disa akimda % 35, uveoskleral disa akimda % 50 artis saglarlar
(108).

Hiperozmotik ajanlar kan ve vitreus arasinda bir ozmotik gradiyent yaratip
vitreustan s1v1 ¢ekerek GIB’i diisiiriirler. Ozellikle GIB’in kisa siirede diisiiriilmesi
gereken akut aci kapanmasi glokomu gibi durumlarda tercih edilirler. Vitreus
dehidratasyonu iris-lens diyaframini geriye dogru ¢ekerek 6n kamarayi derinlestirir
ve aciyt agar (109). Gliserol giinde 1-1.5g/kg seklinde oral yoldan uygulanir. Otuz
dakika icerisinde etkisi baslar ve 2-3 saat siirer. % 50’lik sollisyonlar seklindedir.
Daha az dilirez yapar. Bulanti, kusma, bas agrist ve vertigo yapar. Diabetik
hastalarda kullanimi sakincalidir (97). Isosorbide giinde 1-1.5g/kg seklinde oral
yoldan kullanilir. % 45°lik soliisyonlar1 vardir. Kalori degeri olmadigi igin
diabetiklerde kullanilabilir. Daha yavas GIB diisiisii saglar. Kalp yetmezligi yapabilir
(97). Mannitol % 20’lik konsantrasyonlarinda 2-5mg/kg dozunda intravendz (IV)
olarak kullanilir. Etkisi yaklasik 30 dk sonra baslar ve 6 saat kadar siirer. Hizli
etkilidir. En cok tercih edilen hiperozmolar ajandir. Dehidratasyon en 6nemli yan
etkisidir (109). Ure giinde 0.5-2g/kg olarak IV uygulanir. Hizli etkilidir ve kalori
degeri yoktur. Metabolize olmadan atilir. Tromboflebit yapabilir (109).

Biitiin bu sayilan medikal tedavi seceneklerine ragmen GIB’1 diisiiriiriilebilse
dahi glokomun progresyonu halen giiniimiizde tam anlamiyla engellenememektedir.
GIiB’nin normal seviyelerde oldugu NTG’da da sayilan medikal tedavi segenekleri

kisith olarak kullanilabilmektedir ciinkii biitiin bu secenekler artmis GIB’n1 hedef
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almaktadir. Bu nedenlerden dolay1 glokomda noroprotektif tedavi daha da 6nemli
hale gelmektedir. Giliniimiizde brimonidin ve betaksololiin noéroprotektif 6zelligi
gosterilmis olsa bile yeterli degildir. Biitiin bunlara ek olarak glokomda topikal
tedavilerin komplikasyonlarinin siklig1 ve hastalarin tedaviye uyumu basl basina bi
sorun teskil etmektedir. Sadece ndroprotektif Ozelliginden dolayr glokomda
kullanilan bir teropotik ajan heniiz yoktur. Biz bu tezde sadece ndoroprotektif
Ozelliginden dolay1 glokomda sistemik olarak kolay bir sekilde kullanilabilecek yan

etkileri nispeten az teropotik ajanlar1 incelemeyi amagladik.

1.2.7. Noroprotektif Tlaclar

Noroproteksiyon terim olarak hasarlanma ihtimali olan veya Olmekte olan
noronlarin asil etken ortadan kaldirilmamis olsa bile muhafaza edilmesi anlaminda
kullanilmaktadir. Glokomda ise néroproteksiyonun amaci stresli durumlarda hasarin
hedefledigi noéronlarin yasamini siirdiirecek sinyal yollarini agik tutmak ve ndron
hiicre kaybina sebep olan maddelerin veya yollarin 6niine gecerek RGH hasarini
geciktirmek veya durdurmaktir (110). Bircok farmakolojik ilag, biiyiime faktorleri ve
diger bilesenlerin ¢ok sayida norolojik ve ndrodejeneratif hastalikta in vitro
noroprotektif oldugu rapor edilmistir ve bazi ajanlarin optik sinirde ndroprotektif

aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (5).

1.2.7.1. Ca? Kanal Blokorleri

Ca? kanal blokorleri glutamat-NMDA’nin meydana getirdigi hiicre i¢i Ca?
akimini engelleyerek etki ederler. Yapilan caligmalarda Ca® kanal blokdrleri alan
NTG ve acik ac¢ili glokom hastalar1 kontrol ile karsilastirildiginda bu blokorleri
kullanan hastalarda glokom progresyonunda diislis oldugu goriilmiistiir (111). Bir
Ca? kanal blokorii olan flunarizinin farelerde optik sinir transeksiyonundan sonra
RGH yasamsalligii arttirdig1 gosterilmistir (112). Onemli bir nokta ise Ca? kanal
blokdrlerinin kan basincini diistirme 6zelliklerinden dolay1 optik sinirde perfiizyonu

azaltarak iskemiye yol acabilmeleridir (113).

1.2.7.2. Antiglokomatozler

ap-reseptorler retinada gangliyon hiicre tabakasinda bulunurlar (114, 115). Bu

reseptorlerin uyarilmasi kompleks va bagimsiz yollarla néronal hiicre 6limiini
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inhibe eder ve pro-apoptotik yolaklarin inhibisyonu (116) norotrofik faktor
salimiminin arttirmast (117) ve glutamat salinim inhibisyonu (118) etkileriyle
apoptozisi azalttigina yonelik kanitlar bulunmaktadir. Son zamanlarda o
modiilasyonunun NMDA reseptor inhibisyonu etkisiyle noroprotektif etkiye neden
oldugu gosterilmistir (33). Brimonidin olduk¢a yiiksek selektif oa,-reseptor
agonistidir. Rat optik sinir hasar1 modelinde alpha reseptdr agonisti olan
brimonidinin RGH kaybim1 azaltarak noroprotektif oOzellige sahip oldugu
gosterilmistir (119). Geo ve ark. (117) intravitreal brimodinin rat RGH’de beyinden
tiireyen norotrofin ekspresyonunu arttirdigint géstermislerdir.

B-blokerlerin iskemi, hipoksi ve eksitotoksisite durumunda ndronlara
kalsiyum ve sodyum iyonlarinin akimini inhibe ederek ndroportektif etkilerinin
olduguna inanilir ve. RGH’de NMDA-Glutamat affinitesini azaltirlar (120, 121)
Gliniimiizde B-blokerlerin ndropotektif 6zellikleriyle ilgili genis klinik caligmalar

bulunmamaktadir (122-125).

1.2.7.3. N-metil-D-aspartat Antagonistleri

N-metil-D-aspartat antagonistleri NMDA reseptorlerinin asir1 uyarimini
inhibe ederek asir1 Ca? akigini onlerler. Bir NMDA antagonisti olan memantinin hem
kiiltir hem de in vivo olarak RGH’lerin eksitotoksik cevabini bloke ettigi
gosterilmistir (126). Rat retinal iskemi modelinde sistemik olarak verilen memantin
RGH kaybmi azalttigi gosterilmis (127). Ayrica maymunlarda yapilan deneysel
okiiler hipertansiyon glokom modelinde SLT kaybi, gorsel fonksiyon kaybi ve
merkez gérme yolagi néronal bozulmasina karst noroprotektif oldugu gosterilmistir

(128, 129) .

1.2.7.4. Nitrik OKksit Sentaz-2 inhibitorleri

Nitrik oksit apoptozisten oOnce gergeklesen DNA nitrozilasyonu ve
fragmantasyonunda 6nemli rol oynar (130). Neufield ve ark. ii¢ episkleral damarin
koterize edilerek olusturuldugu rat glokom modelinde NOS-2 inhibitoéri olan
aminoguanidinin oral kullaniminin glokomun neden oldugu hasara karsi koruyucu
etkisi ile ilgili caligmalar yapmistir. Bu caligmalarda uygulamadan alti ay sonra
tedavi edilmemis hayvanlarin OD’leri solgun ve hasarli iken tedavi alan hayvanlarin

OD’leri normal olarak gozlenmistir. Tedavi edilmemis gozlerde RGH kaybinin
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ortalama %36 oldugu, tedavi edilen gozlerin ise RGH’lerinin %10’dan daha azim

kaybettigi histolojik olarak gosterilmistir (131).

1.2.7.5. Norotrofinler

Deneysel modellerde yapilan cesitli c¢alismalar, norotrofik faktorlerin,
Ozellikle BDNF'nin ve siliyer norotrofik faktdriin  (CNTF) optik  sinir
yaralanmalarindan sonra RGC'lerin sagkalim oranini artirabildigini, ancak bunu
dogrulamak i¢in heniiz yeterince giliclendirilmis klinik ¢alismalarin bulunmadigini
gostermistir (41, 44, 132). Son calismalar, BDNF ve LINGO-1 (CNS specific
leucine-rich repeat protein) antagonistinin kombinasyonunun uzun vadeli RGC
canliligint  arttirdigin1 =~ gostermistir.  Arastirmalarin = ¢ogu  BDNF  {izerinde
yogunlagmistir ve sonuglar timit verici olmasina ragmen uzun vadeli RGC canlilig
hala kusurlu olmaya devam etmektedir ve calismalar sonugsuz kalmaktadir (133,
134).

