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OZET

Deneysel Metanol intoksikasyonu_.Olusturulan Sicanlarda, Steroid ve
Eritropoietin Tedavilerinin Optik Sinir Uzerindeki Histopatolojik Etkilerinin
Degerlendirilmesi

Amag: Sicanlarda deneysel olarak olusturdugumuz metanol intoksikasyonu
tablosunda eritropoietinin histopatolojik etkilerini degerlendirip, bunu steroid
tedavisinin etkileri ile karsilastirmay: amagladik.

Gerec-Yontem: Calismamizda 40 adet wistar albino sicanmin, 60 gozii
kullanildi. Her biri 10 sicandan olusan grup O, 1, 2, 3 olmak iizere 4 grup
olusturuldu. Grup 0 kontrol grubuydu, herhangi bir ajan verilmedi. Grup 1’ e
metanol, etanol, metotreksat verildi. Grup 2’ye, grup 1’den fakh olarak steroid
tedavisi eklendi. Grup 3’e ise Grup 2’den farkh olarak rekombinat insan
eritropoietin tedavisi eklendi. iki haftahk siire sonucunda sicanlarin optik sinirleri
diseke edildi ve histopatolojik olarak incelendi.

Bulgular:  Metilprednizolon alan grupta elektron  mikroskobik
incelenmesinde, miyelinli sinir liflerinin cogunlugunda miyelin kihf ile
aksoplazmadaki mitokondriyon, norotiibiil ve norofilamanlarin normal yapilarini
koruduklar1 dikkati ¢ekti. Grup 1°de ise bir¢ok alanda miyelinli sinir liflerinde
onemli dejeneratif degisikliklerin meydana geldigi goriildii. Miyelinli aksonlarin
sayisi, grup 1 ile karsilastirildiginda 6nemli olgiide artmms bulundu. Eritropoietin
ile tedavi edilen grupta goriilen dejeneratif degisikliklerin, tedavi uygulanmayan
grup 1’e kiyasla daha sinirh oldugu goriilse de, metilprednizolon verilen gruba
gore bu degisikliklerin daha siddetli oldugu goriildii. Hem eritropoietin ile tedavi
edilen grupta (p<0,01), hem de metilprednizolon ile tedavi edilen grupta (p<0,001);
grup 1 ile karsilastirildiinda myelinli akson sayisinin daha fazla oldugu goriildii.

Sonuglar: Metilprednizolon ve eritropoietinin noroprotektif etkisi, deneysel
calismamizda histopatolojik olarak etkin bulunmustur. Ancak, metilprednizolon
tedavisinin, eritropoietin tedavisine gore myelinli sinir liflerinin yapilarim ve
myelinli akson sayisinin daha fazla korudugu goriildii.

Anahtar kelimeler: Metanol intoksikasyonu, toksik optik néropati, eritropoietin,
steroid, noroproteksiyon




ABSTRACT

Evaluation of Histopathological Effects of Steroid and Erythropoietin
Treatments on the Optic Nerve in Experimental Methanol Intoxication Rat

Purpose: We aimed to evaluate the histopathological effects of erythropoietin
in methanol intoxication, which we experimentally created in rats, and compare it
with the effects of steroid treatment.

Materials-Methods: We used 60 eyes of 40 rats In our study. We formed four
groups, each containing 10 mice, groups 0, 1, 2, 3. Group 0 was the control group,
no agent was given. Group 1 was given methanol, ethanol, methotrexate. Steroid
treatment was added to group 2, which was different from group 1. Unlike Group
2, recombinant human erythropoietin treatment was added to Group 3. In the
study, oral methanol was given to the rats one week after intraperitoneal
methotrexate administration to groups 1, 2, 3. Oral ethanol was given 4 hours later
following oral methanol. In addition to all these, the second group received high
dose intraperitoneal methyl prednisolone for 3 days, and the third group received
intraperitoneal recombinant human erythropoietin for 3 days. At the end of the
two-week period, the optic nerves of the rats were dissected and examined
histopathologically.

Results: In the electron microscopic examination of the methylprednisolone
group, it was noted that the myelin sheath in the majority of myelinated nerve
fibers and the mitochondria, neurotubules and neurofilaments in the axoplasm
maintained their normal structures. It was observed that oligodendrocytes
encircled the myelinated axons and generally maintained their normal thin
structure. In the group 1, significant degenerative changes were observed in many
areas of myelinated nerve fibers. It was noted that in oligodendrocytes there was
an increase in heterochromatin in the nucleus and vacuolization in the cytoplasm.
The number of myelinated axons was found to be significantly increased compared
to the group 1. Although the degenerative changes seen in the group treated with
erythropoietin were more limited compared to the untreated group 1, these
changes were more severe than the group treated with methylprednisolone. Both
in the erythropoietin-treated group (p<0,01) and in the methylprednisolone-
treated group (p<0,001); It was seen that the number of axons with myelin was
significantly higher compared to the experimental group.

