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1. GIRIS

Glokom diinya ¢apinda geri dondiiriilemeyen korliiglin basta gelen nedenlerindendir.
Retinal ganglion hiicrelerin (RGC) aksonlarinin dejenerasyonu ve terminal donemde hiicre
kayb1 ile karakterize, Oncelikle gorme alam1 (GA) kaybiyla sonuglanan ilerleyici

norodejeneratif bir gz bozuklugu olarak kabul edilmektedir (1).

Glokomun nedenleri kesin olarak bilinmemekle birlikte apoptozisin indiiklenmesine
bagli retinal ve glial hiicre 6liimiine yol acan ndérodejeneratif bir hastaliktir. Glokoma bagli
gorme kaybi i¢in kritik olan nokta, optik sinirde olugan hasar ve buna bagli olarak RGC’lerin
ilerleyici dejenerasyonu sonucu meydana gelir. Glokom patogeneziyle iligkili faktorler
arasinda yiiksek goz i¢i basinci, artmis oksidatif stres, yaslanma, glutamat norotoksisitesi,

optineurin ve miyosilin gibi duyarlilik genleri bulunmaktadir (2).

Glokomun hasar siirecinde etkili olan birgok faktdr bulunmakla birlikte, goz ici basing
(GIB) yiiksekligi bilinen en 6nemli risk faktoriidiir. Ancak giiniimiizde GIB diisiiriicii
ajanlarin kullanimi ile basing seviyesi etkin sekilde diisiiriilmesine ragmen, glokoma bagl
optik sinir hasarmin Onlenemedigi hastalar bulunmasi nedeni ile noroprotektif ajanlarin
gelistirilmesi hedeflenmistir. GIB’in diisiiriilmesi gibi tedaviler dolayli olarak néroprotektif
tedaviler olarak kabul edilebilse de, noroprotektif tedavi noronun direkt kendisini hedef alir
(3, 4). Giiniimiizde, mevcut tedavide 6ncelikli ama¢ GIB’i diisiirmek olup bu amagla medikal
tedavi, lazer ve cerrahi yontemler kullanilmaktadir. RGC’lerde meydana gelen fonksiyon
kaybmin temelinde programlanmis hiicre 6liimii olan apopitoz yer almaktadir. Bu sebeple
glokomun tedavisinde RGC i¢in noroprotektif terapotik yaklasimlarin gelistirilmesi son

derece onemlidir (5).

Eritropoetin (EPO), geleneksel olarak viicudumuzdaki kirmizi kan hiicrelerinin
tiretilmesinden sorumlu oldugu diisliniilen dogal glikoprotein yapili bir hormondur.
Hematopoietik etkisine ek olarak, bu sitokinin, merkezi sinir sisteminde de gdzlenen
noroprotektif ve nororejeneratif Ozellikleri gosterilmistir. Diyabetik retinopati, retina
dekolmani, glokom, prematiire retinopatisi, yasa bagli makiiler dejenerasyon ve optik nevrit

gibi bir¢ok okiiler hastalikta, birgok klinik oncesi ¢alisma yapilmistir. EPO'nun RGC’lerin



apoptozunu Onledigi, gorsel fonksiyonu korudugu ¢ok sayida glokom modelinde

gosterilmistir ve umut verici sonuglar elde edilmistir (6).

Daha once retinada EPO’nun terapétik etkileri sistemik yollar, intravitreal,
subkonjonktival ve retrobulbar gibi farkli okiiler uygulamalar ile test edilmistir. Sistemik yol
istenmeyen bir ikincil etkiye, hematopoezde artisa neden olurken, okiiler uygulamalar
koryoretinit, retina dekolmani, katarakt, vitreit ve hatta endoftalmi gibi okiiler

komplikasyonlara yol agabilmektedir (6).

Daha onceki calismalarda, sicanlarda yapilan glokom hayvan modelinde, EPO'nun
subkonjonktival yoldan uygulandigi zaman hem fizyolojik hem de glokom kosullarinda
retinal ganglion hiicre katmanina ulagtigi gosterilmistir. Subkonjonktival uygulama yolunun,
EPO’nun okiiler hastaliklar i¢in girisime bagli minimal riski olan giivenli ve kolay bir

prosediir oldugu gosterilmistir (6).

Calismamizda daha once yapilmamis bir ¢alisma modeli olan, EPO molekiiliiniin
topikal ve subkonjonktival yoldan uygulanmasinin deneysel sican glokom modelinde

RGC’lerin apopitozisinin ve noroprotektif etkisinin incelenmesi amaclanmaktadir.

Literatiirde topikal EPO tedavisinin bu sekilde uygulandigi bir calisma
bulunmamaktadir. Planlanan calisma sonrasinda EPO’nun apopitozis iizerindeki etkisinin
aydinlatilmasi, sonraki yapilacak klinik ve deneysel c¢alismalara ayni zamanda ilag

tedavilerine zemin olusturmasi hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Gorme Sistemi ve Anatomisi

Gorme duyusunun gorme merkezine ulastirilmasinda gorevli olan goz, distan ige
dogru sklera, koroid ve retina olmak iizere ii¢ tabakadan olusur. Goziin 6n tarafinda sklera
tabakas1 yerini 1518a kars1 gegirgen ve saydam kornea tabakasina birakir. G6z mercegi ve
kornea, gelen 15181 kirarak retinanin {izerine diismesini saglarlar. Koroid kan damarlarini ve
15181 absorbe ederek goz icinde yansimasini engelleyen melanin pigmentini igerir ve goziin
renkli goriinen kismni, irisi olusturur. Iriste bulunan diiz kaslar gelen 1s18mn siddeti
dogrultusunda pupil agikligini diizenler. Pupilin arkasinda saydam, bikonveks ve esnek

ozellikte lens bulunur. En i¢ tabaka olan retina 1518a duyarli fotoreseptor hiicrelerini igerir.
2.1.1. Retina Anatomisi

Retina objelerin goriintiilerinin odaklandig1 sinir tabakasi olup noéronlari oksipital
kortekse kadar uzanir. Retina, merkezi sinir sisteminin bir parcasidir ve noronlar, glial
hiicreler ve kan damarlarindan olusur. Retinanin noronal bileseni alt1 tiir nérondan olusur:
fotoreseptorler (basiller ve koniler), bipolar hiicreler, yatay hiicreler, amakrin hiicreler ve

retinal ganglion hiicreleridir.

Cekirdegi dis niikleer tabakada bulunan fotoreseptorler 1s18a tepki verir ve ikinci
dereceden noronlarla sinaps yapar. Retinal interndronlarin hiicre gévdeleri (yatay, bipolar ve
amakrin hiicreleri) baskin olarak i¢ niikleer tabakada bulunur ve gorsel bilgileri
fotoreseptorlerden retinanin en i¢ tabakasinda bulunan RGC modifiye eder ve iletirler.
RGC’ler, gorsel sinyalleri beynine ileten retinanin ¢ikis hiicreleridir. RGC’lerin aksonlari
optik diskte (OD) birlesir, optik sinir basindaki lamina cribrosa'y1r gegerek optik siniri
olustururlar. Retina pigment epiteli (RPE) koriokapillaris tabakasinin iistiinde bulunan Bruch
membrani iizerinde olup, rejenerasyon kapasitesi diisiiktiir ve retinanin fonksiyonel isleyisi
icin ¢ok Onemli gorevleri vardir. Glokomda, retinal hastaliklar ve elektrofizyolojik testler

agisindan retinadaki her tabakanin 6nemi bulunmaktadir (1, 5, 7).



Retinanin tabakalari i¢ten disa dogru:
1-i¢ limitan membran

2-Sinir lifleri tabakasi

3-Ganglion hiicreleri tabakasi

4-I¢ pleksiform tabaka

5-I¢ niikleer tabaka

6-D1s pleksiform tabaka

7-Dis niikleer tabaka

8-Dis limitan membran

9-Koni ve basiller

10-Retina pigment epiteli’dir.

Sinir Lifi Ganglion Hiicre Vitieis I¢ Limitan Arka
Tabakasi Tabakasi Membran Hyaloid
i¢ Pleksiform ic Niikleer
Tabaka Tabaka
Premakiiler
Bursa

Dis Pleksiform Dis Niikleer
Tabaka Tabaka

Sekil 1. Retina optik koherens tomografi (OCT) gortintiisii



Internal limitan membran: Miiller hiicreleri retinada bulunan en biiyiik hiicre olan
radyal glial hiicrelerdir. Bu tabaka miiller hiicrelerinin ayaklar1 tarafindan olusturulur, vitreus
ile noral retina arasinda difiizyon bariyeri olarak gorev yapmaktadir. Vitreusla temas halinde
olan i¢ yiizli diizgiin olup dis yiizli ise ayaksi ¢ikintilar nedeniyle diizgiin degildir. En i¢
kisimda lamina interna, ortada lamina densa ve en dis kisimda ise lamina eksterna yer alir.
Fibronektin, laminin, tip I ve tip IV kollajen internal limitan membranin yapitaslaridir. OD
kenarinda astroglial hiicrelerin bazal laminasi olarak devam eder ve Elschnig membrani
olarak adlandirilir. Yasla birlikte tabakanin kalinlig1 artar. Retina ve vitreus arasindaki yapisal
baglantilar nedeniyle tanjansiyel traksiyonel kuvvetlere bagli meydana gelen retinal

patolojilerden sorumlu tutulmaktadir (8, 9).

Retina Sinir Lifi Tabakas1 (RNFL): Yaklasik1,2 milyon gangliyon hiicresi aksonlari
tarafindan olusturulur, lamina cribrosa’dan sonra miyelinli hal alir ve optik sinire katilarak
lateral genikiilat gangliona kadar devam eder. Ganglion hiicre aksonlari, nazalde yelpaze gibi,
temporalde makiila ¢evresinde arkuat bir yap1 olusturarak toplanir. Foveadan ¢ikan aksonlar
ise dogrudan mediale yonlenerek OD’e katilirlar, bu demete papillomakiilar band denir. OD
kenarinda tabakanin kalinlig1 en fazla olup (20 — 30 mikron), perifere dogru giderek incelir.

Stiperfisyal kapiller pleksus bu tabakada bulunmaktadir (7, 10).

Ganglion Hiicre Tabakas1 (GCL): Ganglion hiicrelerinin govdelerinin bulundugu
tabakadir. Retinada yaklasik 1,2 milyon dolayinda bulunan ganglion hiicreleri multipolar olup
aksonlar1 retina sinir lifi tabakasina (RNFL) katilirken, dendritleri i¢ pleksiform tabakada
bipolar hiicreler ve amakrin hiicrelerle sinaps yapar. Bu tabaka foveolada bulunmaz,
makiilada birka¢ sirali iken makiila disinda tek sira halindedir. Ganglion Hiicre Tabakasi i¢
pleksiform tabaka ile birlikte glokoma sekonder degisikliklerin en sik izlendigi tabaka olup
gorme alan1 (GA) kayiplar ile koreledir. Glokom takibinde GA ile beraber bu tabakalarin
yapisal testlerle takibi 6nemlidir (10).

I¢ Pleksiform Tabaka (IPL): Ganglion hiicrelerinin bipolar hiicreler ve amakrin

hiicrelerle sinaps yaptig1 tabakadir. Bu tabaka foveolada bulunmaz (11).

I¢ Niikleer Tabaka: Bu tabakada icten disa dogru amakrin hiicreler, Miiller hiicreler,
interpleksiform hiicreler, bipolar hiicreler ve en dista horizontal hiicreler yer alir. Amakrin

hiicreleri; bipolar noronlar, ganglion hiicreler ve amakrin hiicreleri ile baglanti kuran



hiicrelerdir. Bu hiicreler; bipolar hiicrelerden eksitatér glutamaterjik input alirken, diger
amakrin hiicrelerden GABA-c reseptorii araciligiyla inhibitdr inputlar alarak ‘on-off’
mekanizmas1 ile lateral inhibisyon ve sinyal modifikasyonu saglar. Bipolar néronlar,
fotoreseptorlerden gelen uyariyr ganglion hiicrelerine ileten ve sinyal integrasyonunda rol
oynayan glutamaterjik ya da glisinerjik noronlardir. Horizontal hiicreler; fotoreseptorlerle
bipolar ndronlar arasindaki elektriksel ileti ve sinyal modifikasyonundan sorumlu hiicrelerdir.

Derin kapiller pleksus bu tabakada bulunmaktadir (11, 12).

Dis Pleksiform Tabaka: Bipolar hiicrelerin fotoreseptorlerle ve horizontal hiicrelerle
sinaps yaptig1 bolgedir. Fotoreseptdrler, invajinasyon yoluyla olusan sinaptik bdlgelerinin her
birinde bir bipolar ve iki horizontal hiicre ile baglanti kurarlar ve bu bolgelere ‘triad’ denir.
Konlar birden fazla triada katilirken basiller yalnizca bir triada katilir. Makiila bolgesinde
basillerin ve konlarin aksonlar1 daha uzundur ve foveada oblik seyrettikleri i¢in dis pleksiform
tabaka daha kalin ve daha fibrozdiir. Bu bolgeye Henle tabakasi denir. Sistemik hipertansiyon
gibi durumlarda lipid ve diger kan iirlinlerinin yildiz paterninde birikmesi Henle tabakasinin
bu 6zelligindendir. Retinal ve koroidal dolasima diger tabakalara gore daha uzak oldugundan

dolay1 bu bolge dejeneratif degisikliklere daha hassastir ve birikimler daha sik goriiliir (7, 10).

Dis Niikleer Tabaka: Fotoreseptor hiicre niikleuslar1 ve govdelerinin bulundugu

tabakadir. Koni ve basil hiicreleri bulunur (7).

Dis Limitan Membran: Fotoreseptorlerin gévdelerinde bulunan terminal barlarla
Miiller hiicrelerinin baglantilar1 sonucu meydana gelen, fotoreseptor govdesiyle ig¢-dis

segment kismin1 ayiran gergek olmayan membrandir (11).