Irisin asil etkisi yag dokusu iizerine olan diyet iliskili kilo kaybinda etkili bir
hormondur (47). FDNCS5 (Fibronectin type III domain containing 5) molekiilii
olarak sentezlenir ve proteoliz sonucunda aktif formu olan irisine doniisiir.
Sentezlendigi dokularda oksidatif stres sonucunda yiiksek kalsiyum iligkili olarak
sentezi artar. Son donemlerde fiziksel aktivitenin beyindeki kognigtif fonksiyonlari,
[risin-BDNF iliskisi ile arttirdigi one siiriilmiis ve FDNC5 molekiiliiniin SSS (Santral
sinir sistemi)’de sentezlendigi gosterilmistir (48-50). FDNC5 molekiiliiniin BDNF
sentezini tetikleyerek noroprotektif etkisi oldugu diistiniilmektedir ve bircok
norodejeneratif santral sinir sistemi hastaliginda etyolojide rolii olabilecegini
destekleyen calisma vardir (48-50). Irisin ile glokom iliskisini inceleyen ve goz
icinde varligimi arastiran herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Irisin yaklasik
12kDa olan diisiik molekiil agirligi ile kan beyin bariyerini gecebilir ve sistemik
norotrofik tedavi miimkiin olabilir. Glokom patogenezinde de oksidatif stres ve
kalsiyum iliskili apoptozis yolaklar1 oldugndan biz de bu tezde irisin diizeylerini hem

intraokiiler dokularda hem de kanda inceledik.

1.2.7.6. Antioksidanlar

Antioksidanlar ROS’u nétralize ederler. CAT, SOD, vitamin C ve E gibi

serbest radikal siipliriiciiler oksidatif hasar sirasinda olusan {riinlerin
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temizlenmesinde faydalidirlar. Okiiler dokular ve sivilar oksidatif hasara karsi
korunmada kilit rol oynayan antioksidanlar1 igerir. Siiperoksit kendisini
dismutasyona ugratarak H,O, ve O2 olusturan, sitoplazmik mitokondrial ve
ekstraseliiler SOD tarafindan uzaklastirilir (135). SOD ve CAT 1n spesifik aktivitesi
hem normal insan kadavra trabekiiler ag tabakasinda hem de tavsan iris ve korneal
endotelyumunda Slgiilmistiir (136, 137).

Glutatyon (GSH) ve askorbik asit insanlarin HA’da tespit edilebilen diisiik
molekiiler agirlikli antioksidanlardir (39). 12 kontrol ve 38 kronik acik acili glokom
hastasina ait kan askorbik asit seviyeleri dl¢iilmiis ve anlamli bir fark goriilmemistir
(138). Aksine PAAG teshisi yeni koyulmus olan 21 hasta ile 34 aymi yas ve
cinsiyette kontrol Orneklerinin plazma GSH seviyeleri Ol¢iilmiis ve glokom
hastalarinin kontrollerden onemli derecede diisiik GSH seviyelerine sahip olduklari
gozlenmigstir (139). Laboratuar sonuglart ve hayvan calismalari oksidatif hasarin
glokom patogenezindeki roliinii desteklese de tamamlanan denemeler ek antioksidan
(Vitamin E, askorbik asit) kullanimi ve PAAG riski arasinda giicli bir iliski

oldugunu gosterememistir (140).

1.2.7.7. Eritropoetin

Eritropoetin (EPO) 30.4 kDa agirliginda esas olarak yetiskin bobrek ve fetal
akciger dokusunda tretilen hematopoetik glikoproteindir. EPO az bir miktarda da
olsa santral sinir sisteminde iiretilmektedir ve ndron, astrosit, mikroglia hiicrelerini
de iceren birgok santral sinir sistemi hiicresinde EPO reseptorii (EPOR)
bulunmaktadir (141). Kan dolasiminda bulunun EPO’nun sadece %10’u renal
olmayan orjinlidir (142) ve temel olarak hematopoezi uyarir ve bu nedenle anemi
tedavisinde gilinlimiizde kullanilmaktadir (143). Hematopez etkisine ek olarak
anjiojenik, anti-inflamatuvar ve endotel hiicre stabilizasyon etkisi vardir (144). Bu
etkisini fibroblast growth hormon-2 ve vaskiiler endotelyal growth hormon (VEGF)
gibi proanjiojenik faktorlerin sentezini uyararak yapar (145). Patolojik olarak artmis
VEGF diizeylerine sahip diyabetik hayvanlarda EPO diizeyinin diisiik oldugu
saptanmistir (146). EPO interlokin-6, interlokin-1p, TNF-a gibi pro-inflamatuvar
sitokinleri azaltarak mikroglia hiicrelerini aktif statiistinden dinlenme durumuna

getirir (147). Ayrica interlokin-10 sentezini uyararak anti-inflamatuvar etki gosterir
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(148). EPO’nun antioksidan etkisi PI3K (Fosfotidilinositol 3-kinase)/Akt (Protein
kinaz) yolagmin inhibisyonuyla gerceklesir ve H,O, nin EPO sentezini arttirdigi
gosterilmistir (149) Hu ve ark. (150) EPO’nun silier norotrofik faktor (CNTF) ve
BDNF ekspresyonunu arttirdigin1 - gostermislerdir. EPO’nun noéroprotektif ve
norotrofik etkisi bilinmektedir (151-154). Bu etkinin tam mekanizmasi bilinmese de
EPO opotozisi, ROS salinimini, eksitoksisiteyi azaltir ve progenitdr hiicre
proliferasyonunu arttirir (144), ayrica EPO Bax/Bcl compleks inhibisyonu yaparak
ve caspas aktivasyon sistemini inhibe ederek apoptozisi regiile eder (155, 156). EPO
sadece iskemik hastaliklarda degil amyotrofik lateral sklerozis, Parkinson, Alzheimer
gibi dejeneratif norolojik hastaliklarda da tedavi i¢in aday goriilmektedir (157, 158).
EPO’nun santral sinir sistemine ek olarak retinada da ndroprotektif etkisi
olabilecegine dair kanitlar bulunmaktadir (159). Retinada EPO sentezlendigi ve
EPOR expresyonu oldugu bulunmustur (160). Son zamanlarda yapilan ¢alismalarla
sistemik ve intravitreal olarak kullanilan EPO’nun bir¢ok okiiler durum iizerine
etkileri bildirilmeye devam etmektedir. EPO’nun etkileri deneysel modellerle
glutamat ve nitrik oksit toksisitesinde (161), diyabetik retinopatide (162, 163),
oksijenle uyarilmis retinopatide (164), glokomda (165), retina dekolmaninda (166),
aksonotomide (167), prematiir retinopatisinde (168), yasa bagli makula
dejenerasyonunda (169), 1sikla uyarilmis retinal apotoziste (170), optik ndritte (171),
korneal epitelyal erozyonda (172) gosterilmistir. EPO’nun kan basinct artist (kolay
regiile edilebilen) ve nadir olarak tromboza neden olabilme ve alerjik reaksiyon gibi
yan etkileri vardir. Biz de calismamizda glokom modelinde EPO’nun néroprotektif

etkinigini arastirmay1 planladik.

1.2.7.8. Rasajilin

Tiim noroprotektif ilaglar arasinda rasajilin umut verici goriinmektedir. FDA
onayli bir anti-parkinson ila¢ olan rasajilin [N-propargyl-(1R)-aminoindan] (Azilect,
Teva Pharmaceutical Co.) (Sekil 5), olduk¢a potent, selektif, geri doniisiimsiiz
monoamin oksidaz B (MAO-B) inhibitoriidiir (173). Rasajilinin norotoksinlerle
olusturulan norodejeneratif hastalik modellerinde noroprotektif o6zelligi oldugu
gosterilmistir (174-178). Rasajilin nodronlarda sitoprotektif gen ekspresyonunu

arttirarak (Bcl-s, Bcl-xL) apoptozisi azaltir ve norodejeneratif hastaliklarda yagla
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beraber noéron azalmasindan korur (179). Youdim ve Weinstock rasajilinin
mitokondri iligkili apoptotik hiicre 6liim kaskadini inhibe ettigini gostermislerdir

(180).

N ﬁ CH— NHﬁ

H
Rasagiline N-Propargylamine
Sekil 5. Rasajilinin kimyasal yapist.

Rasajilinin beyindeki noroprotektif etkisi propargyl parcasiyla iligkilidir.
Protein ve transkripsiyonel diizeyde belirgin molekiiler degisiklikleri indiikleyerek
noronal differansiasyon, hiicre surveyi ve oliim yolaklari, metabolizma/oksidatif
stress ve sinyal sistemine etki eder (181). Biitiin bu ozellikler glokomdaki RGH
6lumii i¢in de gecerlidir. Rasajilin hizl1 bir sekilde gastrointestinal sistemden abzorbe
edilir ve kolaylikla kan-beyin bariyerini geger (173). Diger bir MAO-B inhibitorii
olan selejilin gibi toksik metabolitlere doniismez. Rasajilinin Parkinson hastaliginda
Onerilen dozu giinliik 1mg tablet veya L-dopa ile birlikte glinde dort defa 0.5 mg
tablettir (173). Daha Once yapilan hayvan modellerinde rasajilinin noroprotektif
ozelligini en 1yi 0.5-3 mg/kg arasinda gosterdigi bildirilmis (182). Rasajilin ve
rasajilinin propargyl parcasinin BDNF gen ekspresyonunu da arttirdig1 daha onceki
calismalarda gosterilmistir (183). Rasajilinin diskinezi, basagrisi, karin agrisi, ates,
bas donmesi gibi yanetkileri bulunmaktadir. BDNF nin glokomda RGH 6liimiindeki
rolii gayet iyi bilinmektedir. Biz de bu ¢calismada daha 6nce belirtilmis 6zellikleri g6z
oniinde bulundurularak rasajilinin glokom modelindeki noroprotektif etkinliginin

incelenmesini amaglandi.