Conclusions: The neuroprotective effect of methylprednisolone and
erythropoietin was found histopathologically effective in our experimental study.
However, it was observed that methylprednisolone treatment preserved the
structures of myelinated nerve fibers and the number of myelinated axons more
than erythropoietin treatment.

Key words: Methanol intoxication, toxic optic neuropathy, erythropoietin, steroid,
neuroprotection
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1. GIRIS AMAC

Metil alkole bagli optik noropati en sik goriilen ve en iyi tanimlanmis toksik
optik noéropati (TON) nedenidir (1). Prodiiktif ¢ag erkeklerde gorme kaybinin énemli
nedenlerinden biridir (1). Endonezya ve Tunus gibi gelismekte olan iilkelerde metanol
zehirlenmesinden kaynaklanan optik noropati insidans1 artmaktadir. Caligmalar, tiretken
yastaki erkeklerin metanol zehirlenmesinden kaynaklanan korliikten en fazla etkilenen
populasyon oldugunu gostermektedir (1,2). Metil alkol, doza bagimli olarak (>2 mg/kg)
metabolik asidoz, optik noropati, solunum yetmezligi, dolasim yetmezligi ve Oliime
neden olmaktadir.

Metanol, odunun damitilmasiyla elde edilen bir alkol ¢esididir. Metanol renksiz
ve son derece toksik bir organik ¢oziiciidiir. Endiistride solvent ve temizleyici olarak
yaygin sekilde kullanilmaktadir. Maliyeti diisiirmek i¢in, yasa dis1 {iiretilen ickilerde
kullanilmaktadir. Metanol zehirlenmesi, genellikle metanolin oral alimiyla
olugsmaktadir. Bununla birlikte, metanoliin yanliglikla ya da intihar amaciyla alimi
sonrasi da gelisebilir. Deri ya da inhalasyon yoluyla da metanol zehirlenmesi gelisebilir.

Metanoliin kendisinden ¢ok metabolitleri toksik etkiden sorumludurlar. Metanol
gastrointestinal sistemden, solunum yollarindan ve ciltten hizla emilir. Daha sonra
karacigerde alkol dehidrogenaz (ADH) tarafindan formaldehit ve formik aside
metabolize edilir. Formik asit mitokondrilerdeki sitokrom c oksidaz enzim aktivitesini
inhibe ederek hiicresel solunumu engeller ve metabolik asidozu arttirir. Sinir sistemi,
metanoliin toksik etkilerine kars1 savunmasizdir.

Metanol zehirlenmesinde bulgular, oral alimdan 12-24 saat sonra karin agrisi,
yorgunluk, bulanti-kusma ve gorme kaybu ile ortaya ¢ikar. Bu latent donem, metanoliin
toksik metabolitlerine yavas metabolize olmasi ile ilgilidir. Metabolik asidoz ve santral
sinir sistemi hasar1 eslik eden diger bulgular arasindadir. Siddetli durumlarda koma ve
Oltim gortiliir.

Tanida detayli anamnez ve tam bir oftalmolojik muayene olduk¢a Onemlidir.
Metanol intoksikasyonunda gorme sikayetleri, akut gelisen sisli ve lekeli gorme, diplopi
seklindedir. Klinigini diger toksik noropatilerden ayiran en Onemli o6zelligi akut
olmasidir. Bilateral, agrisiz gérme kaybi ve santral- santrogekal gérme alami defekti

mevcuttur. Fundus muayenesinde, akut donemde optik disk hiperemik ve 6demli



goriiniimdedir. Peripapiller sinir lifi 6demi ve optik diskte fizyolojik ¢ukurlugun kaybi
goriilmektedir. Gorme bozuklugu gangliyon hiicre kaybina baglidir. Optik sinir 6demi
geriledikten sonra yaklasik 2 ay i¢inde optik atrofi gelisir ve gérme keskinligi bu
evreden sonra genellikle stabil seyreder. Pupilin dilate olmasi ve 1s18a yanit vermemesi
kotii prognoz gostergesidir.