Fotoreseptor tabakasi: Rod ve koni hiicreleri i¢ ve dis segment, bu segmentleri
birbirine baglayan siliumdan olusan fotoreseptor hiicreleridir. Bu tabakada fotoreseptor
hiicrelerinin i¢ ve dig segmentleri yer almaktadir. D1 segment mukopolisakkarit matriks ile
sarilmis ve RPE ile temas halindedir. D1s segmentte pigment molekiilii igeren yatay yerlesimli
devamli yenilenen diskler bulunmaktadir, yeni olusan diskler devamli silium bolgesinde dig
segmente eklenirken eski diskler digsar1 dogru yer degistirir ve retina pigment epiteli apikal
villuslar1 tarafindan tutulur. Bir gozde yaklastk 120 milyon basil, 6 milyon Kkoni
bulunmaktadir. Foveada yalnizca koni hiicreleri bulunmakla beraber perifere dogru koni

hiicrelerinin sayis1 azalir. Basiller ise perifoveal bolgede yogunlagmistir. Basiller tek bir



fotonu dahi algilayabilecek kadar hassastir ve karanlikta renkleri grinin tonlar1 seklinde
gormeyi saglarken konlarin hassasiyeti daha diisiik olmakla beraber fototransdiiksiyon
sirasinda daha hizli yanit verirler ve parlak 1sikta, renkli gérmeyi saglarlar. Koni hiicreleri
farkli pigment molekiillerinden dolay1 437 nm (mavi) dalga boyuna hassas S konlar, 533 nm
(yesil) dalga boyuna hassas M konlar ve 564 nm (kirmizi) dalga boyuna hassas pigment

iceren L konlar olmak {izere 3 farkli alt gruba ayrilirlar (11, 12).

Retina Pigment Epiteli: Noral retina ile koroid arasinda uzanir. OD’ten ora serrataya
kadar uzanarak siliyer cismin pigmentli epiteli olarak devam eder. Bu hiicreler multipl
niikleusludur, melanozom adi verilen sitoplazmik graniillerin yani sira fundus floresein
anjiografide koroid floresansini (FFA) engelleyen lipofuksin graniilleri de icermektedir. RPE
hiicreleri birbirlerine zonula okludenslerle baglanarak su ve iyonlarin serbest gecisini engeller
ve dis kan retina bariyeri olarak islev goriir. RPE’nin bazal membrani Bruch membraninin i¢
tabakasini olusturur. Apikal kisimlar1 fotoreseptor tabakasiyla komsudur ve apikalde bulunan
villuslar fotoreseptorlerin dig segmentini sarar, fotoreseptor dis kismindan dokiilen diskleri
fagosite eder ve bir taraftan yeni disk sentezi saglar. Her bir RPE hiicresine yaklasik 45
fotoreseptdr hiicresi diiser. A vitamini depolayan RPE A vitamini metabolizmasina da katilir.
Fotoreseptorlerin dis segmentini sararak metabolik aligveriste, dis segment yenilenmesinde
gorev alir. Inter fotoreseptdr matriksin devamliligmni, koryokapillaristen gelen maddelerin
retinaya iletimini, subretinal mesafedeki sivinin devamli aktif sekilde transportunu saglar.

Icerdigi melanin graniilleri sayesinde 151k sagilimini énler (7, 10, 11).

Retina ganglion hiicreleri: Retina tarafindan islenen tiim gorsel bilgilerin beyne
iletilmesi i¢in son ortak yolu saglar. Bu nedenle RGC dejenerasyonu 6nemli bir gorsel etkiye

sahiptir ve diinya ¢apinda geri doniisli olmayan korliiglin 6nde gelen nedenidir (13).
2.1.2. Optik disk anatomisi

Optik sinir basi RGH aksonlarinin optik sinir kanalinda toplanmasiyla olusur. Sinir
lifleri OD iizerinde kanala dogru keskin bir doniis yapar. Bu kanal lamina kribrosa ile
ortiliidiir. Yaklasik 1.200.000 adet sinir lifi, 1000 dolayinda demetlere ayrilarak, 200-300
adet degisik boyuttaki delikten ge¢mek durumundadir. OD boyutlart 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 (14).



Optik Disk ayn1 zamanda retinal damarlarin giris ¢ikis yaptiklar yerdir (Sekil 2).

Sekil 2. Normal bir bireyde Optik Disk

Glokomda OD ve cevresinde bazi degisiklikler goriilmektedir. Bu degisiklikler
karmasik ve c¢ogu kez birbiriyle bagimli gibi goériinmeyen patolojik nedenlerle ortaya
cikmaktadir. GIB artis1, vazospazm, disk yapisinda anomaliler, kan akiminda anomaliler,

anormal kollajen ve ven6z doniisii engelleyen hastaliklar bu etkenlerdendir.

Optik disk, glokomun degerlendirilmesi agisindan en oOnemli bolgedir. OD,
intrapapiller ve parapapiller olarak iki kisimda incelenebilir. Ikisi arasindaki siniri, OD 6n
duvarini1 yapan Elscnig'in peripapiller skleral halkasi belirler. OD ¢api, OD sekli, nororetinal
rim biiylkligi, nororetinal rim sekli, optik cukurlugun optik disk alanina gore oranmi (C/D),
OD hemorajileri, parapapiller koryoretinal atrofi, retinal damar c¢aplart ve SLT, OD

morfolojisini belirleyen degiskenlerdir (15).



2.1.3. Siliyer Cisim, Trabekiiler Ag Yapis1 ve Akoz Hiimor Dinamigi

Goz kiiresinin i¢ duvarinda, irisin arka yiizeyinin hemen arkasinda yer alan bir doku
halkasidir. Siliyer cismin tabani, kasilmasi lensin daha yuvarlak bir sekil almasina neden olan
siliyer kasina ev sahipligi yapar. Bunun nedeni, lensin siliyer govdeye yapisan zoniiller adi
verilen ince baglarla askida kalmasidir. Siliyer kasi kasildiginda zoniillerin ankraj noktasi
hafifce ice dogru hareket ederek zoniiller ilizerindeki gerilimi gevsetir ve lensin dogal

esnekligi daha kiiresel bir sekil almasina neden olur. Odak noktamiz bu sekilde degisir (16).

Akoz hiimor (AH), goziin 6n ve arka bolmelerini yikayan berrak seffaf bir sividir.
Kornea, lens ve trabekiiler ag orgiisiine (TA) besin saglamak gibi ¢ok sayida isleve katilir.
Daha da 6nemlisi, goz i¢i dokusunu destekleyen giiclin korunmasina da katkida bulunur ve
boylece goze belirli bir GIB saglar. GIB, siliyer siirecler tarafindan siirekli {iretimi ve drenajt

arasinda dinamik bir denge ile normal degerler i¢inde tutulur (17).

Iris ile kornea arasindaki anatomik bolge iridokorneal ag¢i olarak adlandirilmustir.
Iridokorneal ag1 iginde yer alan TA &rgiisii, AH’lin gz disina drenaji i¢in ana yolu olusturur.
Cok katmanli hiicre dis1 matriks (ECM) icindeki TA, orgiilii hiicrelerden olusan fenestre
edilmis ti¢ boyutlu bir yapidir. TA, AH’ilin gbziin 6n kamarasina bitisik Schlemm kanalina ve
ardindan toplayici kanallar yoluyla vendz sisteme ¢ikisimi diizenleyerek GIB'i kontrol eder.

TA ‘m islev bozuklugu, GIB yiikselmesinin &ncelikli nedenidir (18).

Trebekiiler yolda AH’liin disa akimi esnasinda karsilastigi en yiiksek direng
justakanalikiiler dokuda meydana gelir. Trabekiiler yoldan AH’iin %80 kadar1 disa
aktarilirken geri kalan kismi1 uveoskleral yoldan aktarilir (19). AH’iin dinamiklerindeki denge
eksikligi, genellikle GiB'de artisa yol agar, diinya ¢apinda korliigiin ikinci 6nde gelen nedeni
olan glokom gibi spesifik okiiler patolojilerde 6énemli bir risk faktoriidiir (17). AH’iin disa
akim miktarmin GIB ile iliskili oldugu saptanmistir. GIB’in popiilasyondaki normal dagilimi

incelendiginde beklenen araligi 11-21 mmHg olarak gézlenmistir (19).

GOz i¢i basinci, goziin i¢ yiizey alania akdz hiimor tarafindan uygulanan kuvvetin
bityiikliigiinii iceren bir dl¢iimdiir. GIB teorik olarak asagida belirtilen Goldmann denklemi ile
belirlenebilir. Bu degiskenlerin herhangi birindeki bir degisiklik veya dalgalanma, kaginilmaz

olarak GiB'yi degistirecektir (20).



GIB=(F/C)+P
F= Akoz hiimér akis orani,
C= Ako6z hiimor ¢ikis orani,
P=Episkleral venoz basing
2.2. Glokom
2.2.1. Glokom Tanim

Glokom, optik sinir basinda RGC oliimiiyle sonuclanan bir grup ndrodejeneratif
hastalig1 kapsar. Durumun asemptomatik dogasi, glokom hastalarinin yarisindan fazlasinin
durumlarimin farkinda olmadigi anlamina gelmektedir (21). Glokom, geri dondiiriilemez
gorme kaybinin diinya c¢apinda onde gelen nedenidir. Nispeten gec¢ bir asamaya kadar
asemptomatik olabilecegi i¢in tami siklikla gecikir (22). Glokom bir¢ok hastalik gibi yas ile
birlikte artmaktadir, 40 yasin tizerindeki kisilerin %1 bu patolojiden etkilenir, 70 yasin

tizerindeki kisilerde %5'e ve 80 yasin lizerindekilerde glokom goriilme orant %10'a yiikselir.

Acik agili glokom, glokomun en yaygin seklidir ve GIB’i artiran TA dejenerasyonu ile
karakterizedir. Bu okiiler hipertansiyon, optik siniri olusturan RGC aksonlariin bozulmasina
ve ardindan RGC’lerin giderek artan kaybina neden olur. Gorsel belirtiler dnce ¢evresel ve
sonra merkezidir. Normal g6z i¢i basincinin ortalama degeri 15,7 mmHg'dir ancak saglikli
kisilerde bile belirgin kronobiyolojik ve bireyler arasi farkliliklar gosterir. Mevcut tedaviler

temel olarak goz i¢i basinci diisiirmeyi amaclamaktadir (1, 23, 24).

Glokom ve eslik eden makula dejenerasyonu giderek artan, yash niifusla birlikte, tiim
diinyay1 etkileyen oftalmolojik hastaliklar arasindadir. 2020 yilinda diinyada 79,6 milyon
glokom hastas1 olmasi, 2040 yilinda 111,8 milyona ¢ikmasi beklenmektedir. Glokomun
asemptomatik kronik bir hastalik olmasi nedeniyle, hastalarin yaklasik yarisi tanilarinin
farkinda degildir ve tedavi géormemektedir, yaklasik %10 kadar hasta ise bilateral korliikle
sonuglanmaktadir (25-27). Tiirkiye’de goriilme siklig1 %2-2,5 olarak tahmin edilmekte olup,
glokom tanisi konmus hasta sayisinin 550 bin oldugu ve bu sayinin tiim hastalarin sadece

dortte birini olusturdugu diisiiniilmektedir (24).
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Kadinlarin genellikle erkeklerden daha uzun yasamasi, glokom ve glokom korligi
riskini artirir. Ayrica glokomda genetik faktorlerin etkili oldugu diistintilmektedir ve hastalik
tanisi alan akraba sayisiyla birlikte glokomun kalitimsal riski artabilir. Glokom tanili kiginin
birinci derece akrabalar1 (ebeveynler, kardesler veya cocuklar) yaklasik 9 kat artmis glokom

gelisme riskine sahiptir.

Miyopinin glokom i¢in 6nemli bir risk faktorii oldugu bulunmustur. Caligmalar miyopi
derecesiyle birlikte glokom gelisme ve ilerleme riskinin arttigin1 gdstermektedir. Klinik bazli
calismalarda, sistemik hipertansiyon, vazospazm ve akut hipotansiyon, glokom i¢in potansiyel

risk faktorleri olarak saptanmistir (28-31).
2.2.2. Glokom Patogenezi

Glokom, optik sinirin progresif ndrodejenerasyonu ve retinal ganglion hiicrelerinin
kaybi ile karakterize noropatiler grubudur (22, 32). Ganglion hiicrelerinin kaybi, GiB’in
seviyesi ile iligkilidir, ancak diger faktorler de rol oynayabilir (22, 33). RGCler,
fotoreseptorlerden sinyaller alan, bunlar1 isleyen ve bunlar1 aksonlarda optik sinir yoluyla
beyindeki diger merkezlere ileten merkezi sinir sisteminin ndronlaridir. Bu aksonlar,
retinadaki gangliyon hiicre ¢ekirdeklerinden OD’e ve daha sonra retina damarlariyla birlikte,
kollojenden olusan elek benzeri bir yap1 olan lamina cribrosa'dan gecer. Lamina cribrosa'nin
arkasinda, miyelin kilifi ile ¢evrili aksonlar optik sinir olarak devam eder. Yiiksek GIB, diisiik
perfiizyon basinci ve / veya diisiik beyin omurilik sivist basinci, lamina cribrosa boyunca
gradiyenti arttirir. Bu durum papiller hipoperfiizyona neden olarak lamina cribrosa'nin yapisal
degisiklige ugramasina ve yeniden sekillenmesine ve optik sinir liflerinde aksonal taginmanin

bozulmasina neden olur (24).

Glokomdaki retinal ganglion hiicre kaybinin patofizyolojisine ait goriis ndrotrofik
faktorlerin retrograd aksoplazmik transport blokaji, azalan vaskiiler perfiizyona bagli iskemi,
serbest radikallerin olugumu, nitrik oksit toksisitesi, glutamat aracili eksitotoksisite ve genetik
faktorler seklinde olup, temelde bu siireglerin biri veya birkaginin birlikteligi ve bu siirecin

sonucunda olusan apopitoz aracili hiicre 6liimiidiir (34, 35).

Bu nedenle glokom tedavisinde etkili olabilecek bir ndron koruyucu ajanin etki

mekanizmasi, glokomun etyopatogenezinde saklidir. Akut ve kronik norodejeneratif

11



hastaliklarda mitokondrial disfonksiyona yol agtig1 bilinen glutamat aracili eksitotoksik hasar

icin glokomatdz hasarin patogenezinde rol oynadig: diistiniilmektedir (36, 37).
2.2.3. Glokomatoz Optik Noropati

Glokomatdz optik noropati (GON), glokoma bagli gérme bozuklugundan sorumlu
birincil patolojik durumdur (38). Ancak, GIB ve diger risk faktdrlerinin GON’a nasil yol
actig1 tam olarak anlagilamamistir (39). Glokom, retina gangliyon hiicrelerinin 6liimii ve optik
sinir basindaki bag dokularinin yeniden sekillenmesi ile tanimlanan karmasik bir yaglanma
bozuklugudur. Optik sinir bagindaki GIB’e bagli aksonal hasar apoptoza yol agar. RGC’lerin
kaybi, yavas ilerleyen bir siireci takip eder. Hastaligin klinik 6zellikleri patolojik olaylar
desteklemistir. Retina gangliyon hiicrelerinin 6liimii beyinde sekonder néron kaybina neden
olur. GiB’ici1 diigiirmeye yonelik terapi orta derecede etkili olsa da okiiler bag dokusunun
yeniden sekillenmesini degistirmek, aksondan somaya hasar sinyalini kesmek ve cesitli

hayatta kalma mekanizmalarini diizenlemek i¢in yeni tedaviler gelistirilmektedir (40).