1.2.8. Oksidatif Stres Markerlar

Oksidatif stres reaktif oksijen Uriinlerinin intraokiiler konsantrasyonlarinin
fizyolojik sinirlar lizerine ¢ikmasi olarak tanimlanabilir (184). Bu durum antioksidan
refleks mekanizmalarmin artisiyla ROS etkilerine karsi koruyucu cevaba neden olur
(185). Oksidatif stres prematiir retinopatisi, makiiler dejenerasyonlar ve lveit gibi
bircok okiiler hastaligin patofizyolojisinde olas1 etkiye sahiptir (184). Retinada

doymamis yag asitlerinin bol miktarda bulunmasi retinay1 serbest radikallere karsi
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daha duyarli hale getirmektedir ve oksidatif stresin glokoma bagimli ndronal liimiin
gelisiminde rolii oldugu bilinmektedir (8, 9). Oksidanlar normal biyolojik siirecte
iretilseler de intraselliiler ve ekstraselliiler antioksidanlarla etkisiz hale getiriliriler.
Sistein, tyrozin, askorbat, glutatyon daha once HA’de varhi@ gosterilen
antioksidanlardandir (39). Total oksidan ve antioksidan seviyesi Ol¢iimii doku ve
stvilarda oksidatif stres durumunu belirlemeye yardimci bir yéntemdir. I¢inde belirli
konsatrasyondaki oksidatif maddeyi nétralize edebilecek antioksidan enzim bulunan
kitlerle 6lgiimii yapilabilir. Kitin dogrudan nétralizasyon etkisiyle oksidan madde
Olciimii, etkisi belli olan bir antioksidan maddeyle karsilastirarak antioksidan madde
diizeyi dlciilebilir.

Humor Akéz’da SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan
enzimlerin mevcudiyeti gosterilmistir. SOD superoksit anyonunu akut dénemde hizli
bir sekilde hidrojen peroksite doniistiirerek biitiin géz dokularinda etkin gorev yapar
(186). SOD, ROS metabolizmasinda kilit 6neme sahip bir antioksidan enzimdir ve
siiperoksit anyonlarini ortadan kaldirarak dokulari hidroksil radikalleri gibi zararl
ROS formlarindan korur (187). SOD ayrica ROS iiretiminin artig1 halinde ilk olarak
koruyucu etkiyle devreye giren ve ilk olarak {iretimi artan indikatordiir. NO iiriinleri
hizl bir sekilde siiperoksit anyonlariyla etkileserek peroksinitrit anyonlarina dontisiir.
Bu nedenle calismamizda SOD enziminin ve TAS-TOS diizeylerinin tayini
planlanmastir.

Biitiin bu bilgiler 1s18inda; glokomatdz stres olusturmak amaciyla ratlarin
gozlerine intravitreal NMDA enjeksiyonu yaparak apoptozisi indiiklemeyi
amacladik. Sham gruplar ve tedavi gruplarinda NO etkisini incelemek amaciyla
intraokiiler NOS-2 diizeyini, oksidatif stresi incelemek amaciyla intraokiiler TAS-
TOS-SOD diizeylerini, nérotrofik etkiyi incelemek amaciyla ise BDNF-irisin
diizeylerini intraokiiler ve sistemik olarak 6lgmeyi amagladik. BDNF kan beyin
bariyerini gecemeyen ve bu nedenlede santral sinir sistemi hastaliklarinda
kullanilamayan potent bir ndrotrofik faktordiir ve daha Once bahsettigimiz gibi
sentezi irisin hormonu ile iliskili gibi goriinmektedir( bknz. Nérotrofinler). Irisin
diizeyi daha once intraokiiler dokularda ol¢lilmemistir fakat sistemik olarak kanda
dl¢iilmiistiir. Bu nedenle BDNF-irisin iliskisini incelemek amaciyla bu markerlarin

diizeylerini hem intraokiiler hem de sistemik olarak dlgmeyi planladik.
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2. GEREC VE YONTEM

Firat Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde yetistirilen 35
adet Sprague Dawley cinsi, ortalama 500 gram agirliginda 12 haftalik erkek rat
kullanildi. Ratlar 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde sirkadiyen ritme
uygun olarak, 23 °C oda 1sisinda, kafesler i¢inde, siirekli serbest yem ve su verilmek

suretiyle beslendi.

2.1. Anestezi Teknigi ve Apoptozis Indiiksiyonu

Anestezi ve analjezi uygulamasinda intramiiskiiler 50 mg/kg ketamin
hidrokloriir (Ketalar, Eczacibasi, Tiirkiye) ve 5 mg/kg ksilazin hidroklorid (Rompun,
Bayer, Tiirkiye) kombinasyonu kullanildi ve derin anestezi olmasi i¢in intramiiskiiler
enjeksiyondan 8 dakika sonra tiim hayvanlarin sag gozlerine topikal %]1°lik
proparacain hidroklorid damlatildi. Hayvanlarin sag gozlerine 3 dakika %35 lik
povidone iodide uygulandiktan sonra limbusun yaklagik 1mm gerisinden 30-gauge
igne kullanilarak intravitreal 200 nmol NMDA (5 pl de 40 mM NMDA) enjekte
edilerek apoptozis indiiksiyonu planlandi. Operasyon sonrasinda gozler serum
fizyolojik ile yikanip, antibiyotikli damla tatbik edildi. Hayvanlarin sol goziine
herhangi bir islem yapilmadi.

2.2. Gruplandirma

Ratlar her bir grupta 7 denek olacak sekilde randomize 5 gruba ayrildi.

Grup 1 (kontrol): Herhangi bir islem yapilmadi ve tedavi verilmedi.
Sekizinci giinde aneljezi ve anestezi verilerek gozler eniikle edildi ve kan 6rnekleri
alind.

Grup 2 (sham 1): Deneklere apoptozis indiiksiyonu uygulandi ve
indiiksiyondan 24 saat dnce ve hemen sonrasinda Phosphate buffered saline (PBS)
soliisyonu intraperitoneal olarak verildi. Indiiksiyondan 7 giin sonra aneljezi ve
anestezi verilerek gozler entikle edildi ve kan 6rnekleri alindi.

Grup 3 (sham 2): Deneklere apoptozis indiiksiyonu uygulandi ve
indiiksiyondan 24 saat 6dnce ve hemen sonrasindan baslayarak giinliik olarak oral
gavaj yontemiyle serum fizyolojik verildi. Indiiksiyondan 7 giin sonra aneljezi ve

anestezi verilerek gozler entikle edildi ve kan 6rnekleri alindi.

23



Grup 4 (Eritropoetin tedavi grubu): Dencklere apoptozis indiiksiyonu
uygulandi ve indiikksiyondan 24 saat Once ve hemen sonrasinda 5000 i/kg
eritropoetin (Epobel®) intraperitoneal olarak verildi. indiiksiyondan 7 giin sonra
aneljezi ve anestezi verilerek gozler eniikle edildi ve kan 6rnekleri alindi.

Grup 5 (Rasajilin tedavi grubu): Deneklere apoptozis indiiksiyonu
uygulandi ve indiiksiyondan 24 saat dnce ve hemen sonrasindan baslayarak giinliik
olarak oral gavaj yontemiyle serum fizyolojikle sulandirilmis rasajilin (Azilect®) 1
mg/kg verildi. Indiiksiyondan 7 giin sonra aneljezi ve anestezi verilerek gozler

enukle edildi ve kan 6rnekleri alindi.

2.3. intraokuler Doku Orneklerinin ve Kan Orneklerinin Alinmasi

Hayvanlara analjezi ve anestezi verilerek gozler eniikle edilmistir. Ratlardan
¢ikarilan bulbuslardan optik sinir ve retina OD’den horizontal yonde 1 mm uzakliga
kadar olacak sekilde disseke edilerek RGH’de apopitozisin TUNEL (terminal
deoxyribonucleotityl transferase-mediated dUTP-biotin end labeling) isaretleme
teknigi ile boyanarak gdsterilmesi i¢in patoloji laboratuarina gonderildi. Geriye kalan
retina, vitreus, HA, iris, koroid dokulart NOS-2, TAS-TOS, SOD, irisin, BDNF
diizeylerinin tespiti i¢in biyokimya laboratuarina gonderildi. Genel anestezi altinda
dekapitasyon islemi esnasinda kan Ornekleri alinarak serumda irisin ve BDNF

diizeylerinin tespiti i¢in biyokimya labaratuarina génderildi.

2.4. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5-6 pum kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara
alind1. Uretici firmanm talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak apoptotik
hiicreler belirlendi.