Metanol intoksikasyonunun tedavisi i¢in etanol ya da fomepizol
kullanilmaktadir. Fomepizol ve etanol, ADH’y1 yarismali olarak inhibe eder, boylece
metanoliin metabolitlerine doniisiimii engellenir ve bobrek yoluyla elimine edilir.
Bunun disinda destek tedavisi olarak metabolik asidozun diizeltilmesi, folik asit
verilmesi, metanol ve metabolitlerinin atilimini arttirmak i¢in hemodiyaliz uygulamasi
diger tedavi segenekleridir. Metanol toksisitesine bagli optik noéropati tedavisinde,
uygun ve etkili bir tedavi konusunda heniiz bir fikir birligi saglanamamigtir. Siklikla
uygulanan steroid tedavisi ve vitamin destegine ragmen etkin bir diizelme
saglanamamaktadir. Steroid tedavisi ve vitamin destegi icin, farkli bireylerde farkli
sonuglar gézlenmis ve terapotik bir mekanizma tanimlanmamuistir. Olgu diizeyinde bazi
caligmalarda ise rekombinat insan eritropoietininin (EPO) etkili odugu savunulmaktadir
(3, 4, 5). Biz de caligmamizda, ndroprotektif bir ajan olarak kullanilmakta olan EPO’yu,
deneysel olarak olusturdugumuz metanole bagli TON modelinde sistemik olarak
uyguladik ve sistemik steroid etkileri ile karsilagtirdik.

Bu ¢alismada wistar cinsi 40 albino sigan, her grupta 10’ar sican olmak {izere 4
gruba ayrildi. On adet sigan kontrol grubu secildi ve herhangi bir ajan verilmedi. Otuz
sigana folik asit seviyelerini diistirmek i¢in intraperitoneal metotreksat (Methotrexate®
50mg/5ml, Kogak Farma, Tirkiye) (0,3 mg/kg) uygulandi, 1 hafta sonra optik sinir
hasar1 yapabilecek dozda oral metanol (% 20’lik konsantrasyonda, 3g/kg) verildi (1).
Sagkalimi saglamak amaciyla, 4 saat sonra antidot olarak etanol (%20’lik
konsantrasyonda, 0,5 g/kg) verildi (1). Bu 30 siganin 10’una 3 giin boyunca giinde 1 kez
intraperitoneal steroid (20-30 mg/kg), 10’una 3 giin boyunca ginde 1 kez
intraperitoneal rekombinat insan eritropoietini (Eprex®, 40001U/0,4 ml, Janssen Cilag,
Isvigre) (2500-5000 IU/kg) verildi. Yaklasik 2 haftalik siire¢ sonunda optik sinir

kesitleri histopatolojik olarak 151k mikroskopu ve elektron mikroskopu ile incelendi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Optik sinir anatomi ve fizyolojisi

Optik sinir, retinanin gangliyon sinir lifi tabasindaki yaklasik 1,2 milyon
ganliyon hiicre akson uzantisindan olugsmaktadir. Bu aksonlarin optik diskten, kiazmaya
kadar olusturdugu bolime optik sinir denir. Aksonlar, optik diskten yaklasik 90
derecelik bir ag1 ile donerek optik sinir basin1 meydana getirir.

Aksonlar optik kiyazmada ¢aprazlasarak lateral genikulat cisme ulasir ve
oksipital kortekse kadar uzanir.

Optik sinir yaklasik 45-50 mm uzunlugundadir ve 4 boliim halinde incelenir.

1. Intraokiiler kisim (1 mm)
2. Intraorbital kistm (25-30 mm)

3. Intrakanalikiiler kisim (4-5 mm)
4. Intrakraniyal kisim (9-10mm) (Sekil 1)

Goz iginde - 1 mm

Orbita iginde - 25-30 mm_|*

Optik foramende - 4-5 mm~_ ("

intrakranial - 9-10 mm

Sekil 1. Optik sinirin bdliimleri



2.1.1. Intraokiiler kistm (Optik sinir bas)

Gangliyon hiicre aksonlar1 birleserek optik diski meydana getirirler. Papilla veya
optik disk olarak adlandirilir, fundus muayenesinde tek goriilebilen kismidir. Yaklasik
olarak on- arka ¢apt 1mm, dikey c¢ap1 1,8 mm, yatay ¢apt 1,7 mmdir. Merkezinde
fizyolojik bir cukurluk bulunur.

Optik disk 4 boliimde incelenir;

e Retina sinir lifi tabakas1
e  Prelaminer tabaka
e [amine kribrosa tabakasi

e Retrolaminer tabaka

2.1.1.1. Retina sinir lifi tabakasi

Optik sinir bagini 6rten en yiizeyel tabakadir.

Retinadan gelen miyelinsiz gangliyon hiicre aksonlar1 optik diske girerken,
istten gelen lifler iistten, alttan gelen lifler alttan, makuladan gelen lifler temporalden,
nazalden gelen lifler ise nazalden optik diske girerler (Sekil 2).