Glokomatoz optik ndropati i¢in kanitlanmig ana risk faktorii, optik sinir baginin basing
duyarliligmin izin verdiginden daha yiiksek bir GIB’dir. Koch varsayimlarmi karsilayan ¢ok
sayida ¢aligma, yiiksek GIB varliginin GON’a yol agtifmi, GIB diisiiriilmesinin GON’nin
ilerlemesini durdurdugunu ve GiB’deki yeniden artisin GON’nin ilerlemesine tekrar neden
oldugunu gdstermistir. Bununla birlikte, istatistiksel olarak normal veya diisiik GiB’e sahip
bircok glokomlu hasta vardir ve diisiik GIB degerlerine ragmen ilerleyen GON gelistirirler.
Bu goézlemler GIB’in, optik sinir baginin fizyolojisi ve patofizyolojisi i¢in ana basinca bagl
parametre olan translamina cribrosa basing farkinin sadece iki belirleyicisinden biri oldugu
bulgularma yol agmusti. Ikinci parametre, lamina cribrosa boyunca gdz i¢i basinca karsi
basing olarak gelisen orbital serebrospinal sivi basincidir. Translamina cribrosa basing
farkinin yani sira, orbital serebrospinal sivi basincindan etkilenen diger okiiler parametreler
koroid kalinligi, retina ven basinci ve capi, retina ven tikanikliklarinin olusumu ve diyabetik

retinopatinin varlig1 ve siddeti olabilir (41).

Yakin zamana kadar, bu hastaligin patofizyolojisine iligkin eksik bilgi, maalesef
hastaligin ilerlemesi iizerinde sadece yavaslatici bir etkiye sahip olan mevcut tedavilerle
(farmasdtik veya cerrahi) sonuclanmistir. Son arastirmalar, GON’nin klasik ndrodejeneratif

patolojilerle ortak noroinflamatuar mekanizmalar1 paylasan bir hastalik oldugunu
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gostermektedir. RGC’lerin dliimiine ek olarak, noroinflamasyon bu hastaligin ilerlemesinde
ve yayilmasinda anahtar bir unsur gibi goriinmektedir. Gergekte, glial hiicrelerin erken
reaktivitesi retinada ve ayn1 zamanda glokom hastalarinin merkezi gérme yollarinda ve okiiler
hipertansiyonun preklinik modellerinde de gozlenmistir. Dahasi, ndronal lezyonlar retina

yapistyla sinirli olmayip, ayn1 zamanda merkezi gorsel yollarda da ortaya ¢ikar (1).

Glokomun diger bir ayirt edici Ozelligi, tipik olarak RNFL’deki RGC akson
gruplariin kaybi ile iligkili olan GA kusurlar ile ilgilidir. GA kaybi periferik olarak baslar
zamanla santral korliik gelisir (Sekil 3) (1).
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Sekil 3. Saglikli ve glokomlu bireylerde gérme alani

Klinigimizde takipli bir hastanin (Sol) Saglikli bir gbézden normal GA. (Sol)daki
karanlik alan, fizyolojik kor noktaya karsilik gelir. (Sag) Glokomlu bir hastadan anormal bir
GA. Gorme kusurlar (karanlik alanlar) ¢cogunlukla hastaligin erken donemlerinde periferiktir

ve progresyonla merkezi gérmeyi etkileyebilir.

Glokom ve diger optik noropatiler arasindaki fark, gorme keskinligi ve renkli gérme
kaybimin ge¢ meydana gelmesidir. Ciinkii en erken etkilenen lifler periferik retinay1
besleyenlerdir. Son ¢alismalar, makuladaki retinal ganglion hiicrelerindeki liflerin de
etkilendigini gostermistir; ancak glokomlu hastalarin biiylik ¢ogunlugu hastaligin geg
donemlerinde gérme keskinligine ve renk gdrme kaybi dykiistine sahiptir. Ge¢ merkezi gorme
kayb1 glokomda goriilmekle birlikte diger on optik noropatilerde de goriilebilmektedir.
Glokom, diger optik noropatiler gibi, hasarin hiicre govdesinde degil, oncelikle aksonlarda

meydana gelen patofizyolojik 6zelligini paylasir. Diger bir deyisle, diger tiim birincil optik
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noropatilerde oldugu gibi, aksonal hasara bagli bir hastaliktir (42).
2.3. Glokom Siniflandirmasi

Primer glokom ve Sekonder glokom terimleri siniflamada yardimei olabilmekte ve
halen yaygin sekilde kullanilmaktadir. Primer glokom, ak6z disa akimina direng gelismesi ve
ac1 kapanmasi ile iligkilidir. Primer glokom genellikle her iki gozii de etkiler. Sekonder
glokom ise, akdz disa akim azalmas ile giden okiiler veya sistemik hastaliklar ile iliskilidir.

Sekonder glokom genellikle asimetriktir veya tek taraflidir.
Glokom, asagidaki sekilde siniflandirilabilir (European Glaucoma Society, 2014):
L. Primer Agik Acili Glokomlar
1. Primer acik acili glokom
a. Primer agik agili glokom/Yiiksek tansiyonlu glokom
b. Primer agik acili glokom/Normal tansiyonlu glokom
2. Primer jiivenil glokom
3. Primer acik agili glokom siiphesi
4. Okiiler hipertansiyon
II. Sekonder Glokomlar
1. Sekonder acik acili glokom
a. Okiiler hastaliga bagl sekonder agik acilt glokomlar
i. Eksfoliasyon (psddoeksfoliasyon) glokomu
ii. Pigmenter glokom
iii. Lens kaynakli agik a¢ili glokom
iv. Intraokiiler kanama ile iliskili glokom

v. Uveitik glokom
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vi. Neovaskiiler glokom

vii. Intraokiiler timére bagli glokom

viii. Retina dekolmanina bagli glokom

b. Okiiler travmaya bagli acgik agili glokom

2. Iyatrojenik sekonder agik acil1 glokomlar

a. Kortikosteroid tedavisine bagli glokom

b. Okiiler cerrahi ve lasere bagl sekonder agik a¢ili glokom

3. Ekstraokiiler hastaliklara bagli sekonder agik acili glokom
a. Episkleral ven6z basing artisina bagli sekonder acik agili glokom
III. Primer A¢1 Kapanmasi

1. Primer a¢1 kapanmas: siiphesi

2. Akut ag1 kapanmasi

3. Intermittan ag1 kapanmasi

4. Kronik ag¢1 kapanmasi glokomu

5. Akut ac1 kapanmasi atagi sonrasi durum

IV. Sekonder A¢1 Kapanmasi

1. Pupiller blok ile beraber olan sekonder ag1 kapanmasi

2. Pupiller blok olmadan anterior cekme mekanizmasi ile olan
3. Pupiller blok olmadan anterior itme mekanizmasi ile olan
V. Cocukluk Cag1 Glokomlar1

1. Primer konjenital glokom
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2. Geg baslangicli ¢cocukluk cagr agik agili glokom/Erken jlivenil glokom
3. Sekonder ¢ocukluk ¢agi glokomu

Glokomlar ayrica iki genis kategoriye de ayrilabilir: acik acili glokom ve aci
kapanmasi glokomu. Amerika Birlesik Devletleri'nde vakalarin %80'inden fazlas1 agik acili
glokomdur; ancak, kapali ac1 glokom, ciddi gérme kaybi olan orantisiz sayida hastadan
sorumludur. Hem acik acili hem de kapali agili glokom primer hastalik olabilir. Sekonder
glokom travma, kortikosteroidler gibi bazi ilaglar, enfeksiyon, malignite veya pigment

dispersiyonu veya psddo-exfoliasyon gibi durumlardan kaynaklanabilir (22).
2.3.1. Primer Acik A¢ihi Glokom

En sik goriilen glokom formu primer agik agili glokomdur. Bazi glokomlar i¢in bazi
genetik mutasyonlar tanimlanmis olsa da primer agik acili glokom ile iligkili olanlar siirlidir
ve ¢ogu primer acik acili glokom hastasi igin etiyoloji hala belirsizdir (32). Ik basvurudaki
ilerlemis hastalik ve tedaviye uyumsuzluk, glokomlu hastalar1 hastaligin korliige ilerleme

riski ile kars1 karsiya birakmaktadir (43).

Primer acik acgili glokom genellikle, fundoskopik degerlendirme ve gérme alani
degerlendirmesini (perimetri kullanarak) iceren rutin goz muayenesi sirasinda teshis edilir.
Tonometri ile dlgiilen GiB’teta meydana gelen bir artis, teshis icin gerekli degildir. Primer
acik acili glokom yonetimi, Retinal ganglion hiicrelerinin néroproteksiyonunu ve aksonal
rejenerasyonu hedefleyen yeni tedaviler gelistirme asamasinda olmasmna ragmen, goz ici

basinci diistirmek i¢in topikal ilag tedavilerini ve cerrahi operasyonu igerir (43, 44)
2.3.1.1. Primer Acik Acili Glokom Epidemiyolojisi

Acik acgili glokom prevalansi yagla birlikte artar, 40-44 yaslarinda %0,4'ten 70-74
yaslarinda %?2,7'ye ve Avrupa kokenli kisilerde 90 yasin lizerinde %10,0'a ytikselir. Erkekler
kadinlardan daha sik etkilenir (olasilik orani [OR] 1.30). Etnik gruplar arasinda belirgin
farkliliklar ortaya ¢ikarmistir.Ozellikle, Afrika kokenli kisilerde, Avrupalilara gore 2,8 kat
daha yiliksek glokom prevalansi varken, kapali acili glokom ve normal basingli glokom
Asyalilarda daha yaygindir. Konjenital glokom ve juvenil glokom ise genel olarak nadirdir

(24).
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2.3.1.2. Primer Acik A¢ih Glokom Patofizyolojisi

Glokom, progresif aksonal patoloji ve RGC’lerin apopitozu ile karakterize, optik sinir
basinda yapisal degisikliklere ve geri doniisii olmayan gorme kaybina neden olan bir
patolojidir. Oncelikle insan olmayan primatlarda ve daha yakin zamanda ve yaygin olarak
kemirgenlerde olmak f{izere c¢esiti GON’a meydana getirmek i¢in deneysel modelleri
gelistirilmistir. Bu modeller, glokomatdz hasarin altinda yatan mekanizmalar1 incelemek i¢in
Onemli arastirma araclari saglamaktadir (45). Birincil acik acili glokom, genellikle,
azaldiginda hastaligin ilerlemesini yavaslatabilen artmis GIB ile iliskilidir (46).
Semptomlardan bagimsiz olarak, primer acgik agili glokom hastalar1 periferik iris ve TA
orgiisiiniin birlesmesine sekonder olarak yiiksek GIB gelistirir ve bu durum akéz hiimériin
Oniinde bariyer olusturur. Primer ac¢ik acili glokom, optik sinir dejenerasyonuna neden

olabilen ¢ok yiiksek GIB ile sonuclanabilir (47).
2.3.1.3. Primer Acik Ac¢ilhi Glokom Risk faktorleri

Primer acik acili glokomu olan birgok hasta asemptomatik seyreder ve bu sebeple bu
hastaliga sahip olduklarindan bihaberdirler. Glokom gérme kaybina neden olan optik sinirde
progresif hasara GON’a neden olan ndrodejeneratif bir hastaliktir. Cesitli risk faktorleri
tanimlanmistir; 6nemli bir risk faktori, yliksek goz i¢i basincidir (47, 48). Primer agik acili
glokom i¢in diger risk faktorleri arasinda ileri yas, siyah 1irk,miyopi, ailede glokom 6ykiisii ve

diabetes mellitus bulunur (43).

Glokom riski yasla birlikte artar. Ancak bu, yasla ilgili ¢ogu hastalik i¢in dogrudan bir
baglanti degildir. Kirillganlik kavrami, hizlandirilmis fiziksel ve biligsel gerileme, engellilik ve
Oliim i¢in daha yiiksek bir riskle sonuglanan, spesifik olmayan bir savunmasizlik durumudur

(28).

Aile Oykiisii varligi glokom ig¢in risk faktdrii olarak bildirilmis olsa da bir gen
mutasyonuyla iligkilendirilememistir. Glokomun erken evrelerde asemptomatik seyretmesi
nedeniyle aile Oykiisiiniin net olmadig1 agiktir (28). Glokomu olan hastalarin kardeslerinde
glokom varligt %10,7 iken, glokomu olmayan hastalarin kardeslerinde glokom prevelansi

%0,7 olarak saptanmistir (49).
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Diabetes mellitus, 1980'den bu yana diinya capinda yayginliginda neredeyse dort
katina ¢ikan, biiyiiyen bir uluslararasi halk saglig1 sorununu temsil etmektedir. Bilinen birgok
mikrovaskiiler komplikasyonu olmasina ragmen, diyabetik retinopatiden kaynaklanan gérme
kaybi, etkilenen bireyler i¢in en yikici olanlardan biridir. Ek olarak, diyabetik hastalarin
glokom i¢in daha biiylik bir riske sahip oldugunu gosteren artan kanitlar mevcuttur.
Glokomun patofizyolojisi tam olarak anlasilmamis olsa da hem diyabet hem de glokom, baz1
ortak risk faktorlerini ve patofizyolojik benzerlikleri paylasiyor gibi gdriinmektedir. Ayrica,
diyabet varhiginin ve yiliksek seyreden aglik glikoz seviyelerinin, goz i¢i basincinin

yiikselmesi ile iligkili oldugunu bildiren ¢aligmalar mevcuttur (50).