Xylene ile deparafinize edilen dokular, dereceli alkol serilerinden gegirilerek
phosphate buffered saline (PBS) ile yikandi. 0.05% °‘lik proteinase K ile 10 dakika
inkiibe edilen dokular, endojen peroksidaz aktivitesini engellemek i¢in % 3 hydrogen
peroxide ile 5 dakika inkiibe edildi. PBS ile dokular yikandiktan sonra, 6 dakika
Equilibration Buffer ile inkiibe edilip, 37°C’ de nemli ortamda ¢alisma soliisyonu
(%70 pul Reaction Buffer+%30 TdT Enzyme) ile 60 dakika inkiibe edildi. Stop/Wash
Buffer da 10 dakika bekletilen dokular, Anti-Digoxigenin-Perosidaz ile 30 dakika
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islem gordii. Diaminobenzidine (DAB) substrati ile apoptotik hiicreler incelendi.
Harris hematoksilen ile zit boyasi yapilan kesitler uygun kapatma soliisyonu ile
kapatildi. Hazirlanan preparatlar Leica DMS500 mikroskobunda incelenerek

degerlendirildi ve fotograflandi (Leica DFC295). TUNEL boyamanin
degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmis ¢ekirdekler normal,
kahverengi niikleer boyanma gosteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi.
Kesitlerde 1 x 10'luk biiyiitmede rastgele secilen alanlarda, normal ve apoptotik olan
en az 500 hiicre sayildi. Apoptotik hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik) hiicrelere

oranlanmast ve paydanin 100’e esitlenmesi ile Apoptotik indeks (AI)’i hesaplanarak

istatistiksel analizleri yapildi

Boyama metodu asagidaki tabloda ayrintili olarak verilmistir (Tablo 2).

Tablo 2. TUNEL Boyama Prosediirii

Islem Siire
1 60°C etiiv Bir gece
2 Xylol 3X15 dakika
3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika
4 PBS 5 dakika
5 Kesitlerin ¢evreleri sinirlayici kalem ile ¢izilie..
6 1: 500 d iliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dakika
7 PBS 3X5 dakika
8 Endojen peroksit blokaj1 (% 3 H,0,) 3 dakika
9 PBS 3X5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11 Calisma soliisyonu (%70 ul Reaction Buffer+%30 TdT Enzyme) 37°C’de 60 dakika
12 Stop/Wash Buffer (2ml) +Distile su (68ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13 Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14  PBS 3X5 dakika
15  DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10 dakika
16  PBS 3X5 dakika
17  Distile su 5 dakika
18  Harris hematoksilen 1-5 dakika
19  Distile su 5 dakika
20 %80, %96 ve %100 etil alkol 1'er dakika
21 Xylol 2X5 dakika
22 Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma. .
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2.5. Biyokimyasal Parametrelerin Degerlendirilmesi

2.5.1. Orneklerin Ahinmasi ve Hazirlanmasi

Deney siiresi sonunda kan ornekleri biyokimyasal analizler igin jelli
biyokimya tiiplerine alindi. Alinan kanlar 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
(Heraeus Biofuge Stratos; Kendo Laboratory Products, Osterode-Germany)
serumlar1 ayrildi, eppendorf tiiplere porsiyonlanarak ¢alisma giiniine kadar -80°C’de
saklandi. Biyokimyasal degerlendirmeler icin intraokiiler doku 6rnekleri 9%0,9’luk
soguk (+4°C) sodyum kloriir (NaCl) ile yikand1 ve kurutma kagidi ile kurutuldu ve
uygun porsiyonlara ayrilarak ¢alisma giiniine kadar -80°C’de saklandi. Toplanan
serum ve intraokiiler doku orneklerinden BDNF ve Irisin diizeyleri, SOD enzim
aktiviteleri, TAS, TOS seviyeleri kendilerine uygun metodlar kullanilarak ol¢iildii
ayrica Western Blot yontemi ile gézde NOS-2 protein expresyon diizeyleri ortaya

konuldu.

2.5.2. Doku homojenizasyonu

-80 °C’de derin dondurucuda bulunan 6rnekler ¢ikarildi. Cikartilan dokular
100mg seklinde hassas terazide (SARTORIUS GMBH, Germany) tartildi ve proteaz
ve fosfataz inhibitor iceren RIPA Lysis Buffer (Santa Cruz Biotechnology, Inc.
USA) ¢ozeltisi igine aktarildi (1;9, w;v). +4°C°de buz kaliplar1 i¢inde, homojenizator
ile (Ultra TurraxType T25-B, IKA Labortechnic, Germany) 16000 rpm’de 3 dakika
homojenize edildi. Elde edilen homojenat 5000xg’de 1 saat (+4°C’de) santrifiij
edilerek {stteki silipernatantlar1 alindi. Tekrar santrifiij edilerek temiz bir lizat
olusturuldu ve gerekli biyokimyasal ol¢iimleri yapmak icin -80 °© C'de muhafaza

edilecek sekilde eppendorf tiiplerine aktarildi.

Bu asamada 17 numarali rata ait intraokiiler doku 6rnekleri homojenizasyon

esnasinda teknik nedenlerle kullanilamaz hale geldiginden ¢alismadan ¢ikartildi.

2.5.3. Doku Orneklerinde Total Protein Miktarlarinin Tespiti

Stipernatantlarda total protein miktarlari, Qubit protein dl¢ciim kiti (Qubit

Protein Assay Kit, Invitrogen, USA) ve &l¢iim tiipleri (Qubit Assay Tubes 500 pL,
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Invitrogen, USA) kullanilarak, kit prosediiriine uygun olarak, Qubit Fluorometer

cihazinda (invitrogen, USA) tespit edildi. Sonuglar mg/ml olarak belirtildi.

2.5.4. BDNF ve Irisin Diizeylerinin 6l¢iimii

Brain Derivered Neurotrophic Factor diizeyleri, rat BDNF ELISA Kkiti
(Sunred Biological Technology Co., Ltd., katalog no; 201-11-0477, Shanghai,
China), irisin diizeyleri, rat Irisin ELISA kiti (Sunred Biological Technology Co.,
Ltd., katalog no; 201-11-1713 Shanghai, China) kullamilarak, kit prosediirlerine
uygun olarak hem serum hem de doku silipernatantlarinda ¢alisildi. Absorbanslar
ELX800 ELISA okuyucusunda spektrofotometrik olarak 450 nm’de okutuldu. Plate
yikamalarinda ise otomatik yikayici olarak Bio-tek ELX50 (BioTek Instruments,
USA) kullanildi. Sonuglar serum ornekleri i¢in ng/mL, doku i¢in ng/mg protein,
olarak belirtildi. Sonuglar verilirken, sulandirma orani gbz Oniine alinarak ve
diliisyon faktorii ile garpilarak hesaplandi. BDNF i¢in kitin dl¢tim araligr 0,04 - 10
ng/mL, minimum 6lgiilebilir diizeyi 0,035 ng/mL idi. irisin icin kit 6l¢iim araligi 0,3

- 90 ng/mL, minimum Jlg¢iilebilir diizeyi 0,247 ng/mL idi.

2.5.5. SOD Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

Siiper Oksit Dismutaz enzim Aktiviteleri; SOD 6lgiim kiti (BioAssay
Systems, Enzy Chrom' Superoxide Dismutase Assay Kit, cat no; ESOD-100, USA)
kullanilarak, kit prosediirline uygun olarak hem serum hem de doku
siipernatantlarinda  c¢aligildi.  Absorbanslar ELX800 ELISA okuyucusunda
spektrofotometrik olarak lsaat ara ile 440 nm’de okutuldu ve absorbans farklari
kaydedildi. Iki 6l¢iim arasindaki absorbans farklarmin, en yiiksek absorbansa sahip
standartin iki Ol¢iim arasindaki absorbans farkindan tek tek cikartilmasi ile elde
edilen standart egri grafiginden yararlanilarak serum ve doku siipernatantlarindaki
SOD enzim aktiviteleri 6l¢iildii. Sonuglar, sulandirma orani goz oniline alinarak ve
diliisyon faktorii ile carpilarak hesaplandi. Birimler, serum 6rnekleri i¢in U/mL, doku

icin U/mg protein olarak belirtildi. Kitin 6l¢iim aralig1 0,05 - 3 U/mL idi.

2.5.6. TAS Diizeylerinin Ol¢iimii

Total Antioksidan Seviyesi diizeyleri Firat Universitesi Hastanesi Merkez

Laboratuvari’nda otoanalizorle (Siemens Advia 2400 ChemistrySystem, Siemens,
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Tokyo, Japonya) Rel Assay Total Antioxidant Status Test Kiti (REF: RL0O017, LOT:
OR14046A2, Mega Tip Sanayi ve Ticaret Ltd, Gaziantep, Tirkiye) kullanilarak, kit
prosediiriine uygun olarak hem serum hem de doku siipernatantlarinda olgiildii.
Sonuglar doku ve serumlar i¢in mmol Trolox Equiv./L olarak belirtildi. Kitin 6l¢lim

araligr 1,20-1,50 mmol/L, lineeritesi ise 0-2,75 mmol Trolox Equiv./L idi.