Superior

radial Wt

. - optik disk
Temporal S22 X Nazal

arkuat
if horizontal

plan

papiilomakiler
demet

N
inferior retina  optik sinir

Sekil 2. Retina sinir liflerinin optik diske girisi



2.1.1.2. Prelaminer bdlge
Miyelinsiz optik sinir lifleri, astrositler ve glial uzantilardan olusan; sinir

liflerinin koroide giris yaptig1 bolgedir.

2.1.1.3. Lamina kribrosa tabakasi

Bes yiiz, 600 kadar pordan olusan, kollojen, laminin, fibronektin ve elastinden
zengin bir tabakadir. Optik sinir, bu tabakaya komsu skleradan kollajen uzantilar alir.
Elastin sayesinde g6z igi basing artiglarina karsi optik sinir direnci dengelenir.

Myelinsiz sinir liflerinden olusur.

2.1.1.4 Retrolaminer tabaka

Optik sinirin miyelin kilif ile sarildig1 bolgedir.

2.1.2. intraorbital kisim

Orbita apeksinden, optik kanala kadar uzanan, gevsek yapida 25-30 mm
uzunlugundaki optik sinir kismidir. Bu gevsek yap1 goz hareketlerine izin verir,
travmaya, gerilmeye karst siniri dayanikli kilar ve 9 mm kadar propitozise olanak

saglar.

2.1.3. Intrakanalikiiler boliim
Sfenoid kemigin kiiciik kanadindaki, optik kanalin i¢inde seyreden kisimdir.

Yaklagik 5 mm uzunlugunda olup dura, araknoid ve pia ile sarilidir.

2.1.4. intrakraniyal béliim
Optik kanaldan sonraki boliimidiir. Yaklasgik 5-16 mm  uzunlugundadir.
Kiazmaya geldiginde nazal lifler caprazlasir, temporal lifler ¢aprazlagmadan devam

eder. Kiazmadan sonra lateral genikulat cisme, ardindan primer kortekse uzanir.

2.1.5. Optik sinirin mikrovaskiiler dolasimi

2.1.5.1. Arteryel dolasim

Optik sinirin biiyiik bir kism1 oftalmik arter dallarindan kanlanir.



Intraokiiler kisim

Retina sinir lifi tabakast: Temel olarak retinal arteriyollerden beslenir. Bunun
disinda arka siliyer arterler ve silioretinal arterden koken alan arterler de beslenmeye
katkida bulunur.

Prelaminer tabaka: Peripapiller koroidden kaynaklanan sentripedal dallardan
kanlanir.

Lamina kribrosa tabakast. Beslenmesi kisa posterior siliyer arterlerden (PSA)
veya Zinn-Haller halkasindan saglanir. Zinn-Haller halkasi, koroidal besleyici
damarlardan, dort adet kisa PSA’lardan ve pial arteryel agidan olusur (Sekil 3,4) (6).

Retrolaminer tabaka: Kisa arka siliyer arterler, koroid ve Zinn-Haller
halkasindan beslenir.

Optik sinir basinin kanlanmasindan esas sorumlu kisa arka siliyer arterlerdir.
Koroid kaynakli bu arterler, Zinn-Haller halkasini olusturur. Optik sinir basi kan akimi

sektoryel bir dagilim gosterir.

2.1.5.2. Venoz dolasim
Optik sinir basinin vendz drenaji santral retinal ven ve peripapiller koroidal
venler araciligiyla olur. Optik sinir basi disinda optik sinir, santral retinal ven ve orbital

retinal venlere drene olur.

2.1.6. Intraorbital kistmin beslenmesi
Kanlanmas: arka siliyer arterler yoluyla pial agdan olur. Santral retinal arter

dallar1 da kanlanmasina katkida bulunur.

2.1.7. intrakanalikiiler kistmin beslenmesi
Kanlanmas:1 oftalmik arterin kollateral dallari, internal karotis arterden koken

alan pial damarlar ve superior hipofizyal arterler ile olur.

2.1.8. intrakraniyal kisimin beslenmesi
Internal karotis arter, anterior serebral arter, superior hipofizyal arter ve anterior

komiinikan arter kanlanmasini saglar.