Miyopinin glokom i¢in 6nemli bir risk faktorii oldugu bulunmustur. Yiiksek miyopi
derecesi ve belirli yas gruplarinda artan eksenel uzunlugun risk faktorleri olarak
tanimlanmasi, miyopi derecesiyle birlikte glokom gelisme ve ilerleme riskinin arttigini

gostermektedir (28).
2.3.2. PrimerAc¢1 Kapanmasi Glokomu

Primer a¢1 kapanmasi glokomu, progresif bir optik sinir dejenerasyonudur ve drenaj
acisinin kapanmasindan kaynaklanan okiiler hipertansiyona sekonder olarak, OD hacminin
karakteristik genislemesi ve gérme alani kaybiyla iligkili GON olarak tanimlanir (51). Agt
kapanmast, iris ve TA arasindaki apozisyonel yaklasim veya adezyondan kaynaklanir. ileri
yas, hipermetropi ve dogu Asya etnik kdkenleri birincil ag1 kapanmast glokomu i¢in ana risk
faktorleridir (52).Primer ac1 kapanmasi glokomu i¢in ana tedavi stratejisi, goz i¢i basincinin
azaltilmasi, kapali a¢inin yeniden agilmasi ve daha fazla a¢1 kapanmasinin oniine gegmektir.
Trabekiilektomi, gonyosineliyaliz, glokom implanti ve siklodestriiktif prosediirler etkili
cerrahi seceneklerdir. Her biri primer a¢1 kapanmasi glokomu yonetiminde kendi artilart ve

eksileri olan dnemli operasyonel miidahalelerdir (51).
2.4. Glokom Tam Kriterleri

Glokom, optik sinir basinin ¢ukurlagmasi ve gorme alani hasar1 ile karakterize
heterojen bir hastalik grubudur. Diinya ¢apinda geri dondiiriilemez korliigiin en sik nedenidir.
Goz ici basinct baglangica gore %30-50 azalirsa ilerleme genellikle durur. 40 yas ve

tizerindeki niifusta diinya ¢apinda yasa gore standartlagtirilmis yayginhigi yaklasik %3,5'tir.
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Glokomun kronik formlart agrisizdir ve semptomatik gérme alani kusurlar1 geg¢ ortaya cikar.
Oftalmolojik muayene ile erken teshis zorunludur (52). Saglikli ve glokomatéz OD’lerin
oftalmoskopik fotograflar1 sekil 2’de gosterilmistir. Saglikli OD’te, ndroretinal c¢ergeve en
genis kismi alt bolgede, ardindan {ist bolge ve nazal bolge ve son olarak temporal bolge
(ISNT kurali olarak anilir) ile normal sekline sahiptir (A). Glokomatdz OD’te, ndroretinal
cerceve saglikli OD’ten ¢arpici sekilde daha incedir ve daha sonra optik ¢anak daha biiyiiktiir
ve kap daha derindir (B) (52).

Sekil 4. Saglikli ve glokomatdz optik disklerin oftalmoskopik fotograflar

Kronik glokom formlar1 agrisiz oldugundan, oOlgiilebilir gérme alanit kusurlari
glokomun erken bir agamasinda gelismediginden ve kusurlar genellikle her iki gorme alaninda
ayni isimde olan yerlerde meydana gelmediginden, etkilenen bireyler tarafindan glokomun

kendi kendine tespiti genellikle hastaligin ge¢ evrelerinde gergeklesir (53).

Glokomun saptanmasmin temel dayanagi, optik sinir bast ve RNFL’nin
incelenmesidir. Optik sinir basindaki glokomatoz degisiklikler arasinda nororetinal gergeve
kayb1, optik ¢anagin genislemesi, optik kabin derinlesmesi (GIB normal veya normal alt1
seviyelere distiriilirse kismen geri dondiiriilebilir), RNFL’nin incelmesi ve hastaligin
ilerlemesinin belirtileri olan OD kanamalari,parapapiller beta bolgesinin gelisimi ve
genislemesi yer alir (52). Bu degisiklikler, basit oftalmoskopi veya ozellikle takip

muayeneleri i¢in yararli olan spektral alanli optik koherens tomografi gibi goriintiileme

19



teknikleriyle degerlendirilebilir (53, 54).

Tonometri, glokom tani ve takibinin énemli bir parcasidir, ancak goz i¢i basinci,
hastaligin tanisinda ana kriter olarak alinamamaktadir, ¢linkii bir¢ok glokomlu hasta normal
GIB ile basvurabilmektedir. GiB, degistirilebilir birincil risk faktoriidiir ve modiilasyonu,
glokom yonetiminin merkezinde yer alir, ancak oldukg¢a zayif bir tani kriteridir. Tonometrik
Ol¢iimlerin merkezi kornea kalinligina ve egriligine bagimliligr dikkate alinmalidir. Anormal
derecede kalin korneasi olan gozlerde, tonometri hatali yiiksek okumalar verir ve potansiyel
olarak yanlis tan1 konulmasina yol acar. Anormal derecede ince korneal1 gozlerde, tonometrik
Olctimler yanlis sekilde diisiik 6l¢iilmektedir. Bu sebeple daha az tani konur. Santral kornea
kalinlig1 ve kornea egriligi bu nedenle, tonometrik okumalarin buna gore diizeltilebilmesi igin

bir kez Olgiilmelidir.

Perimetrik gérme alani muayenesi, glokomatdz optik sinir hasarinin tani ve takibinde
ikinci tekniktir. Birgok optik sinir lifi, perimetrik kusurlar tespit edilmeden &nce
kaybedilebilir; bu nedenle, bu teknigin tanisal kesinligi glokom evresiyle birlikte artar.
Perimetri, psikofiziksel kusuru hasta tarafindan yasandigi sekliyle subjektif tanimlar, bu
nedenle gérme alani bozulmasini giivenilir bir sekilde tespit etmek i¢in en az {i¢ perimetrik
inceleme gerekli olabilir. Diger psikofiziksel testler- glokoma bagli renk gorme yetersizliginin
degerlendirilmesi, bozulmus karanlik adaptasyonu, artan fotofobi ve azalmis kontrast
duyarliligi- hastanin gorme kalitesi i¢in dnemlidir. Ancak bu yontemler, bireyler aras1 yiiksek
degiskenlik nedeniyle rutin olarak o6l¢iilmez. Gilincel yontem, yiizeysel ve derin
retinalvaskiiler ag1 ve oOzellikle peripapiller radyal vaskiiler ag1 gorsellestirmek igin optik
koherens tomografi anjiyografisinin uygulanmasidir. Peripapiller radyal wvaskiiler agin
degerlendirilmesi, diger tami1 yontemlerinin cogunun basarisiz oldugu yiiksek miyopik

gozlerde GON’nun tan1 ve takibinde yardimci olabilir.

Acik acili glokom, anterior kamara agisinin gonyoskopik muayenesi ile a¢1 kapanmasi
glokomdan ayrilir. Kronik bi¢cimindeki a¢1 kapanmasi glokomu, gérme alami kusurlar1 fark
edilene kadar asemptomatik olabilir. A¢1 kapanmasi glokomunun akut formunda, akut
pupiller blok mevcuttur ve konjonktivada belirgin hiperemisi olan iltihapli bir géz, korneal
O0dem, ortada reaktif olmayan bir pupilla, s1g bir 6n kamara ve yiiksek goz i¢i basinci ile
karakterizedir. Akut a¢1 kapanmasi glokomuna genellikle siddetli goz agris1 ve bulanik gorme,

1siklarin etrafinda goriilen haleler, bulant1 ve kusma eslik eder (52).
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2.5. Glokom Tedavisi

Tedavinin temelinde goz i¢i basincin diisiiriilmesi yer almaktadir. GOz i¢i basincint
diisirmenin tibbi tedavi, lazer ve cerrahi yontemler olmak iizere ii¢ temel yontemi vardir:
Genel olarak, erken ve orta dereceli glokomun tedavisinde, medikal tedavi ve lazer
tedavisinin bir kombinasyonu yer almaktadir Cerrahi yontem ise daha once daha az invaziv

olan diger tedavi yontemlerine yanit vermeyen glokom vakalarinda kullanilmaktadir (55).

Glokom, geleneksel olarak, hiicre govdeleri retinanin i¢ ylizeyinde bulunan ve
aksonlarii optik sinir boyunca lateral genikiilat ¢ekirdege yansitan progresif RGC’lerin
kayb ile karakterize edilen kronik bir optik ndropati olarak tamimlanir. Yiiksek GIB ana risk
faktorii olarak kabul edilir ve artik hastaligi teshis etmek i¢in kullanilmasa da yine de glokom
tedavisi icin tek hedeftir (56). Glokom igin kullanilan mevcut tedaviler GIB’i diisiirmeyi
hedeflemektedir. Yiiksek kaliteli randomize kontrollii calismalar, GiB’i diisiirmenin

glokomda GA hasarinin ilerleme oranini azaltabilecegini gostermistir.

Erken Manifest Glokom Tria ve Birlesik Krallik Glokom Tedavisi Caligmasi gibi
calismalarm analizi, GIB’i diisiirmenin etkilerinin, yiiksek basinci olan hastalar igin oldugu
kadar “normal” aralikta GIB’i olanlar i¢in de faydali oldugunu gdstermistir. Baska bir deyisle,
glokom ic¢in GIB’in diisiiriilmesi, baslangictaki basing seviyesinden bagimsiz olarak
yararlidir. Son olarak, yiiksek g6z i¢i basinci olan ancak glokom kanit1 olmayanlarda goz ici

basincinin diisiiriilmesi, glokoma doniisme olasiligini azaltmada da basarilidir (42).

Bununla birlikte, GIB’i diisiirmeyi amaglayan farmakolojik stratejiler, hastaligin
ilerlemesini dnlemede her zaman etkili degildir. Aslinda, klinik calismalar, GIB’in etkin bir
sekilde kontrol edildiginde bile, optik sinir hasarinin onemli sayida hastada yine de
ilerleyebilecegini bildirmistir. Ayrica, normal aralikta olan GIB degerlerinin varliginda optik
atrofi meydana gelebilmektedir. Bu gdzlemler, GIB’ten bagimsiz olan ve glokomun g¢ok
faktorli etiyolojisine igaret eden glokom belirleyicilerin varligini vurgulamaktadir (1). Bu
aynt zamanda, RGC hasarmmin ve kaybmin altinda yatan mekanizmalarin, yeni terapotik
yaklagimlar getirme olasiligini1 siirlandirarak, hala tam olarak aciklanmis olmaktan uzak

oldugunu gostermektedir.
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Patolojik ozelliklerle birlikte hastaliktan etkilenen yapilar (retina ve optik sinir) ve
glokomat6z yaralanmanin sadece RGC’lerle sinirli olmadigina dair daha yeni bulgular, ayni
zamanda gorme sisteminin merkezi alanlarina da uzanarak, glokomu ndrodejeneratif
bozukluk olarak tanimlanmasina neden olmaktadir (1, 48). RGC’lerin sagkalimini korumay1
ve siirdiirmeyi veya RGC’lerin fonksiyonunu gelistirmeyi amaglayan noroprotektif stratejiler,
glokom tedavisi i¢in olast bir yaklagim olarak arastirilmaya baslanmigtir. Dahasi, glokomun
norodejeneratif dogasini tanimak, bu gbéz hastaliginin merkezi sinir sistemi bozukluklari ile

ortak dejenerasyon mekanizmalarini paylasabilecegi anlamina gelmektedir (56).

Norodejeneratif hastaliklar gibi, glokom da ozellikle glial ve mikroglial hiicrelerin
aktivasyonu ile ilgili olarak néroinflamatuar reaksiyonlar tretir. Dahasi, lateral geniculat
nucleus ve superior colliculus seviyesinde pro-inflamatuar sitokinlerin (IL1, IL6, TNFa) ve
kemokinlerin (CCL2, CX3, CL1) salimiminin arttig1 tespit edilmistir. Bu durum, patolojinin
siddetlenmesine ve daha iist gorsel yollara yayilmasina yol agar. Birka¢ calisma,retinal
ganglion hiicrelerinin apoptozunun ikincil néronlarin nérodejenerasyonu ile iliskili oldugunu
gostermistir. Daha da 6nemlisi, sadece hipertansif gozlerde meydana gelmeyip, ayn1 zamanda
kars1 taraftaki saglikli gozleri de etkileyen mikroglia aktivasyonu, glokomun patogenezinde
rol alan karmasik antegrad ve retrograd noroinflamatuar mekanizmalarin varligini

kanitlamaktadir (1).

Glokomatoz hasarin mekanizmalarinin incelenmesi, RGC’lerin aksonal dejenerasyonu
ve biiyiimesiyle ilgili sinyal yollarmi ¢dzmek igin biiyiik bir firsat olmustur. Artmis GIB,
glokomun ana risk faktoriidiir ve diger faktorlerle birlikte, RGC’lerin dejenerasyonu ve
apopitozu ile iliskilendirilmistir. Birkag in vitro model gelistirilmis ve RGC’lerin aksonlarinin
ve ndritlerinin uzunlugunda basinca bagli degisikliklerin oldugunu gostermeye imkéan
saglamistir. RGC Kkiiltiirleri yliksek basinca maruz kaldiginda, hiicre govdesi alanina
miidahale etmeden, zayiflatilmis bir ndrit uzantisi ile akson uzunlugunda ve toplam ndrit
uzunlugu tizerinde ciddi bir etkisi vardir. Glokomda, artan goz ici basinci, beyin hedefleri
tarafindan iiretilen norotrofik faktorlerin RGC’lerin yoksunluguna yol acan anterograd ve
retrograd aksonal nakilleri bozar. Aslinda, BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor)nin
retrograd taginmasi g6z i¢i basincinin yilikselmesinden sonra bozulur ve bu durum RGC’lerin

kaybina katkida bulunabilmektedir (5).
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Glinlimiizde, glokom tedavilerinin ¢ogu topikal olarak g6z damlast seklinde
uygulanmaktadir. Bununla birlikte, topikal olarak uygulanan ilaglarin arka okiiler segmente
zayif penetrasyonu ile birlikte hastalarin uyumundaki degiskenlikler bu yaklagimin faydasini
sinirlamaktadir. G6z i¢i enjeksiyon bu iki dezavantajin da iistesinden gelmektedir. Ancak goz
ici enjeksiyonun invaziv bir girisim olmasi, pahali olmasi, uygulamadaki giicliikler ve az da
olsa komplikasyon riski nedeniyle kullanimi kisitlidir. Dahasi, vitrozdeki aktif maddelerin

kisa yar1 omiir degerleri, tekrarlanan intravitreal enjeksiyonlarin kullanimini gerekli kilar.