2.5.7. TOS Diizeylerinin Ol¢iimii

Total Antioksidan Seviyesi diizeyleri Firat Universitesi Hastanesi Merkez
Laboratuvari’nda otoanalizorle (Siemens Advia 2400 ChemistrySystem, Siemens,
Tokyo, Japonya) Rel Assay Total Oxidant Status Test Kiti (REF: RL0024, LOT:
al150570, Mega Tip Sanayi ve Ticaret Ltd, Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak, kit
prosediiriine uygun olarak intraokiiler doku orneklerinde 6l¢iildii. Sonuglar doku ve
serumlar i¢in pmol H,O, Equiv./L olarak belirtildi. Kitin dl¢lim araligr ise 4-6

umol/L, lineeritesi ise 0-33,5 umol H,O, Equiv./L idi.

2.5.8. NOS-2 protein ekspresyon diizeylerinin tespiti

Total protein miktarlar1 bilinen siipernatantlardan kromojenik deteksiyon
yontemi kullanarak % 4-12 Bis-Tris jel’e 20 pL’lik protein olacak sekilde
yiikleyecegimiz ornekler hazirlandi. Yiiklenen total protein miktarinin esit olabilmesi
icin (30pug), +4°C’de buz kaliplar iizerinde siipernatantlara; prosediirde belirtildigi
iizere 1 ul NuPAGE" Sample Reducing Agent (10X), 2,5 ul NuPAGE® LDS Sample
Buffer (4X) ve distile su eklenerek son hacimler 20 pL’ye tamamlandi. Hazirlanan
bu karisimlar 10 dakika 70 °C’de Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, USA)
cthazinda denatiire edildikten sonra -20 °C’de 5 dakika bekletildi.

Invitrogen firmasindan temin edilen SURELOCK X CELL dikey jel
elektroforez sisteminde kasetlerin ilk kuyucuguna SeeBlue Plus2 Pre-stained
Standardindan (Invitrogen , USA), diger kuyucuklara hazirlamis oldugumuz
ornek karisimlarindan eklendi. Elektroforez Giic Kaynag: (Bio-Rad Laboratories,
USA) 150V, 1 saate ayarland1 ve elektroforezde proteinler yiiriitiildii. Jel kasetleri
jel bicagi kullanilarak baglanti noktalarindan ayrildi. Yiiriittiiglimiiz jel distile su
icine dikkatlice alindi. iBlot dry blooting sistemini kullanarak PDVF membranina
proteinler transfer edilerek blotlama islemini gergeklestirildi. B-Aktin ve NOS-2

proteinlerinin membran iizerinde daha Onceden markira gore bant yerleri
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belirlenmis olan araliktan membran steril bir bisturi yardimiyla kesilerek 2
membrana  bélindii  ve WesternBreeze® Chromogenic Western  Blot
Immunudetection Kit-Anti-Mouse (WB7103, lot: 1862244 invitrogen™, USA)
kiti prosediiriine uygun sekilde once bloklama ardindan yikama islemlerini
gerceklestirildi. Bloklama iglemlerinin ardindan, Referans primeri olarak secilen
Mouse Monoclonal  Anti-B-Aktin  primer antikoru (MA1115,BOSTER
BIOLOGICAL TECHNOLOGY Co., Ltd., USA) ve Hedef primeri olarak segilen
Mouse Monoklonal Anti-NOS-2 primer antikoru ((C-11): sc-7271, lot: # E2417,
Santa Cruz Biosearch, USA) bloking soliisyonlarimin igerisinde belirtilen
oranlarda eklenerek 1 saat inkiibe edildi.Yikama soliisyonlari ile armndirilmig
membranlar iizerine sekonder antikorlar eklenerek inkiibasyona birakildi. Tekrar
yikamalar ardindan Chromogenic substrat eklendi ve proteinlerin goriiniir hale
gelmesi saglandi. Yapilan tiim basamaklar sonucunda ortaya ¢ikan bantlar image-
j programi kullanilarak goriintiilendi ve referans proteinimiz -Aktin proteini ile
standardize edilerek rolatif protein miktarlar1 hesaplandi.

(Normalize Edilmis Veri= NOS-2 degerleri/ B-Aktin degerleri)

2.5.9. istatistiksel analiz

Istatistiksel degerlendirme SPSS 22,0 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 Yonlii

Varyans Analizi (ANOVA) ve onu takiben Tukey Posthoc Testi uygulanmistir.

Normal dagilima uymayanlarda nonparametrik olan Kruskal Wallis Varyans Analizi

ve onu takiben Mann-Whitney U Testi kullanilmistir. Ayrica iligkili degiskenler icin

Wilcoxon testi uygulanmustir.
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3. BULGULAR

Deney sliresince deneklerin genel goriinim ve hallerinde degisiklik

gozlemlenmemistir.

3.1. TUNEL Boyama Sonuclari

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 151k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; Kontrol (Sekil 7) grubuyla kiyaslandiginda
SHAM 1 (Sekil 8) ve SHAM 2 (Sekil 9) gruplarinda TUNEL pozitifligi istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde artmis bulundu (p<0,001, p<0,001). SHAM 1 ve SHAM 2
gruplar1 arasinda TUNEL pozitifligi agisindan anlamli bir fark yoktu (p=0,977).
SHAM 1 ve SHAM 2 gruplari ile kiyaslandiginda ise ERITROPOETIN (Sekil 10) ve
RASAJILIN (Sekil 11) gruplarinda TUNEL pozitiflii istatistiksel olarak anlaml1 bir
sekilde azalmis bulundu (sirasiyla p<0,001,p<0,001). Bununla birlikte
ERITROPOETIN ve RASAIJILIN gruplar1 arasinda TUNEL pozitifligi acisindan
belirgin bir fark izlenmedi (p=0,977). Tablo 3. Apoptotik indeks (%)

Tablo 3. Apoptotik indeks (%)

GRUP Apoptotik indeks (%)
KONTROL 1,83+0,75
SHAM 1 11,66+2,06"
SHAM 2 12,66+2,94"
ERITROPOETIN 5,33+1,50"
RASAJILIN 4,80+1,30""

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
* Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda p < 0,001
“SHAM 1 grubu ile karsilagtirildigida p<0,001
““SHAM 2 grubu ile karsilastirldiginda p<0,001
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Sekil 6. Kontrol grubuna ait

~

retina dokusunda TUNEL pozitif RGH’leri (kirmiz1 ok).

Sekil 7. Sham 1 grubuna ait retina dokusunda TUNEL pozitif RGH’leri (kirmiz1 ok).
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Sekil 9. ERITROPOETIN grubuna ait retina dokusunda TUNEL pozitif RGH’leri

(kirmiz1 ok).
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Sekil 10. RASAJILIN grubuna ait retina dokusunda TUNEL pozitif RGH’leri

(kirmiz1 ok).

3.2. NOS-2 Diizeyi Sonuclari
Gruplardan alinan ratlarin gozlerine ait intraokiiler doku 6rneklerindeki NOS-
2’nin normalize edilmis verileri tablo 4’de gosterilmistir. Sekil 12°de izlendigi gibi
kontrol grubu ile karsilastirildiginda sham 1 ve sham 2 gruplarinda NOS-2
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis mevcuttur (p=0,02; p=0,011). Sham
1 ve sham 2 gruplann arasinda istatiksel bir fark bulunmamistir (p=0,801).
Eritropoetin ile tedavi edilen grup sham 1 grubu ile karsilastirildiginda NOS-2
diizeylerinde anlamli olarak azalma vardir (p=0,025). Rasajilin ile tedavi edilen grup
SHAM 2 grubu ile karsilagtirildiginda yine anlamli sekilde diisiik oldugu
gorilmistiir (p=0,031). Eritropoetin ve rasajilin gruplar1 arasinda istatiksel bir fark

yoktur (p=0,565). Eritropoetin ve rasajilin gruplar1 ile kontrol grubu arasinda

istatistiksel bir fark goriilmemistir (p=0,949; p=806).
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Resimlerin tiimiinde; iistteki membranda Western Blot yontemi ile elde edilmis Beta-actin proteini
bant goriintiilerini, hemen altindaki membranda ise Western Blot yontemiyle elde edilmis NOS-2
protein bantlari sergilenmektedir.

1.KASET; 1 ve 7. Bantlar arasindaki goriintiiler Kontrol grubuna ait olup, 8 ile 14. Bantlar arasi
Shaml grubunu ifade etmektedir,

2.KASET; 1 ve 6. Bantlar arasindaki goriintiiler Sham2 grubuna ait olup, 7 ile 13. Bantlar arasi
Eritropoetin grubunu ifade etmektedir.

2.KASET; 14. Bant ve 3.KASETde bulunan 6 bant ise Rasajilin grubunu ifade etmektedir.

Sekil 11. A-B-C Western Blot analizleri sonucu Beta-actin ve Nos-2 proteinlerine ait

bant goriintiileri
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NOS-2 Ortalama Expresyon Diizeyleri (Normalize edilmis veriler)
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Sekil 12. intraokuler Dokularda Ortalama Nos-2 Expresyon diizeyi

Western Blot analiz sonuglarina gore gruplar arasindaki alinan intraokiiler dokularda
Nos-2 protein expresyon diizeyleri. Kontrol grubu verileri expresyon degerleri %100
kabul edilmistir buna gore sham1 grubunda expresyon %52 (1.52), sham2’de %46
(1.46), Eritropoetin grubunda %15 (1.15), Rasajilin grubunda %0.3 (1.03) artmustir.