Goz i¢i ilag iletim sistemleri (IODDS), boyutuna bagli olarak nano tasiyicilar (1-1000
nm), mikro tasiyicilar (1-1000 pm) ve implantlar (> 1 mm) olarak siniflandirilir. En uygun
IODDS'nin secimi, hedef bolgeye, oftalmik hastalia ve tedavi siiresine baglhdir. Implantlar
ve mikro tastyicilar, aktif maddenin uzun siireli verilmesini saglayabildikleri i¢in ¢ok ilgi
goriirken, nano tastyicilar, gen terapisi i¢in olduk¢a faydali olan hiicreler tarafindan
icsellestirilme avantajina sahiptir. Biyolojik olarak parcalanabilir partikiil tagiyict sistemlerine
dayanan IODDS, bu problemleri ele almak i¢in terapilerin silirekli salinimi i¢in kapsamli bir
sekilde arastinlmigtir. Polilaktitkoglikolid asit (PLGA), FDA ve Avrupa Tip Kurumu
tarafindan g6z i¢i cihazlarda kullanim i¢in onaylanmistir. Farkli IODDS'ler arasinda,
mikrosferler son zamanlarda okiiler uygulamalar i¢in 6nemli ilgi odagi olmustur. Bu kontrollii
salimli ila¢ mikrosistemleri, geleneksel 25G — 32G i1gneleri kullanilarak, slispansiyon seklinde
uygulanabilir. Dahasi, IODSS uzun siireler boyunca hedef dokularda terapdtik ilag
konsantrasyonlarint siirdiirebildigi icin tekrarlanan uygulama sayis1 azalmaktadir. IODDS
ayrica, uygulanan mikrosferlerin miktarin1 bireysel ihtiyacglara gore titre ederek tedaviyi
kisisellestirmek i¢in kullanilabilir. Arastirmacilar, farkli ilag yiiklii mikrosferlerin fiziksel
karigimlariin kullanilmasinin ayni anda birden fazla terapotik hedefin tedavisine olanak

saglayacagini varsaymaktadir (57).
2.5.1. Noroproteksiyon ve Eritropoetin

Glokom hastalarinin GIB’in iyi kontrol edilmesi durumuna ragmen ilerlemeye devam
edebileceginin kabul edilmesiyle, bu durumun tedavisi i¢in yeni terapotik paradigmalar
aranmaktadir. Boyle bir yaklasim, ndronal hiicre hasarin1 dogrudan dnlemeyi, engellemeyi ve
bazi durumlarda tersine c¢evirmeyi amaglayan “terapdtik yaklasim” olarak tanimlanan
noroproteksiyondur. Bugiline kadar, asagidakiler de dahil olmak {izere, birden fazla

norodejeneratif siireg, glokomatéz RGC kaybinda rol oynamistir. Bunlar glutamat
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eksitotoksisitesi , inflamasyon, mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres, hatali katlanmis
proteinlerin agregasyonu , ndrotrofik yoksunluk, iskemi ve aksonal transport diizensizligidir.
Ayrica, bu olaylarin etkilesime girebilecegi ve birlesebilecegi de netlik kazanmaktadir, bu da
glokomun en etkili tedavisinin kombinasyon tedavi yaklasimimi gerektirebilecegini

distindiirmektedir (57).

Eritropoetin , ¢ogunlukla fetal karacigerde ve eriskin bobreklerde tiretilen 30.4 kDa'lik
bir hematopoietik glikoproteindir ve klinik uygulamada rutin olarak aneminin tedavisinde
kullanilan, kemik iliginde kirmizi kan hiicresi liretiminin uyarilmasinda anahtar bir role
sahiptir. EPO ayrica merkezi sinir sistemi dokusunda diislik seviyelerde {iretilir ve EPO
reseptorii (EPOR) homodimeri , noronlar, astrositler ve mikroglia dahil olmak {izere ¢ogu
santral sinir sistemi hiicre tipinde eksprese edilir . Aslinda, kan dolasiminda bulunan
EPO'nun yaklasik %10'a bobrek dis1 kokenlidir (58). EPO, beyinde, kalpte, i¢ kulakta ve
retinada, optik sinir ve glokomda, optik sinir transeksiyonu, retina dejenerasyonu ve optik
norit gibi retina hastaliklar1 da dahil olmak {izere norodejeneratif hastaliklarin gesitli hayvan
modellerinde O6nemli noroprotektif Ozelliklere sahip doku koruyucu o6zellikleri oldugunu

ortaya cikardi.

EPO*nun etkileri deneysel modellerle glutamat ve nitrik oksit toksisitesinde (59),
diyabetik retinopatide (60, 61), oksijenle uyarilmis retinopatide (62), glokomda (63), retina
dekolmaninda (64), aksonotomide (65), prematiir retinopatisinde (66), yasa bagli makula
dejenerasyonunda (67), 1sikla uyarilmis retinal apotoziste (68), optik ndritte (69), korneal

epitelyal erozyonda (70) gosterilmistir.

Baz1 modellerde, EPO ayrica anti-apoptotik etkilere bagli noro-rejeneratif 6zellikler
sunmus ve sistemik, intravitreal ve retrobulber yollarla RGC’lerin apoptozunun 6nlenmesinde

degerli bir ilag olarak kabul edilmistir (58, 71, 72).

Lokal olarak uygulanan ilaglar goz i¢i dokulara korneal veya korneal olmayan
yollardan ulasabilir. EPO’nun topikal damlatilmasi simdiye kadar hi¢ test edilmemistir ve
noninvaziv yapisi, yonetim kolaylig1 ve giinliik evde uygulama imkani nedeniyle, EPO’nun
okiiler uygulama i¢in degerli bir alternatif olabilir. EPO olas1 sistemik etkilerinden dolay1
intravitreal uygulamaktadir ve ayrica baz1 caligmalarda 1000 IU insan rekombinant

eritropoietin (tHUEPO) dozu kullanildiginda tespit edilebilir sistemik yan etkilere sahip
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olmaksizin, subkonjonktival uygulamadan sonra EPO'nun birkac¢ retina hiicre katmanina

ulastig1 gosterilmistir (71, 73).

Eritropoetinin artik okiiler dokudaki hiicrelere koruma saglamak i¢in bir¢ok
mekanizma araciligiyla hareket ettigi kabul edilmektedir (6). Episkleral damarlarin
koterizasyonu ile indiiklenen bir sigan glokom modelinde, tek bir intravitreal 200 ng
eritropoetin dozu, RGC’lerin yiiksek basingtan kaynaklanan kaybinin en azindan bir kismini
onlemek icin etkili oldugu bildirilmistir. RhEPO'nun, intraokiiler basingtaki artisin neden
oldugu retinal iskemiden oOnce veya hemen sonra sistemik olarak uygulanmasinin,
histopatolojik retina hasarin1 azalttigi ve elektroretinografi ile degerlendirildiginde
fonksiyonel iyilesmeyi hizlandirdigi saptanmistir. Eksojen EPO ayrica bir anti-apoptotik etki
mekanizmasi gostererek iskemik retinadaki terminal apoptotik olaylart 6nemli 6l¢iide azalttigt

gosterilmistir (58).

Eritropoetin, eritropoezi indiiklemesinin yani sira reaktif oksijen/nitrojen tiirlerinin
seviyelerini azaltarak, apoptozisi Onleyerek, glial hiicre aktivitesini diizenleyerek hiicre
koruyucu etki gostermektedir. Ayrica makrofajlarda bir transkripsiyon faktorii olan NF-kappa
B'yi inhibe ederek TNF-alfa ve NO seviyelerinde azalma saglamaktadir (74). Mikroglial
fagositozda esas basamak mikroglial hiicrenin apoptozise ugrayacak noéronu tanimasidir.
Apoptozise ugrayacak noron hiicresinin plazma membraninin dis zarinda fosfatidilserin
seviyesi yiiksektir. Invitro EPO uygulamasi ile mikroglia yiizeyindeki fosfatidilserin reseptor
diizeyinde azalma meydana gelir ve mikroglia hiicresinin fagositoz fonksiyonunda sinirlanma
meydana gelir. Invivo EPO uygulamasinin ndrodejeneratif hastaliklarda proinflamatuar
sitokinleri azalttig1 bildirilmis olup bu etkisini reaktif mikroglia hiicre diizeyini azaltarak

olusturdugu diisiintilmektedir (75, 76).

Eritropoetinin ~ okiiler progenitér hiicrelerde bulunan homodimerik EPOR'a
baglanmasiyla etkileri baslar. Baglanmanin ardindan, Janus kinaz-2 , reseptor iizerindeki
birkag tirozin kalintisin1 aktive eder ve mitojenle aktive olan protein kinaz , niikleer faktor-
kappa hafif zincir giiclendirici-aktiflestirilmis B hiicreleri dahil olmak iizere c¢esitli molekiiller
icin baglanma yerleri olusturur. Bu molekiillerin aktivasyonu hiicre apoptozunun

baskilanmasina yol agar (77).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Bu ¢alismada Adnan Menderes Universitesi Deneysel Hayvan Merkeziden 12 adet
erkek ve 12 adet disi Albino-Wistar cinsi si¢anlar (alt1 haftalik; 220+40 gram) kullanilmistir.
Tim hayvanlar giinde 12/12 saat aydinlik/karanlik dongiisiinde sabitlenmis bir odada
tutulmus ve gida ve su ad libitumu saglanmistir. Tiim hayvanlar Gorme ve Oftalmoloji
Arastirma Dernegi (ARVO) bildirisine ve Avrupa Birligi diizenlemelerine gore tedavi

edilmistir.
3.2. Deney Guruplari

Sicanlar her bir grupta alt1 denek (ii¢ erkek- ii¢ disi) olacak sekilde randomize 4 gruba

ayrilmistir.
3.2.1. Grup 1- Kontrol Gurubu

Alt1 denek herhangi bir islem yapilmamis ve ek tedavi verilmemistir.Alt1 hafta sonra

analjezi ve anestezi verilerek gozler eniikle edilmistir.
3.2.2. Grup 2- Glokom Grubu

Alt1 denek glokom indiiksiyonu i¢in sag géz on kamaralarina 30 G igne ile Hyaluronik
asit (Viskoat, Alcon) enjeksiyonu uygulanmustir. indiiksiyondan 6 hafta sonra analjezi ve

anestezi verilerek gozler eniikle edilmistir.
3.2.3. Grup 3- Subkonjonktival Eritropoetin Tedavi Grubu (SUBEPO)

Alt1 denek glokom indiiksiyonu i¢in sag géz 6n kamaralaria 30 G igne ile Hyaluronik
asit (Viskoat, Alcon) enjeksiyonu uygulanmis ve es zamanli subkonjonktival 1000 IU
rHuEPO (Eporon 4000 1U/0.4 mL Kullanima Hazir Enjektér) uygulanmustir. indiiksiyondan

alt1 hafta sonra analjezi ve anestezi verilerek gozler eniikle edilmistir.
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3.2.4. Grup 4-Topikal Eritropoetin Tedavi Grubu (TEPO):

Alt1 denek glokom indiiksiyonu i¢in sag gbz 6n kamaralarina 30 G igne ile Hyaluronik
asit (Viskoat, Alcon) enjeksiyonu uygulanmis ve indiiksiyondan sonra hazirlanan 2x1
damla/giin toplamda 1000 IU rHuEPO (Eporon 4000 1U/0.4 mL Kullanima Hazir Enjektor)
uygulanacak sekilde topikal damla ile 6 hafta siire ile tedavi verilmistir. Indiiksiyondan 6

hafta sonra analjezi ve anestezi verilerek gozler eniikle edilmistir.
3.3. Anestezi Teknigi

Anestezi ve analjezi uygulamasinda intramiiskiiler 50 mg/kg ketamin hcl (Ketalar,
Eczacibasi, Tirkiye) ve 5 mg/kg ksilazin hcl (Rompun, Bayer, Tiirkiye) kombinasyonu
kullanilmis ve derin anestezi olmasi i¢in intramiiskiiler enjeksiyondan 8 dakika sonra tiim
hayvanlarin sag gozlerine topikal %0,5’lik proparakain hcl (Alcain, Alcon, Tiirkiye)

damlatilmistir.
3.4. Subkonjonktival -Topikal EPO Uygulamalar1 ve Glokom Indiiksiyonu

Hayvanlarin sag gozlerine 3 dakika %35’lik povidoneiodide uygulandiktan sonra 2, 3
ve 4. gruplardaki 18 adet sicanin, sag goz on kamaralarina 30 G igne ile hyaluronik asit
enjeksiyonu uygulanmistir. Grup 3 glokom indiiksiyonuna es zamanli olarak subkonjonktival
1000 TU rHuUEPO enjeksiyonu uygulanmistir. Gurup 4 glokom indiiksiyonuna es zamanl
olarak topikal damla formu olarak hazirlanan 1000 IU rHuEPO (Eporon 4000 1U/0.4 mL
Kullanima Hazir Enjektor) 2x1, alt1 hafta alacak sekilde baslanmistir. Topikal damla, sodyum
hyaluronat iceren (Refresh tears, Allergan) suni gozyasi damlasi ile hazirlanilmig olup uygun

konsantrasyon ile tedavi verilmistir.

Anestezi uygulamasini takiben, sicanlarin 6n kamaralarina 30 G igne ile Hyaluronik
asid (Viskoat, Alcon) enjekte edildi (Sekil 1-2-3). Cerrahi mikroskop olarak (LEICA S8APO)
kullanild1. 30 G igne ile hyaluronik asit enjeksiyonu korneoskleral limbustan 6n kamaraya
self-sealing giris yapilarak, igne ucunun iris ve lens ile temast engellenerek ve deney
stiresince her hafta limbusta saat 12’den saat 6’ya dogru ilerleyerek uygulanmistir. Glokom
indiiksiyonu yapilan gruplara birer hafta arayla 6 hafta siiresince enjeksiyonlar tekrarlanmistir.
Operasyon sonrasinda gozler serum fizyolojik ile yikanip, antibiyotikli damla tatbik

edilmistir. Hayvanlarin sol goziine herhangi bir islem yapilmamustir.
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Iris damarlanmasi belirgin izlenmekte

Resim 1. Glokom indiiksiyonundan 6nce

Iris damarlarinda solma izlenmekle beraber hava ve viskoelastik madde secilmekte

Resim 2. Glokom indiiksiyonundan sonra
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Steril kosullarda (LEICA S8APO) stereo mikroskop ile yapilmakta

Resim 3. Deney asamasi
3.5. Goz ici Basing Olgiimleri

Goz igi basinci sag goziin GIB degerini 4 ile 7 dakika arasinda alt1 kez 6lgmek icin bir

ribaund tonometre (Tono-Pen AVIA, REF:230590, USA) kullanilmistir.