Tablo 4. Gruplara gore ortalama NOS-2 diizeyleri (Normalize edilmis veriler)

KONTROL SHAM 1 SHAM 2  ERITROPOETIN RASAJILIN

NOS-2
(Ort.= SD)

1.00+0.22 1.52+0.46  1.46+0.31 1.154+0.90 1.03+0.30

3.3. Total Antioksidan (TAS) Diizeyi Sonug¢lar:

Gruplardan alinan ratlarin gozlerine ait intraokiiler doku orneklerinde TAS
diizeyleri tablo 5’de gosterilmistir. Sekil 13’de goriildiigli gibi kontrol grubuna goére
sham 1 ve sham 2 gruplarindaki TAS seviyeleri anlamli olarak diigiik bulunmustur
(p=0,031,p=0,002). Sham 1 ve sham 2 gruplar1 arasinda istatiksel bir fark yoktur
(p=0,866). Eritropoetin ile tedavi edilen gruptaki 6rneklerde TAS diizeylerinde sham
1 grubuna gore anlamli bir degisiklik goriilmemistir (p=0,626). Benzer olarak

Rasajilin ile tedavi edilen gruptan alman Ornekler ile sham 2 grubu

35



karsilastirildiginda TAS diizeyleri arasinda anlamli bir fark goriillmemistir (p=0,702).
Eritropoetin ve rasajilin gruplar1 arasinda istatiksel bir fark yoktur (p=0,981).
Eritropoetin ve rasajilin gruplaria ait 6rneklerin TAS diizeyleri kontrol grubuna
gore anlamli olarak diisiik bulunmustur (p<0,001, p=0,003).

Total Antioksidan (TAS) Diizeyi Sonuclar: (mmol Trolox Equiv./L)
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Sekil 13. Gruplara gore ortalama TAS diizeyleri
Tablo S. Gruplara gore ortalama TAS diizeyleri

KONTROL SHAM 1 SHAM 2 ERITROPOETIN RASAJILIN

TAS (mmol Trolox

10,47+0,29  9,82+0,57  9,78+0,32 9,70+0.20 9,70+0,40
Equiv./L) (Ort.+SD)

3.4. Total Oksidan (TOS) Diizeyi Sonuglari

Gruplardan alinan ratlarin gozlerine ait intraokiiler doku orneklerinde TOS
diizeyleri tablo 6’de gosterilmistir. Sekil 14’de goriildiigii gibi kontrol grubuna gore
sham 1 ve sham 2 gruplarindaki TOS seviyelerinde istatiksel olarak anlamli bir artis
mevcuttur (p=0,010; p<0,001). Sham 1 ve sham 2 gruplar arasinda istatiksel bir fark
yoktur (p=0,406). Eritropoetin ile tedavi edilen gruptaki orneklerin TOS diizeyleri
sham 1 grubuna gore anlamli derecede diisiik izlenmistir (p=0,048). Rasajilin ile
tedavi edilen gruptaki orneklerin TOS diizeylerinin sham 2 grubuna gdre anlamh
derecede diisiik oldugu goriilmistiir (p=0,004). Eritropoetin ve rasajilin gruplar

arasinda istatiksel bir fark gortilmemistir (p=0,316). Eritropoetin ve rasajilin gruplari
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ile kontrol grubu ile karsilastirildiginda TOS diizeyleri anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (p<0,001; p<0,001).
Total Oksidan (TOS) Diizeyi Sonug¢lar1 (mmol H,O; Equiv./L)
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Sekil 14. Gruplara gore ortalama TOS diizeyleri

Tablo 6. Gruplara gore ortalama TOS diizeyleri

KONTROL SHAM 1 SHAM 2 ERITROPOETIN RASAJILIN

TOS(mmol H,0, 317,05 692,60 794,15 587,12 634,74
Equiv./L)(Ort+SD)  +74,41 +174,66 +£5328 +5827 +105,21

3.5. SOD Diizeyi Sonuclari

Gruplardan alinan ratlarin gozlerine ait intraokiiler doku 6rneklerinde SOD
aktivite diizeyleri tablo 7°de gosterilmistir. Sekil 15°de goriildiigii gibi kontrol
grubuna gore sham 1 ve sham 2 gruplarindaki SOD aktivite diizeylerinde istatiksel
olarak anlamli bir artis mevcuttur (p=0,001; p=0,005). Sham 1 ve sham 2 gruplar
arasinda istatiksel bir fark yoktur (p=0,309). Eritropoetin ile tedavi edilen gruptaki
orneklerde SOD aktivite diizeyleri sham 1 grubuna gore anlamli derecede diisiik
izlenmistir (p=0,001). Rasajilin ile tedavi edilen gruptaki orneklerde SOD aktivite
diizeylerinin sham 2 grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugu goriilmiistiir

(p=0,008). Eritropoetin ve rasajilin gruplar1 arasinda istatiksel bir fark goriilmemistir
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(p=0,481). Eritropoetin ve rasajilin gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda

SOD aktivite diizeyi anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p=0,008, p=0,016).

SOD Diizeyi Sonuclar: (U/mg protein)
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Sekil 15. Gruplara gore ortalama SOD diizeyleri
Tablo 7. Gruplara gore ortalama SOD diizeyleri
KONTROL SHAM1 SHAM 2 ERITROPOETIN  RASAJILIN
SOD (U/mg
0.05+0.06 1,59+0,62  2,10+1.07 0.34+0.20 0,23+0,6

protein) (Ort.+ SD)

3.6. BDNF Diizeyi sonuglar:

Gruplardan alinan ratlarin gozlerine ait intraokiiler doku 6rneklerinde BDNF

diizeyleri tablo 8’de gdsterilmistir. Sekil 16°da goriildiigli gibi kontrol grubuna gore

sham 1 ve sham 2 gruplarindaki BDNF seviyelerinde istatiksel olarak anlamli bir

artis mevcuttur (p=0,034 p=0,002). Sham 1 ve sham 2 gruplar1 arasinda istatiksel bir

fark yoktur (p=0,69). Eritropoetin ile tedavi edilen gruptaki Orneklerde BDNF

diizeyleri sham 1 grubuna gore gorece olarak artis gdsterse de anlamli seviyeye

ulasamamistir (p=0,07). Rasajilin ile tedavi edilen gruptaki Orneklerde BDNF

diizeyleri sham 2 grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir

(p=0,02). Eritropoetin ve rasajilin gruplar1 arasinda istatiksel bir fark goriilmemistir
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(p=0,20). Eritropoetin ve rasajilin gruplart ile kontrol grubu ile karsilastirildiginda
BDNF diizeyleri anlamli olarak yiliksek bulunmustur (p=0,001, p<0,001).
intraokuler Doku Orneklerinde BDNF Diizeyi Sonuclar1 (ng/mg protein)
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Sekil 16. Gruplara gore alinan intraokiiler dokularda ortalama BDNF diizeyleri

Tablo 8. Gruplara gore alinan intraokiiler dokulardaki ortalama BDNF diizeyleri

KONTROL SHAM 1 SHAM 2 ERITROPOETIN RASAJILIN

BDNF(ng/mg
protein)(Ort.+ 0.33+0.06 0.44+0,08  0.55+0,11 0.68+0.17 0,78+0,09
SD)

Gruplardan alinan kan serumu Orneklerinde BDNF diizeyleri tablo 9’de
gosterilmigtir. Sekil 17°de goriildiigli gibi kontrol grubuna gore sham 1 ve sham 2
gruplarindaki BDNF seviyelerinde istatiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p=0,998;
p=0,326). Sham 1 ve sham 2 gruplar1 arasinda istatiksel bir fark yoktur (p=0,310).
Eritropoetin ile tedavi edilen gruptaki kan serumu Orneklerindeki BDNF diizeyleri
ile sham 1 grubu arasinda istatiksel bir fark yoktur (p=0,243). Rasajilin ile tedavi
edilen gruptaki kan serumu orneklerindeki BDNF diizeyleri ile sham 2 grubu
arasinda istatiksel bir fark yoktur (p=0,121). Eritropoetin ve rasajilin gruplari
arasinda istatiksel bir fark goriilmemistir (p=0,110). Eritropoetin ve rasajilin gruplari
ile kontrol grubu ile karsilastirildiginda BDNF diizeyleri arasinda anlamli bir fark
bulunamamaistir (p=0,268, p=0,851).
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Kanda BDNF Diizeyi Sonuglar1 (ng/ml)
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Sekil 17. Gruplara gore kandaki ortalama BDNF diizeyleri
Tablo 9. Gruplara gore kandaki ortalama BDNF diizeyleri

KONTROL SHAM 1 SHAM 2  ERITROPOETIN RASAJILIN

BDNF(ng/ml)(Ort.+

SD) 1,26+0.48 1,26+0,46  1.46+0,16 1,50+0.23 1.30+0,19

3.7. Irisin Diizeyi sonuglar

Gruplardan alinan ratlarin gdzlerine ait intraokiiler doku drneklerinde Irisin
diizeyleri Tablo 10°de gosterilmistir. Sekil 18’de goriildiigii gibi kontrol grubuna
gore sham 1 ve sham 2 gruplarindaki irisin seviyelerinde istatiksel olarak anlamli bir
artis mevceuttur (p=0,009; p=0,046). Sham 1 ve sham 2 gruplar1 arasinda istatiksel bir
fark yoktur (p=0,283). Eritropoetin ile tedavi edilen gruptaki Orneklerin irisin
diizeyleri sham 1 grubuna gore gorece olarak artis gosterse de anlamli seviyeye
ulasamamistir (p=0,064). Rasajilin ile tedavi edilen gruptaki orneklerin irisin
diizeyleri sham 2 grubuna gore gorece olarak arti gdsterse de anlamli seviyeye
ulasamamustir (p=0,207). Eritropoetin ve rasajilin gruplar1 arasinda istatiksel bir fark

goriilmemistir (p=0,303). Eritropoetin ve rasajilin gruplar1 ile kontrol grubu ile
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karsilastirildiginda irisin diizeyleri anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p=0,004,
p=0,006).