Tono-Pen probunun ucu kornea ile temas ettiginde, cihazin i¢indeki mikroiglemci
tarafindan yapilan ardisik 5 otomatik &lgiimiin ortalama degeri GIB degeri olarak
kaydedilmistir. Her enjeksiyondan hemen 6nce ve sonra GIB’leri 6l¢iilmiistiir. Enjeksiyonlar

ve Ol¢timler gilinlin ayn1 saatinde (10:00-12:00) yapilmistir.
3.6. Otenazi ve Eniikleasyon

Glokom indiiksiyonundan 6 hafta sonra hayvanlara 6tenazi éncesi GIB degeri tekrar
dleiiliip kaydedilmistir. Otenazi ve eniikleasyondan 6nce dorsal, ventral ve lateral noktalar
doku isaretleme boyalar1 ile koronal diizlem boyunca dikkatlice boyanmistir. Sicanlardan
alman sican gozler %10“luk formalin ile 48 saat fikse edildi. Formalini uzaklagtirmak
amaciyla dokular su ile yikandi ve otomatik doku takip cihazinda (TP1020, Leica, Gemany)

rutin takip yontemleri kullanilarak takip edildi. Parafin icerisine gdmiilen sican dokularindan

29



mikrotomla (RM2235, Leica, Gemany) 5 pm®“lik kesitler alimarak H-E boyama ve

immunohistokimya boyama i¢in lamlara alind1.
3.7. immunohistokimyasal inceleme

Parafin bloklardan goéz enine 5 pm kalinliginda enine kesitler BAX ve BCL-2
ekspresyonlar: immiinhistokimyasal olarak uygulandi. Immiinhistokimya Avidin-Biotin
kompleks sistemi kullanilarak yapildi. Immiinhistokimyasal yéntem igin bloklardan
hazirlanan kesitler (+) yiiklii (MicrSlides Snowcoat X-tra, Surgipath, Richmond, IL, USA)
lamlara alinarak bir gece 37 °C’lik etiivde bekletildi. Segilen kesitlere immiinhistokimyasal

BAX ve BCL-2 boyalar1 uygulandi.
Kullanilan Antiserumlar:

BAX: A Monoclonal Mouse, Kod no: bsm-33279M, 1/200-500 diliisyon, Bioss
Antibodies, Woburn,Massachusetts,U.S.A

BCL-2: Polyclonal Rabbit, Kod: bs-4563R, 1/100-500 diliisyon, Bioss Antibodies,
Woburn,Massachusetts,U.S.A

3.8. Immiinhistokimya Cihazindaki Asamalarin Listesi

1) Her bloktan ikiser tane olmak {iizere (+) yiiklii lama alinan kesitler bir gece 37 °C’lik

etiivde bekletildi.

2) DAKO PTlink cihazinda retrieval soliisyonu kullanilarak (Dako Envision Flex Target
retrieval solution High ph 50x) 95 °C’lik 20 dakika inkiibe edildi. Bdylece antijenin

aciga cikarilmasi saglandi.

3) Bu islemden sonra uygulanan kaynatmanin ardindan kesitler oda 1sisinda distile su

icinde sogumaya birakildi.

4) Endojen peroksidaz aktivitesinin bloke edilebilmesi i¢in, kesitlere siiper blok (Envision

FLEX Peroxidase blocking reagent, 40 ml, K8000, DAKO) damlatilarak 5 dk bekletildi.

5) Tiim kesitler sogumay1 takiben 5 dk PBS soliisyonunda yikand: ve kurulandi.
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6) Her dokuya ait iki kesitten bir kesitin iizerine primer antikor olan BAX soliisyonu diger
kesitin {lizerine primer antikor olan BCI-2 soliisyonu dokuyu tamamen ortecek sekilde

damlatildi ve bir saat bekletildi.
7) Baglanmamuis antikorlar 5 dk PBS soliisyonunda yikanarak kesitlerden uzaklastirildi.
8) Sekonder antikor (DAKO, Envision FLEX/HRP) eklenerek 10 dk bekletildi.
9) Ardindan kesitler tekrar 5 dk PBS soliisyonunda yikandi.

10) Renk verecek goriintiiyii saglamak amaci ile diaminobenzidin tetraklorid (DAB,

DAKO 20 ml, K8000) damlatildi.
11) Renk olusunca ¢esme suyunda 5 dk yikandi.
12) Zemin boyanmasi i¢in kesitlere hematoksilen ile zit boyanma yapildu.
13) Cesme suyunda 5 dk yikandi.

14) Yikama sonras1 dehidratasyon icin kesitler sirasi ile yiikselen oranlarda alkol

serilerinden gegirildi ve ksilolde saydamlastirma sonrasi balsam ile kapatildi.

Immunohistokimya ile boyanan doku ornekleri Olympus marka BX51 TF model
(Tokyo, Japonya) 151k mikroskobunda incelendi ve DP72 kamera (Olympus, Tokyo, Japonya)
ile fotografland1 antikor pozitifligi retinanin bir rastgele alaninin  segilmesiyle

nicelendirilmistir.
3.9. Histoloji ve Retina Kalinhig1 Degerlendirilmesi

Parafin bloklardan lam {izerine alman 5 pm kalinligindaki kesitler deparafinizasyon
islemi icin bir gece etlivde bekletildikten sonra ksilol uygulanarak parafini uzaklastirildi.
Dokular azalan alkol serilerinden gegcirilerek distile su ile yikandi. Siwrasiyla “Harris
hematoksilen ve eozin (H-E) boyalariyla boyanan dokular artan alkol serilerinden gegirildi.

Ksilole batirilan dokular entellan damlatilarak kapatildi.

H-E boyama asamalar1 asagidaki cizelgede verildi.
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Tablo I. Hematoksilen eozin boyama prosediirleri

islem Siire
Etiiv (60°C) 1 gece
Ksilol 10 dakika (x 2)
Alkol (% 100°Tik) 2 dakika
Alkol (% 96°lik) 2 dakika
Alkol (% 90°lik) 2 dakika
Alkol (% 80lik) 2 dakika
Alkol (% 70°lik) 2 dakika
Distile Su 5 dakika
Harris Hematoksilen 5 dakika
Akarsu 5 dakika
Eozin 5 dakika
Alkol (% 70°lik) 2 dakika
Alkol (% 80lik) 2 dakika
Alkol (% 96°1ik) 2 dakika
Alkol (% 100liik) 2 dakika
Ksilol 5 dakika (x 2)
Entellan ile kapatma

Hematoksilen-eozin ile boyanan doku oOrnekleri Olympus marka BX51 TF model
(Tokyo, Japonya) 151k mikroskobunda incelendi ve DP72 kamera (Olympus, Tokyo, Japonya)
ile fotograflanda.

Total retina kalmligi, Ganglion hiicre kompleksi (GCC), I¢ pleksiform tabaka,
Ganglion hiicre tabakasi kalinlik dl¢timleri, Image J programi1 (NIH, USA) kullamilarak her

g0z icin belirlenmistir.
3.10. Istatiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS programi kullanilmistir. Kategorik veriler say1
ve yiizde olarak numerik veriler ortanca ve minimum-maksimum olarak verilmistir. Gruplarin
karsilastirmasinda Kruskal-Wallis Testi kullanilmis ve ikili karsilastirmalarda Kruskal Wallis

1-way Anova testi kullanilmistir ve istatistiksel anlamlilik i¢in p<0,05 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calisma 24 adet sican, her gurupta alti adet olacak sekilde randomize baslamistir.
Deney siirecinde ii¢ adet sigan anestezi sirasinda, {i¢ adet sican katarakt vb komplikasyon
nedeniyle calisma disinda birakilmistir. Her gurupta 4’er adet sican ile c¢alisma

sonlandirilmistir.

Goz I¢i Basing degerleri glokom gurubu, subkonjonktival EPO tedavi gurubu ve
topikal EPO tedavi gurubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda GIB degerleri ortalama
degerleri dikkate alindiginda aralarinda anlamli fark mevcuttu. 6 hafta siiresince glokom ve
tedavi guruplarinda yeterli GIB degerlerine ulasildi. Gruplarin deney siiresince haftalik GIB
seyirleri Sekilde gosterilmistir. Glokom indiiksiyonu yapilan biitiin denekler (n=18) GIB de
yiikselme gostermistir. Ortalama GIB glokomatdz gozlerde kontol grubuna gére anlamli

olarak daha yiiksek idi.

[ Baglangig
25,004 IO 3. Hafta
6. Hafta

20,00

15,00

Ortalama

10,00

5,00

Joo=
Glokom Kontiol Subepo Tepo

Grup

Sekil 5. Baslangic, 3. ve 6. haftada goz i¢i basing karsilastirmasi
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Gruplara gore retina kalinligr karsilagtirmasi igin yapilan analize gore kontrol
grubunun retina kalinlig1 ortancasi (minimum-maksimum) 152,3 (148,9-155,1) um, glokom
grubunun 101,2 (92,8-108,4) um, subkonjonktival EPO grubunun 138,1 (134,3-143,0) um ve
topikal EPO grubunun ise 117,8 (114,1-124,2) um olarak 6l¢iildii. Buna analiz sonuglarina
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundugu tespit edilmistir (Tablo I, Sekil
5, p=0,003).

Tablo II. Gruplara Gore Retina Kalinlig1 Karsilagtirmasi

Grup Sayi(n) Ortanca Minimum-Maksimum 12 p*
Kontrol 152,3 148,9-155,1
Glokom 101,2 92,8-108,4

4 14,1 0,003
SUBEPO 138,1 134,3-143,0
TEPO 117,8 114,1-124-2
*Kruskal Wallis Testi

SUBEPO: Subkonjonktival Eritropoetin
TEPO: Topikal Eritropoetin

160,00

150,00 %
140,00 E

130,00

120,00 é

110,00+

Retina Kalinligi (am)

100,00+

90,00

1 1 I I
Eontrol Gmbm Glokom Gnim fubkorjonktival Topikal Entropostin
Ertrapoetin Gnibna Grubu

Grup

Sekil 6. Gruplara Gore Retina Kalinlig1 Karsilastirmasi
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Gruplarin ikili karsilagtirmalarina gore kontrol grubu ile glokom grubu arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,002). Subkonjonktival EPO grubu ve topikal
EPO grubu ortanca degerleri glokom grubundan daha yiiksek olmakla birlikte aradaki fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (Tablo II, Sekil 6).

Tablo III. Gruplara Gore Retina Kalilig: ikili Karsilastirmalari

Gruplar Test Istatistigi p*

Glokom Grubu-Topikal Eritropoetin Grubu -1,188 1,000
Glokom Grubu-Subkonjonktival Eritropoetin Grubu -2,376 0,105
Glokom Grubu-Kontrol Grubu 3,565 0,002
Topikal Eritropoetin Grubu-Subkonjonktival Eritropoetin Grubu 1,188 1,000
Topikal Eritropoetin Grubu-Kontrol Grubu 2,376 0,105
Subkonjonktival Eritropoetin Grubu-Kontrol Grubu 1,188 1,000

*Kruskal-Wallis 1-way Anova

Glokom Grubu Kontrol Grubu
2 14,50

Topikal El'itrj:ibqgeiirf".rubu Subkonjonktival Critropostin Grubu
650 10,50

wd

Sekil 7. Gruplara Gore Retina Kalinlig: Ikili Karsilastirmalari
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Gruplara gore i¢ pleksiform tabaka kalinligi karsilagtirmasi i¢in yapilan analize gore
kontrol grubunun i¢ pleksiform tabaka kalinlig1 ortancast (minimum-maksimum) 29,9 (28,1-
31,5) um, glokom grubunun 21,0 (19,9-23,0) um, subkonjonktival eritropoetin grubunun 29,2
(27,5-30,9) um ve topikal eritropoetin grubunun ise 25,0 (23,5-28,4) um olup gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundugu tespit edilmistir (Tablo III, Sekil 7, p=0,008).

Tablo IV. Gruplara Gére I¢ Pleksiform Tabaka Kalinlig1 Karsilastirmasi

Grup Sayi(n) Ortanca Minimum-Maksimum 72 p*
Kontrol 29,9 28,1-31,5
Glokom 21,0 19,9-23,0

4 11,8 0,008
SUBEPO 29,2 27,5-30,9
TEPO 25,0 23,5-28,4
*Kruskal Wallis Testi

SUBEPO: Subkonjonktival Eritropoetin
TEPO: Topikal Eritropoetin

32,50

30,00

1
27,50 L T

25,00+

i¢ Pleksiform Tabaka Kalinligi (um)

22,504 T
20,004 ==
I I I I
Eontrol Grabu Glokom Grabm Subkonjonktival Topikal Entropoetin
Entropoetin Guubu Gk
Grup

Sekil 8. Gruplara Gére I¢ Pleksiform Tabaka Kalinligi Karsilastirmas:
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Gruplarin ikili karsilagtirmalarina gore kontrol grubu ile glokom grubu arasindaki ve
glokom grubu ile subkonjonktival eritropoetin grubu arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (sirastyla p=0,014, p=0,036). Topikal eritropoetin grubu ortanca
degerleri glokom grubundan daha yiiksek olmaklar birlikte aradaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir (Tablo IV, Sekil 8).

Tablo V. Gruplara Gére I¢ Pleksiform Tabaka Kalinlig1 ikili Karsilastirmalari

Gruplar Test Istatistigi p*
Glokom Grubu-Topikal Eritropoetin Grubu -1,337 1,000
Glokom Grubu-Subkonjonktival Eritropoetin Grubu -2,748 0,036
Glokom Grubu-Kontrol Grubu 3,045 0,014
Topikal Eritropoetin Grubu-Subkonjonktival Eritropoetin Grubu 1,411 0,950
Topikal Eritropoetin Grubu-Kontrol Grubu 1,708 0,526
Subkonjonktival Eritropoetin Grubu-Kontrol Grubu 0,297 1,000

*Kruskal-Wallis 1-way Anova

Glokom Guubu Kontrol Gibu
2,50 12,75

Topikal En pg&-t’ﬁf&ubu Subkomjonitival Entropoetin Grubu
7,00 11,75

Sekil 9. Gruplara Gére i¢ Pleksiform Tabaka Kalinhig: Ikili Karsilastirmalar
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Gruplara gore ganglion hiicre tabakast kalinligi karsilastirmasi i¢in yapilan analize
gore kontrol grubunun ganglion hiicre tabakas1 kalinlig1 ortancasi (minimum-maksimum) 16,3
(11,7-20,6) um, glokom grubunun 9,3 (8,8-10,5) um, subkonjonktival eritropoetin grubunun
12,8 (11,8-13,7) um ve topikal eritropoetin grubunun ise 12,0 (10,2-13,1) um olup gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundugu tespit edilmistir (Tablo V, Sekil 9,
p=0,017).