Intraokuler Doku Orneklerinde Irisin Diizeyi Sonuclar1 (ng/mg protein)
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Sekil 18. Gruplara gore alian intraokiiler dokulardaki ortalama Irisin diizeyleri

Tablo 10. Gruplara gére alinan intraokiiler dokulardaki ortalama Irisin diizeyleri

KONTROL SHAM 1 SHAM 2 ERITROPOETIN RASAJILIN

Irisin(ng/mg
protein)(Ort.+ 0,47+0,06 0,72+0,20 0,92+0,41 1,02+0.33 1.27+0,52
SD)

Gruplardan alinan kan serum &rneklerinde Irisin diizeyleri Tablol1 ’de
gosterilmigtir. Sekil 19’de goriildiigli gibi kontrol grubuna gore sham 1 ve sham 2
gruplarindaki irisin seviyelerinde istatiksel olarak anlamli bir artis mevcuttur
(p<0,001; p<0,001). Sham 1 ve sham 2 gruplar arasinda istatiksel bir fark yoktur
(p=0,63). Eritropoetin ile tedavi edilen gruptaki kan serumu O&rneklerinin irisin
diizeyleri sham 1 grubuna gore gorece olarak artis gosterse de anlamli seviyeye
ulasamamustir (p=0,236). Rasajilin ile tedavi edilen gruptaki kan serumu 6rneklerinin
irisin diizeyleri sham 2 grubuna gore gorece olarak artis gosterse de anlamli seviyeye
ulasamamustir (p=0,170). Eritropoetin ve rasajilin gruplari arasinda istatiksel bir fark
goriilmemistir (p=0,62). Eritropoetin ve rasajilin gruplart ile kontrol grubu ile

karsilagtirildiginda irisin diizeyleri anlamli olarak yiiksek bulunmugstur (p<0,001).
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Kanda Irisin Diizeyi Sonuclari (ng/ml)
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Sekil 19. Gruplara gore kandaki ortalama Irisin diizeyleri

Tablo 11. Gruplara gore kandaki ortalama Irisin diizeyleri

KONTROL SHAM 1 SHAM 2 ERITROPOETIN RASAJILIN

Irisin(ng/ml)

2,59+0,58 6,56+0,79  7,33+0,59 7,03+0,59 8,06+1.18
(Ort.+ SD)
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4. TARTISMA

Glokom diinyada korliik nedenleri arasinda katarakt ve yasa bagli makula
dejenerasyonundan sonra 3. sirada yer almaktadir. Sinsice ilerleyen bu hastalik
gorme keskinligi ve GA’y1 etkileyene kadar hastalar tarafindan farkedilemediginden
erken tani ve tedavinin énemi daha da artmaktadir. Glokomun ilerideki prevalansi
artacak gibi goriinmektedir ve biiylikk bir halk saglhig problemi olarak
gosterilmektedir. Populasyona dayali ¢alismalar her on kisiden birinde sonunda
mutlaka glokom gelisecegini ve bu durumun glokomu ¢ok yaygin bir hastalik
yaptigini gostermistir (188)

Glokom, ¢ok parametreli ve kompleks bir hastalik olmasina ragmen, en
onemli risk faktdrii ve bugiin igin tedavide kontrol edilebilir tek faktér GIB
yiiksekligidir. Ancak etkin bir GIB diisiiriicii tedaviye ragmen hastalarda gorme
kaybinin devam etmesi s6z konusudur (189). Mevcut durum glokom tedavisinde ek
tedavi yontemleri gelistirmeyi zorunlu hale getirmistir. Bu nedenle gilinlimiiz
aragtirmalarinda, RGH’lar1 ve santral gorme yollarinin néronlarini korumaya yonelik
noroprotektif tedavi yaklagimlar: tizerine yogunlasiimistir. Glokom tedavisinin amaci
en az komplikasyon ve yan etki ile OD ve GA hasarin1 durduracak noktaya diistirerek
gorme fonksiyonlarini korumak olmalidir.

Glokomun neden oldugu goérme kaybi, RGH’leri ve aksonlarinin
dejenerasyonunun bir sonucudur. Onceki galigmalarda glokomlu hastalarda ve
deneysel glokom olusturulan hayvan modellerinde vitreus glutamat diizeylerinin
yiiksek olusu, etyopatogenezde glutamat aracili eksitotoksisite kavramini ortaya
koymustur (60, 63). Glutamat, santral sinir sistemi ve retinanin ana eksitator
norotransmitteridir. RGH de yiikksek oranda NMDA glutamat reseptorlerinin
bulunmasi, bu hiicreleri glutamat diizeylerindeki degisikliklere olduk¢a duyarli hale
getirir. Hiicre dis1 yliksek glutamat eksitotoksik noron hasarima neden olabilir.
Glokomda artan ekstraseliiler glutamat diizeyleri, uzun bir siire hiicre
membranlarinda bulunan iyon kanallarinin agik kalmasini saglar. Bu durumda hiicre
icerisine yiiksek oranda kalsiyum akist olur. Yiiksek kalsiyum diizeyleri ROS’larin
olusumunu tetikler ve ROS’lar, hiicrenin enerji deposu olan mitokondilerin

fonksiyonlarini bozarak hiicre ¢ekirdeginde kromatin kondansasyonuna sebep olur ve
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apopitozisi baglatir (190). Biz de c¢alismamizda glokom modeli olusturmak igin
deneklere intravitreal NMDA enjekte ederek apoptozis indiiksiyonu gerceklestirdik.

Daha onceki caligmalarda normal retinal dokularin histolojik hiicre 6liim
siras1 incelendiginde RGH tabakasindan baslayip i¢ ve dis niikleer tabakalara dogru
ilerledigi goriilmiistiir (191). Glokomatdz hasara bagli 6liim sirast da benzer sekilde;
aksonal dejenerasyon, mikrogliyal dokularda aktivasyon, TNF-o salinimu,
sitokinlerin salinimi ve kompleman yolunun aktivastonu sonucunda RGH 6&liimii ile
son bulmaktadir (192, 193). Bu nedenle biz de apoptozisi RGH hiicrelerinde
arastirdik ve TUNEL metodunu kullandik. Apopitozis yayginligi sham gruplarinda
daha fazla, Eritropoetin veya Rasajilinle tedavi edilen gruplarda sham gruplarina
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha az olarak goriilmistiir. Eritropoetin ve
Rasajilinin RGH iizerinde protektif etkisinin oldugu gosterilmistir.

Nitrik Oksit Sentaz -2 ekspresyonu sonucu meydana gelen NO, oksidasyon ve
nitrasyona neden olarak sitotoksik ve inflamatuar yanitin gelismesinde rol oynayarak
yapmis oldugu DNA hasarinin bir sonucu olarak p53’ii aktive ederek apoptozise
neden olabilir (194). Erdurmus ve ark. (195) psddoeksfoliasyon glokomu ve PAAG
hastalarinda serum NO diizeylerini anlamli olarak yiiksek oranda bulmuslardir. NOS-
2 inhibisyonunun goérme kaybin1 Onleyebilecegi disiintilmektedir (131).
Calismamizda glokomun gozde olusturabilecegi molekiiler oksidasyonun tespit
edilmesi amaclanmis ve bu nedenle NOS-2 enzim miktarinin tayini yapilmistir.
NOS-2 expresyonu kontrol grubuna goére sham gruplarinda daha fazla
goriilmekteyken Eritropoetin ve Rasajilinle tedavi edilen gruplarda bu expresyonun
anlamli sekilde azaldigi, dolayisiyla RGH 6liimiinde 6nemli rolii olan NOS-2
diizeylerinin tedavi gruplarinda diisiik diizeylerde bulunmasi bize bu gruplardaki
hasarin az olmasi ile ilgili oldugunu diisiindiirmektedir (196, 197). Intravitreal
NMDA enjeksiyonu sonrasinda retinal gangliyon hiicrelerinde NMDA
reseptOrlerinin asir1 derecede dogrudan uyarilmasi sonucunda hiicre i¢inde yiiksek
oranda Ca® artisina bagli olabilir ve bu artis NOS-2 enziminin ekspresyonunu
tetiklemis olabilir.