Tablo VI. Gruplara Gore Ganglion Hiicre Tabakas1 Kalinlig1 Karsilagtirmasi

Grup Sayi(n) Ortanca Minimum-Maksimum 12 p*
Kontrol 16,3 11,7-20,6
Glokom 9,3 8,8-10,5

4 10,2 0,017
SUBEPO 12,8 11,8-13,7
TEPO 12,0 10,2-13,1
*Kruskal Wallis Testi

SUBEPO: Subkonjonktival Eritropoetin
TEPO: Topikal Eritropoetin

22,50

20,00 —‘7

17,50

15,00+

1
12,50

Ganglion Hiicre Tabakasi Kalinhgi {pm)

10,00+ T
T T T T
Eontrol Guibu Glokom Guubu Subkonjondtival Topikal Erjtropoetin
Erntropoetin Grubu Grubu
Grup

Sekil 10. Gruplara Gore Ganglion Hiicre Tabakas1 Kalinlig1 Karsilastirmasi
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Gruplarin ikili karsilagtirmalarina gore kontrol grubu ile glokom grubu arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,014). Subkonjonktival eritropoetin grubu ve
topikal eritropoetin grubu ortanca degerleri glokom grubundan daha yiiksek olmaklar birlikte

aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (Tablo VI, Sekil 10).

Tablo VII. Gruplara Gére Ganglion Hiicre Tabakas1 Kalinlig: ikili Karsilastirmalar

Gruplar Test Istatistigi p*
Glokom Grubu-Topikal Eritropoetin Grubu -1,485 0,825
Glokom Grubu-Subkonjonktival Eritropoetin Grubu -2,302 0,128
Glokom Grubu-Kontrol Grubu 3,045 0,014
Topikal Eritropoetin Grubu-Subkonjonktival Eritropoetin Grubu 0,817 1,000
Topikal Eritropoetin Grubu-Kontrol Grubu 1,559 0,713
Subkonjonktival Eritropoetin Grubu-Kontrol Grubu 0,743 1,000

*Kruskal-Wallis 1-way Anova

Glokom Gnibm Eontrol Gnibu
2,75 13,00

Topikal Exr pgﬁtﬁ{l(huhu Subkomonitival Entropoetin Grubn
7,75 10,50

-

Sekil 11. Gruplara Gére Ganglion Hiicre Tabakas1 Kalinlig: ikili Karsilastirmalari
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Gruplara gore ganglion hiicre kompleksi karsilastirmasi i¢in yapilan analize gore
kontrol grubunun ortancas: (minimum-maksimum) 44,9 (42,3-52,0) um, glokom grubunun
30,9 (29,0-31,9) um, subkonjonktival eritropoetin grubunun 41,5 (40,3-44,6) um ve topikal
eritropoetin grubunun ise 36,7 (34,9-41,0) um olup gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli farklilik bulundugu tespit edilmistir (Tablo VII, Sekil 11, p=0,006).

Tablo VIII. Gruplara Gore Ganglion Hiicre Kompleksi Kalinlig1 Karsilagtirmasi

Grup Sayi(n) Ortanca Minimum-Maksimum 2 p*
Kontrol 44,9 42,3-52,0
Glokom 30,9 29,0-31,9

4 12,5 0,006
SUBEPO 41,5 40,3-44,6
TEPO 36,7 34,9-41,0
*Kruskal Wallis Testi

SUBEPO: Subkonjonktival Eritropoetin
TEPO: Topikal Eritropoetin

335,00
50,00
45,00
40,00
35,00

30,00 S

25,00

Ganglion Hiicre Kompleksi Kalinhgi (um)

1 I I |
Kontrol Grubu Glokom Guabu Subkonjordtival Topikal Entropostin
Entiopoetin Grutm G

Grup

Sekil 12. Gruplara Gore Ganglion Hiicre Kompleksi Kalinlig1 Karsilagtirmasi
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Gruplarin ikili karsilagtirmalarina gore kontrol grubu ile glokom grubu arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,005). Subkonjonktival eritropoetin grubu ve
topikal eritropoetin grubu ortanca degerleri glokom grubundan daha yiiksek olmaklar birlikte

aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (Tablo VIII, Sekil 12).

Tablo IX. Gruplara Gore Ganglion Hiicre Kompleksi Kalinlig: Ikili Karsilagtirmalari

Gruplar Test Istatistigi p*
Glokom Grubu-Topikal Eritropoetin Grubu -1,337 1,000
Glokom Grubu-Subkonjonktival Eritropoetin Grubu 2,451 0,086
Glokom Grubu-Kontrol Grubu 3,342 0,005
Topikal Eritropoetin Grubu-Subkonjonktival Eritropoetin Grubu 1,114 1,000
Topikal Eritropoetin Grubu-Kontrol Grubu 2,005 0,270
Subkonjonktival Eritropoetin Grubu-Kontrol Grubu 0,891 1,000

*Kruskal-Wallis 1-way Anova

Glokom Gnibm Eontral Gunitu
2,50 13,75

Topikal Exi pgﬂﬁ:.&lﬁl Sbkomonitival Euitropoetin Grubn
7,00 10,75

-~

Sekil 13. Gruplara Gore Ganglion Hiicre Kompleksi Kalinlig1 ikili Karsilastirmalar
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Resim 4 Kontrol Grubu H-E boyama 40X biiyiitme

Resim 5. Glokom H-E boyama 40X biiyiitme
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Resim 6. Subkonjonktival Eritropoetin Grubu H-E boyama 40X biiyiitme

Resim 7. Topikal Eritropoetin Grubu H-E boyama 40X biiyiitme
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Immunohistokimyasal boyama (IHC) boyamada ile her bir gruptaki hiicre tabakalari
kalinliklar teyit edilmis olmasiyla birlikte bax ya da bcl-2 boyama ile apoptotik hiicreler

saptanamamigtir.

e 4

Resim 9. Bax antikoru immunohistokimyasal boyama 40X biiyiitme
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5. TARTISMA

Glokomun kemirgen modelleri, glokomun patofizyolojisine iliskin anlayisimizi biiyiik
Olclide gelistirmistir ve noroprotektif ajanlar1 arastirmak ig¢in yararli bir ara¢ olarak hizmet
etmektedir. Ideal bir glokom hayvan modelinin uyarilmasi kolay, tekrarlanabilir, biyolojik
olarak makul ve ongdriilebilir olmalidir. Mevcut glokom hayvan modellerinden kemirgenler,
nispeten kisa bir 6mre sahip olduklar1 ve genetik olarak degistirilebildikleri i¢in yaygin olarak
goriinmektedirler. Ayrica kemirgenler, okiiler anatomik yapilar acgisindan insanlarla birkag

benzerligi paylagsmaktadir (78).

Hyaluronik asit, AH disa akim yolunun temel bir bileseni olan TA yapisinin hiicre dist
matrisin onemli bir bilesenidir. HA, iris veya lens temasi Onlenerek kornea-skleral limbus
yoluyla 6n kamaraya enjekte edilebilir. On kamara derinligini kademeli olarak arttirir ve
tekrarlanan enjeksiyonlar farkli limbal lokasyonlarda yapilabilir, bu da GIB'de artisa yol agar
(79-83).

Tek bir enjeksiyonla 254/ HA (10 mg / ml tuzlu su) 7-8 giin sicanlarda %80 (9.4 mm
Hg) ile GIB artmistir. Tekrarlanan enjeksiyonlarla bu 10 haftaya kadar uzatilabilir ve %40
RGC kaybr ile sonuglanabilir (79, 80, 82, 84). Ancak bu caligmalar, enjeksiyondan sonra
siganlarin %6-12.5'inin kornea veya lentikiiler komplikasyonlar gelistirdigini bildirmistir.
Bizim ¢aligmamizda da benzer oranlar goriilmiistiir. HA enjeksiyonu iizerine bildirilen bu
calismalar, su anda oftalmik viskoelastik cihazlarda kullanilan konsantrasyona benzer sekilde,
diger modellere kiyasla GIB'de benzer artislar bildirmistir. Bununla birlikte, GiB'deki giinliik
degisim &nemli dlciide daha yiiksektir ve GIB yiikselme siiresi daha kisaydi, bu da tekrarlayan

enjeksiyonu glokomu tetiklemek icin en biiyiik gereklilik haline getirmistir.

Bu teknigin dezavantaji, yiiksek GIB'yi siirdiirmek icin tekrarlanan enjeksiyonlara
ithtiya¢ duyulmasidir, bu da hayvan gozlerinde fitizis bulbi, katarakt ve ge¢ici korneal 6demle

sonuclanabilir (82, 84)

Deneysel glokom modelimiz daha once yukarida bahsedildigi gibi kullanilmig ve
giivenilir ve tekrarlanabilir oldugu kanitlanmigtir. Calismamizda tekrarlayan enjeksiyonlar
gerektiren bu model, sliphesiz komplikasyon gelistirme riskini artirmistir. Ayrica glokom

olusturulan deneklerden 3\18 oraninda katarakt, endoftalmi ve perforasyon gibi
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komplikasyonlar, 3\18 oraninda ise tekrarlayan anestezi indiiksiyonlara bagli Oliim
goriilmistiir. Mevcut sinirlamalarin Gistesinden gelmek i¢in modellerde daha fazla iyilestirme
veya yeni bir uyarlanabilir mekanizmanin gelistirilmesi, gelecekte glokomun daha iyi

anlasilmasini saglayacaktir.

Glokom 2020 yilinda 80 milyon kisi etkilemesi beklenen geri dondiiriilemez korliige
yol acan bir gbérme sistemi hastaligidir (25). 2040 yilinda yaklagik 112 milyona ulagmasi
beklenmektedir (85). 40 yasin lizerindeki kisilerin yilizde biri bu patolojiden etkilenir iken bu

oran, 70 yasin iizerindeki kisilerde %5'e ve 80 yasin lizerindekilerin %10'una kadar yiikselir.

Primer Acik Acili Glokom (PAAG), glokomun en yaygin seklidir. PAAG, GIB artiran
AHlin gbziin 6n kamaradan bosaltilmasindan sorumlu TA’in dejenerasyonu ile
karakterizedir. Buna bagli olusan okiiler hipertansiyon, optik siniri olusturan RGC'lerin
aksonlarinin bozulmasina ve ardindan RGC'lerin giderek artan konsantrik kaybina neden olur.
Glokom, uzun siire asemptomatik kalan sinsi bir hastaliktir ve zaten kalic1 hasar oldugunda
gorsel belirtiler meydana gelir. Gorsel belirtiler 6nce ¢evresel ve sonra merkezidir. Mevcut
tedaviler temel olarak GiB'yi diisiirmeyi amaglamaktadir. Bununla birlikte, bu dejeneratif
hastaligin gelisimi ve ilerlemesinde artmis GIB disindaki ek mekanizmalar rol oynamaktadir.
Gergekten de, uygun GIB kontroliine ragmen hastalarin % 15-25'inde glokom progresyonu
goriilebilir (86, 87) ve normal tansiyonlu glokom, yiiksek GiB'nin nérodejenerasyonu

aciklayamadigi glokom vakalariin 6nemli bir boliimiinii olusturur (88).

Goz i¢i basincin yliksek olmasi optik sinir hasar1 ve RGC kaybi i¢in risk faktorii
olmakla birlikte tek basina GIB’in diisiiriilmesi gérme fonksiyonunu korumada yeterli
olmamaktadir (89). Bu sebeple GIB’i diisiirmek glokom tedavisinin temelini olustururken

ayn1 zamanda noroproteksiyonu hedefleyen tedavi modelleri gerekmektedir (90).

Gecmiste yapilan calismalarda normal retinal doku hiicrelerinin  6liim sirast
incelendiginde RGC tabakasindan baslayip i¢ten disa dogru dogru ilerledigi goriilmiistiir (91-
93). Glokomun sebep oldugu retinal hasara bagli kayipla benzer sekilde; aksonal
dejenerasyon, mikrogliyal dokunun aktivasyonu, TNF-a ve sitokinlerin salinimini takiben
kompleman yolunun aktivastonu sonucunda RGC’nin apopitozisi ile sonu¢lanmaktadir (94,

95).
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Bizde c¢alisgmamizda retinal ganglion hiicre tabakasi kalinlig1 incelendiginde
beklenildigi gibi en az kalinliga sahip olan glokom gurubunda iken en fazla kontrol
grubundaydi. Eritropoetin uygulanan gruplarda uygulama yolundan bagimsiz olarak retinal
hiicre kalinligi glokom grubuna goére daha fazlaydi. Subkonjonktival yolla eritropoetin
uygulanan grupta her ne kadar retinal hiicre kalinlig1 daha fazla olsa da uygulama yollar

arasinda anlamli fark saptanmadi.

EPO, yaklasik 30,4 kDa bir hematopoetik biiylime faktoriidiir (58). Ayrica klinik
pratikte kullanilabilir oldugundan, ilging bir ndroprotektif ilag olarak kabul edilir ve bir ¢ok
calisma ile noroprotektif etkisini desteklemektedir (96). EPO ¢ogunlukla yetigskin bobreklerde
tiretilir, ancak merkezi sinir sistemi de onu diisiik seviyelerde tiretir (58). Yetiskin insanlarda,
beyinde ve retinada otokrin veya parakrin eylemleri diislindiiren genis bir EPO ve EPO

reseptor dagilimi bildirilmistir (6, 72, 97).

Oftalmik ve oftalmik olmayan norodejeneratif hastaliklarin ¢esitli modelleri, EPO'nun
apoptozu, enflamasyonu, oksidasyonu ve eksitotoksisiteyi azaltma kabiliyeti nedeniyle 6nemli
noro-koruyucu ve noro-rejeneratif O6zelliklere sahip oldugunu gostermektedir (98-102) ve
ayrica progenitdr hiicre proliferasyonunu artirmak gibi etkileri de gosterilmistir (58). Bu
nedenle EPO, RGC’lerin apoptozunu onlemek ic¢in degerli bir ilag gibi goriinmektedir ve

sistemik, intravitreal ve retrobulbar yollarla uygulanabilir (63, 103)

Ilag arastirmalar1 ve farmakokinetik, mevcut retina terapotiklerinde ve yeni ilaglarin
gelistirilmesinde  6nemli roller oynamaktadir (104). EPO okiiller uygulama igin
subkonjunktival yol, minimum riskleri olan ve hematopoez gibi onemli istenmeyen yan
etkiler olmaksizin kolay ve gilivenli bir prosediirdiir. Subkonjonktival ve topikal
uygulamalarin 6niindeki ana okiiler engeller, akis bariyerleri olan (kan akis1 ve lenfatik akis)
ve dokuya penetrasyon zorlastiran bariyerleridir (104) Burda skleral doku dikkate alinmasi
gereken en Onemli bariyerdir. Bununla birlikte, immiinoglobulinlerin ve diger biiyiik
bilesiklerin koroid ve retinaya transskleral verilmesinin miimkiin oldugu kanitlanmistir (105)
Glokom kronik bir hastalik oldugundan, RGC'leri korumak i¢in birden fazla tedavi gereklidir
ve daha az riski barindiran topikal , subkonjonktival yollarmn kullanilmasi daha uygun

goriinmektedir.
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Resende ve ark (101, 106, 107) son c¢alismalarinda, EPO (rekombinant insan
eritropoietin) 'nin subkonjonktival yol ile uygulanmasinin retinanin RGC hiicreleri iizerinde
olumlu etkileri oldugu ve ndron koruyucu oldugu gosterilmistir. Bu uygulama yolu,
hematopoez uyarimi (sistemik uygulama) ile ilgili potansiyel yan etkileri ve endoftalmi, retina
dekolmani, iiveit veya katarakt (intravitreal ve retrobulbar uygulama) gibi komplikasyonlar1

Onler (73, 96, 108).

Ayrica topikal EPO ile ilgili yapilan bir ¢alismada, Resende ve ark. (71), EPO f ex
vivo olarak topikal uygulandiginda sonra domuz konjonktiva, kornea ve sklerasina niifuz
edebilecegi gosterilmis. Subkonjunktival uygulamaya gore, EPO'mun topikal okiiler
uygulanmasi, sedasyon veya lokal anestezi gerektirmeyen invazif olmayan bir yol olma
avantaji ile test edilen dozda zararsiz kabul edilebilir. Bu g¢ekici ozelliklere ragmen asilmasi

gereken onemli okiiler engellerin dikkate alinmasi zorunludur.

Resende ve ark. yakin zamanda yaptiklart bir bagka ¢alismada kitosan ve hyaluronik
asit molekiillerini  kullanarak topikal EPO’nun olusturulan (CS / HAG6-EPO)
nanoformiilasyonu ile, domuz g6z dokulari immiinohistokimyasal olarak degerlendirildiginde,
sirasiyla en hizli niifuzun konjonktivadan , ardindan sklera ve tiglincli olarak korneadan
oldugu goézlemlenisler (109). Bizde calismamizda ex vivo olarak yapilan bu ¢alismalari
refreans alarak bu iki uygulama yolunu in vivo glokom olusturulan siganlarda karsilastirmay1

amagladik.

Deneysel bir fare glokom modelinde, tek doz intravitreal 200 ngEPO uygulamasinin
RGC’lerin yiiksek basinca bagli kaybinin en azindan bir kisminit 6nlemekte etkili oldugu
goriilmiistiir (63). GIB’deki artisin neden oldugu retinal iskemiden dnce veya hemen sonra
rhEPO'nun sistemik uygulanmasinin, histopatolojik retina harini azalttig1 ve elektroretinografi
ile degerlendirildiginde ise fonksiyonel iyilesmeyi hizlandirdig:r saptanmistir. Eksojen EPO
ayrica iskemik retinadaki terminal apoptotik olaylar1 6nemli Ol¢iide azaltarak bir anti-

apoptotik etki mekanizmas1 gostermektedir (110).

Carvalho ve ark. (111) oligemik iskemik zeminde meydana gelen glokom modelinde
EPO verilen grupta RGC sayist kontrol grubuna goére daha diisiik olmasina ragmen EPO

uygulanmayan glokom olusturulmus siganlara gore daha fazla saptanmstir.
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Loeliger ve ark. (112) fetal koyunlar {izerinde yaptiklart EPO’nun, endotoksinlerin
meydana getirdigi retinal hasar lizerindeki etkisini inceledikleri ¢alismada RGC sayisinin

EPO uygulanan fetiislerde, uygulanmayanlara gore anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur.

Chu ve ark. (113) deneysel olarak diyabet olusturarak diyabetik retinopati
gelistirdikleri c¢aligmada intravitreal olarak EPO enjekte edilen sigcanlarin retinasinda
proapoptotik ve inflamatuvar yanitlardan sorumlu gen ekspresyonu normal sinirlarda kaldigi

gozlendigi bildirilmistir.

Hernandez ve ark. (114), noral retinada ve RPE’de EPO ekspresyonunu yiiksek
seviyelerde saptamistir. Tam olarak aydinlatilmamis olmasimna ragmen, EPO'nun retinada
noroprotektif , anti-apoptotik , anti-inflamatuar, anti-oksidatif, anti-gecirgenlik ve anjiyojenik

fonksiyonlara sahip olabilecegi goriilmektedir (6, 115-117).

Retina dokusunda ¢ok sayida EPO ve EPOR varligi, EPO'nun gézde 6énemli fizyolojik
rollere sahip oldugunu disiindiirmektedir. Yapilan c¢alismalarda goéz gelisimi sirasinda
EPO'nun katiliminin, hiicre apoptozunu dnlemedeki koruyucu roliine katkida bulunabilecegi

sonucuna vartlmstir (118, 119).

Calismamizda retinal ganglion hiicre tabakasi kalinlig1 incelendiginde beklenildigi gibi
en az kalinliga sahip olan glokom gurubunda iken en fazla kontrol grubundaydi. EPO tedavisi
alan uygulanan gruplarda uygulama yolundan bagimsiz olarak retinal hiicre kalinligi glokom
grubuna gore daha fazlaydi. Subkonjonktival EPO grubunda her ne kadar retinal hiicre
kalinlig1 daha fazla olsa da uygulama yollar1 arasinda anlamli fark saptanmadi. Bu durum
deney gruplarindaki denek sayisinin az olmasindan kaynaklanmis olabilir. Calismanin daha
fazla denek ile tekrarlanmasi durumunda EPO uygulama yollar1 arasindaki fark istatiksel

olarak da anlamli sonuglanabilir.

Calismamizda retina kalinlig1 en fazla kontrol grubunda en az glokom grubundaydi.
Subkonjonktival eritropoetin  uygulamasinda retina kalinligi topikal eritropoetin
uygulananlara gore daha yiiksek retina kalinlig1 saptanmis olmasina ragmen tedavi gruplari
arasindaki farkin anlamsiz saptanmis olmasi gruplardaki denek sayisinin az olmasindan

kaynaklaniyor olabilir.
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I¢ pleksiform tabakanin (IPL) kayb1, genel gorme alam kaybu ile oldukga iliskilidir ve
bu nedenle hastalarda glokom ilerlemesini degerlendirmek icin potansiyel bir biyobelirtectir
(120). Néroproteksiyon, GiB'den bagimsiz RGC kaybini1 énlemek igin kullanilabilir (121). I¢
plaksiform tabaka kalinlig1 incelendiginde subkonjonktival eritropoetin uygulamasi ile
glokom grubu arasinda anlamli iliski saptanmis olup, tedavi guruplar1 arasinda istatistiksel
anlaml iliski saptanmamustir. I¢ pleksiform tabaka kalinhigi subkonjonktival uygulamada
topikal damla uygulamaya gore daha fazla olup daha biiyiik calisma gruplartyla calismanin
tekrarlanmasi durumunda anlamli fark saptanabilir. Cheng ve ark. (120) yaptig1 calismada
retina hasar1 meydana getirilen sicanlarda EPO uygulamasi sonrasi i¢ pleksiform hiicre

tabakasinda mevcut hasarin geriledigi bildirilmistir.

Calismamizda gruplar arasinda ganglion hiicre kompleksi kalinlig1 incelendiginde de
benzer sekilde en az glokom grubunda en fazla kontrol grubunda izlenmistir. Subkonjonktival
eritropoetin uygulananlar topikal uygulamaya gore kalinlik daha fazla olmasma ragmen
uygulama yollar1 arasinda fark saptanmamis olmasi denek sayisinin azligindan kaynaklanmis

olabilir.

Ayrica g¢aligmamizin  sinirlamalarindan  biri, tekli EPO  enjeksiyonlarinin
kullanilmasidir. Hem lokal hem de sistemik potansiyel yan etkileri degerlendirmek igin
tekrarlanan EPO subkonjonktival enjeksiyonlar uygulanmalidir. Kullanilan glokom modeli,
bir bagka sinirlama olarak goriilmektedir. Bu glokom deneysel modeli daha once kullanilmis
ve giivenilir ve tekrarlanabilir oldugu gosterilmis olmasina ragmen glokom ¢ok faktorlii ve
cok karmasik bir hastaliktir. Bu nedenle, birkag¢ farkli glokom modeli kullanan ¢aligmalardan
elde edilen verileri birlestirmek, glokom hastaliinda EPO okiiler ndroproteksiyonun tam
resmini anlamak i¢in 6nemlidir. Yukarida belirtilen sinirlamalara ragmen, bu ¢alismalar hem
klinik oncesi hem de klinik senaryolarda okiiler ndroproteksiyonu hedefleyen gelecekteki

caligmalar i¢in EPO uygulamasiyla ilgili yeni perspektifler agmaktadir.

Sonug olarak, glokom indiiksiyonundan sonra subkonjunktival ve topikal uygulanan
rHuEPO, RGC’ler, basta GCC tabakas1 ve IPL tabakasi ve total retina katmar iizerinde
faydal1 etkileri gosterildi. Bununla birlikte, glokom kosullarinda subkonjonktival ve topikal
EPO kinetigini degerlendirmek i¢in daha fazla ¢aligma yapilmalidir.

50



6. SONUC VE ONERILER

1. Glokom geri doniislimsiiz korliiglin 6nde gelen sebeplerindendir. Bu sebeple erken
tanist ve tedavisi son derece 6nemlidir. Calismamizda ganglion hiicre tabakasi, i¢ pleksiform
tabaka, retina kalinligi, ganglion hiicre kompleksi (i¢ pleksiform tabaka + ganglion hiicre

tabakasi) kalinlig1 en az glokom grubunda, en fazla kontrol grubunda izlenmistir.

2. Glokom siklikla GIB artisiyla seyretse de GIB regiilasyonu saglanan hastalarda
klinigin diizelmemesi tedavide tek basina goz i¢i basincin diisliriilmesinin yetersiz kaldigini
gostermektedir. Bu sebeple tedavide noroprotektif ajanlar yer edinmeye baslamistir.
Eritropoetin bizim c¢alismamizin sonuglarinda da ndroprotektif sonuglari gézlenmis olup
uygulama yollar1 arasinda anlamli iligki saptanmamistir. Calismanin daha biiyiik caligma

gruplarinda tekrarlanmasi faydal olabilir.

3. Glokomun korliige ilerleme riski yiiksektir. Bu sebeple erken donemde taninmasi ve
tedavisinin diizenlenmesi O6nemlidir. Sosyal devlet politikalar1 dahilinde glokom tanisi
hakkinda halk egitimleri, radyo televizyon programlar1 gibi farkindalik faaliyetleri

yapilmalidir. Konu hakkinda gerekli yasal diizenlemeler ve politikalar olusturulmalidir.
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OZET

DENEYSEL GLOKOM MODELINDE ERITROPOETININ
NOROPROTEKSIYON UZERINE ETKIiLERI

Amagc: Glokom, diinya genelinde korliigiin baslica sebeplerinden olup, progresif,
irreversible optik ndropatidir. Calismamizda Eritropoetinin glokom iizerindeki ndroprotektif

etkisinin gostermek amaciyla yapilmistir.

Gere¢ ve Yontem: Bu calismada Adnan Menderes Universitesi Deneysel Hayvan
Merkeziden on ikiser adet erkek ve disi Albino Wistar cinsi rat (6 haftalik; 220+40 gram)
kullanilmistir. Ratlar kontrol, glokom, subkonjonktival eritropoetin tedavi, topikal eritropoetin
grubu olmak iizere 4 grup olarak ayrilmis olup her grupta 6 adet rat bulunmaktadir. Anestezi
ve analjezi uygulamasinda intramiiskiiler 50 mg/kg ketaminhidroklorir ve 5 mg/kg

ksilazinhidroklorid kombinasyonu kullanilmustir.

Bulgular: Calismamizda ganglion hiicre tabakasi, i¢ pleksiform tabaka, retina
kalinligi, ganglion hiicre kompleksi kalinligi en az glokom grubunda, en fazla kontrol

grubunda izlenmistir. Eritropoetin uygulama yollar1 arasindaysa fark izlenmemistir.

Sonug: Eritropoetinin noroprotektif etkisi gosterilmis olup daha genis c¢aligma

gruplariyla ¢alismanin tekrarlanmasina ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Eritropoietin, Glokom, Noroproteksiyon,
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ABSTRACT

EFFECTS OF ERYTHROPOETIN ON NEUROPROTECTION
IN EXPERIMENTAL GLOCOMAL MODEL

Objective: Glaucoma is one of the major causes of blindness worldwide and is
progressive, irreversible optic neuropathy. Our study was conducted to show the

neuroprotective effect of erythropoietin on glaucoma.

Method: Twelve male and female Albino Wistar rats (6 weeks old; 220 + 40 grams)
from Adnan Menderes University Experimental Animal Center were used in this study. Rats
were divided into 4 groups as control, glaucoma, subconjunctival erythropoietin treatment,
topical erythropoietin group, and each group has 6 rats. Intramuscular 50 mg / kg ketamine
hydrochloride and 5 mg / kg xylazine hydrochloride combination was used for anesthesia and

analgesia.

Results: In our study, ganglion cell layer, inner plexiform layer, retinal thickness, and
ganglion cell complex thickness were observed at least in the glaucoma group and mostly in
the control group. No difference was observed between the routes of administration of

erythropoietin.

Conclusion: The neuroprotective effect of erythropoietin has been demonstrated, and

there is a need to repeat the study with larger study groups.

Key Words: Erythropoietin, Glaucoma, Neuroprotection
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