Eritropoetinin hipokside eNOS (NOS-1) expresyonunu artarak cGMP yoluyla
vazodilatasyon etkisiyle oksijen dagitimin1 modiile ettigi bilinmektedir (198) ve bu

nedenle dolayli olarak travmatik beyin hasarinda ndroprotektif etkisi oldugu
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bildirilmistir (199). EPO’nun NOS-2 (iNOS) iizerine etkisi heniiz net olarak
bilinmemekle beraber karotis arter okliizyonu sonrasi hipokampusta reperfiizyon
hasarinda ve inflamatuar uyar1 sonrasi oligodentrosit hiicreleri iizerinde NOS-2
ekspresyonunu azalttigina dair kanitlar bulunmaktadir (200, 201). Biz de
calismamizda EPO ile tedavi edilen grupta NOS-2 enzim diizeyini diisiik bularak bu
kanitlar1 destekler nitelikte sonuglara ulastik.

Rasajilinin NOS-2 {izerine olan etkisini inceleyen bir calisma heniiz
literatiirde bulunmamaktadir. Ancak diger bir MAO-B inhibitorii olan selejilinin L-
deprenyl parcasinin EPO gibi eNOS’u uyararak cerebral arterlerde vazodilatasyon
yaparak Alzheimer ve Parkinson gibi hastaliklarda etkili oldugu bildirilmistir (202).
Yine ayn1 molekiiliin diyabetik rat modelinde beyin dokusunda NOS-2 expresyonunu
azalttigi bulunmustur (203). Bizim calismamizda rasajilin gbzde apoptozis
modelinde NOS-2 enziminin expresyonunu azaltmistir.

Glokomun meydana getirdigi yapisal degisikliklerin temelini oksidatif hasarin
olusturdugunu gosteren birgok calisma vardir (204, 205). Glokomda intraokiiler
dokularda olugmus olan oksidatif stres artis1 engellenebilirse ve antioksidatif defans
sistemi gelistirilip, oksidan-antioksidan denge korunabilirse gérme kaybinin ve RGH
hasariin 6niine gecilebilecegi one siiriilmektedir (206).

Sham gruplarinda TOS seviyesinin kontrol grubuna gore belirgin sekilde
artmis oldugunu gordiik. Bunun olast nedeni asirt NO iiretimi sonucu olusan
peroksinitrit anyonlaridir (207). Bu sonugla korele olarak SOD aktivitesinde sham
gruplarinda defans mekanizmalarinin aktivasyonunabagli olarak asir1 bir artis
goriildii. TAS diizeyleri 1se akut donemde tliketime bagli olarak sham gruplarinda
diisiik izlendi. Eritropoetin ve rasajilinle tedavi edilen gruplarda TOS seviyesi ve
SOD aktivitesi sham gruplarina gore azalmis izlendi fakat TAS seviyelerinde anlamli
bir artis goriilmedi. Bu sonu¢ muhtemelen Eritropoetin ve Rasajilinin antioksidan
madde etkisinden degil NOS-2 enzimini inhibe ederek enzimatik yolla TOS diizeyini
azaltic1 etkisinin olabilecegini diislindiirdii. Boylece TOS diizeyi azalmasina baglh
olarak SOD’a diisen is yiikii azalmasina bagli sentezinin azaldigini diisiindiik. Sonug
olarak tedavi gruplarinda TOS diizeylerinin belirgin azaldigim1 SOD’a diisen is
yiikiinlin azaldigim1 fakat TAS diizeylerinin degismedigini gosterdik. TAS
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diizeylerinin tedavi gruplarinda degismemesinin bir diger nedeni de ¢alismanin kisa
donemdeki degisiklikleri gostermesi olabilir.

Arastirmalar gostermistir ki NTF’nin RGH’lara retrograd transportunun
bozulmasi glokomun olusum mekanizmasina katkida bulunmaktadir. Transport
blokaj1 optik sinir basi seviyesinde olur ve kemirgen ve primat hayvan modellerinde
GIB yiiksekligi ile bu blokaj gdsterilmistir (208-210). Buna gére, RGH’lar1, ya
dogrudan proteinin kendisi veya endojen salinimini indiiklenerek NTF’ler ile
desteklemenin optik sinir hastaliklarinda ve glokom modellerinde néron kaybini
yavaslattig1 gosterilmistir (134, 211-214)

Calismanmizda NTF etkilerini incelemek amaciyla BDNF ve Irisin diizeyleri
incelenmistir. NMDA enjeksiyonu sonrasinda gézde BDNF expresyonunun arttigi
daha onceki calismalarda gosterilmistir (215, 217). Bizim ¢aligmamizda da alinan
intraokiiler doku orneklerine bakildiginda kontrol grubuna goére sham 1 ve sham 2
grubunda anlamli bir artis oldugu goriilmiistiir. Eritropoetin tedavi grubu sham 1
grubu ile karsilastirildiginda gorece olarak artis olsa da literatiirdeki gibi anlamhi
diizeye ulasamamustir (217-219). Rasajilinin santral sinir sitteminde BDNF diizeyini
arttirdigir daha oOnceki calismalarda bildirilmistir (220). Bizim deneyimizde de
Rasajilin tedavi grubu ile sham 2 grubu karsilastirildiginda intraokiiler dokularda da
anlamli bir artis oldugunu gozlemledik. Bu sonuglara gore NMDA uygulandigi i¢in
BDNF diizeyi artmis olan gozlerde verdigimiz tedavilerin rasajilinde anlaml ,
eritropoetinde goreceli olarak bu artis1 potansiyelize edip , bu artig1 daha da arttirdig1
sonucuna ulastik. Kan orneklerine baktigimizda ise hicbir grup arasinda anlamli bir
degisiklik gozlemleyemedik. Bunun nedeni BDNF’nin kan beyin bariyerini
gecememesi olarak literatiirde gosterilmistir (221).

[risin diizeyi incelememizde alman intraokiiler doku orneklerinde kontrol
grubuna gore sham 1 ve sham 2 gruplarinda anlamhi bir artis oldugunu gordiik.
Eritropoetin ve Rasajilin tedavi gruplari sham gruplariyla karsilastirildiginda ise yine
her ikisinde de bir artis olsa da bu artigin anlaml1 diizeylere ulasamadig goriilmiistiir.
Kandaki irisin diizeyi incelememizde, géz ornek diizeyleri ile uyusan sonuclar elde
ettik. Bunun nedeni irisinin BDNF nin aksine diisiik molekiil agirligina sahip olmasi
(yaklasik 12 kDa) nedeniyle kan beyin bariyerini gecebiliyor olmasina bagli olabilir.

Burada 6nemli olan ilk defa gozde irisin molekiiliiniin tespit edilmesi ve intraokuler

46



diizeyinin sistemik diizeyi ile uyumlu oldugunun saptanmasidir. Ayni1 zamanda
NMDA ile glokomda apoptozis modeli olusturulmus ratlarda irisin diizeyinin BDNF
ile uyumlu sekilde anlamli artisinin yine ilk defa gosterilmis olmasidir. Belki de
BDNF ve irisin artist noronal dokularda ayni yolaktan uyarilmaktadir veya
birbirlerini pozitif feedback mekanizmalar1 ile desteklemektedirler (222). Bu
sonuclara gore irisin kan beyin bariyeri nedeniyle bir¢ok norodejeneratif hastalik
(Alzheimer, Parkinson vs.) ve glokomda sistemik olarak kullanilamayan potent bir
NTF olan BDNF’nin yerine yeni bir alternatif olarak umut vadetmektedir.

Glokomda RGH kaybmnin Oniine gegilmesi tedavi stratejilerinin temel
hedefidir. Yani temel hedef noroproteksiyondur. Bu  ndéroproteksiyon
antiglokomatozlerle GIB diisiirerek asil etkenin ortadan kaldirilmasma yonelik
indirekt olarak gilinlimiizde kullanilmaktadir. Ancak gergek noroprotektif tedavi
gorme alani kaybina neden olan apoptozise ugramamis fakat fonksiyon da
gosteremeyen RGH’ni ve heniiz etkilenmemis RGH’ni dogrudan hedef alan
stratejilerdir. GIB diisiiriilse dahi ilerleyen veya GIB normal olsa dahi RGH kayb1
gosteren glokom hastalarinda bu tedavi stratejileri biliylik Oonem arzetmektedir.
Calismamizda eritropoetin ve rasajilin tedavilerinin stres altindaki RHG’lerinde
NOS-2 enzim inhibisyonu ve muhtemel BDNF expresyonunu arttirarak direkt olarak
noroporotektif etkisinin oldugunu ve irisin hormonunun nérotrofik etkide BDNF ile
beraber veya tek basina rolii olabilecegini gosterdik. Eritropoetin ve Rasajilin
konvansiyonel topikal tedavilerle birlikte ndroprotektif etki amaciyla sistemik olarak
kullanilabilecek ilave tedavi secenekleri olabilir. Bu calisma basta biiylik bir halk
saglig1 sorunu olan glokom ve ilave olarak santral sinir sistemi hastaliklarina yonelik

noroprotektif tedavi ¢alismalarina 151k tutar niteliktedir.
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