Sekil 3. Optik sinir bas1 kan akimi

Optic nerve -

2 /- _
Arterial circle of <
Zinn and Haller

{ 5 Central retinal artery
J 4
Posterior ciliary artery Optic nerve artery

Sekil 4. Optik sinir kan akimi

2.2. Retina gangliyon hiicre tabakasi
Retina anatomik olarak iizere 10 tabakadan olusmaktadir.

Distan ige sirastyla;

¢ Retina pigment epiteli,
¢ Fotoreseptor tabaka,

¢ Di1s sinirlayict membran,



¢ D1s niikleer tabaka,

¢ D15 pleksiform tabaka,

e i¢ niikleer tabaka,

e i¢ pleksiform tabaka,

¢ Gangliyon hiicre tabakasi,

o Sinir lifi tabakasi

Fotoreseptorler (rod ve koni hiicreleri) iizerine diisen 151k enerjisini fotokimyasal
reaksiyonla elektrik enerjisine gevririr. Koni hiicreleri renkli ve keskin gorme ile ilgili
olup, kuvvetli 151k uyarisi ile uyarilirlar. Makulada sadece koni hiicreleri bulunur. Bu
hiicrelerin fotopigmenti opsin’dir. Rod hiicreleri ise renksiz gorme ile ilgili olup, diisiik
siddetli 1sikta uyarilir. Rod hiicrelerinin fotopigmenti rhodopsin’dir. Fotoreseptor
hiicreler gérme yollarinin birinci noéronu olan bipolar hiicrelerle sinaps yaparlar. Bipolar
hiicreler ise gdorme yollarinin ikinci ndronu olan ganglion hiicreleri ile sinaps yaparlar.
Ganglion hiicrelerinden ¢ikan sinir lifleri papillada toplanarak optik siniri olustururlar.
Periferden makiilaya dogru gangliyon tabaka sayisi artar, foveaya dogru tekrar azalir ve

foveada ise tamamen kaybolur. Retina gangliyon hiicre tabakasinda, ii¢ tip hiicre vardir.

2.2.1. W hiicreleri
Gangiliyon hiicrelerinin % 40’11 olustururlar. Kiiclik ¢apta hiicrelerdir ve yavas

ileti yaparlar (8 m/sn). Karanlikta gérme ve hareketi algilama i¢in sinyaller tasirlar.

2.2.2. X hiicreleri
P hiicreleri olarak da bilinirler. Lateral genikulat cisimde, parvoselliiler tabakada
sinaps yaparlar. Gangliyon hiicrelerinin % 55’ini olustururlar. Orta boy hiicrelerdir ve

orta hizda ileti yaparlar. Renkli ve form gorme sinyallerini tagirlar.

2.2.3. Y hiicreleri

M hiicreleri olarak da bilinirler. Lateral genikulat cisimde magnoselliiler
tabakada sinaps yaparlar. Biiyiikk hiicreler olup, gangliyon hiicrelerinin % 5’ini
olustururlar. Gorsel uyaranlardaki hizli hareket ve 1s1ik siddetindeki degismelere ait

sinyalleri tagirlar.



2.3. Toksik optik noropatiler

Optik sinir, ilaglar (etambutol, izoniyazid, amiadoron), metaller (kursun, civa ve
talyum), organik ¢oziiciiler (etilen glikol, toliien), metanol gibi toksinlerden zarar
gorebilir. Bu bozukluk grubuna TON adi verilir. Cinsiyet ve irklar arasi fark
beklenmemektedir. Toksik optik noropati her yas grubunda goriilebilir.

Toksik optik noropati, klinik olarak genellikle simetrik, progresif, bilateral
gorme kaybi, santral veya ¢ekosantral skotom ve renk gérme azalmasi ile karakterizedir.
Rolatif afferent pupil defekti nadir goriiliir. Genellikle goérme kayb1 yavas
ilerlemektedir. Ancak metanole bagli TON’da gorsel sikayetler, diger TON nedenlerine
kiyasla akut gelisir.

Hastaligin baslarinda, optik sinirler genellikle normal veya bazen biraz
hiperemik goriintir.

Toksik madde, ozellikle papillomakular sinir lifi demetinde ganglion hiicre
aksonlarim1 hasarlamaktadir. Bu durum, baslangigta, bilateral temporal optik disk
solgunluguna neden olabilir. Sonrasinda optik diskin yaygin solgunlugu
gelisebilmektedir.

Toksik optik noropati diglama tanisidir. Bu nedenle, teshis yaklagimi i¢in gerekli
bir prosediir bulunmamaktadir.

Tedavi, toksik maddenin uzaklastirilmasi, sigara ve alkol tiiketimini birakmayi
igerir.

TON’a neden olan ajanlar;

e Etambutol

e izoniyazid

e Amiadoron

e Digoksin

e V/igabatrin

e Toksik alkoller: Etilen glikol, metanol
o Tiitiin ve alkol kullanimi

e Linezolid

e Siprofloksasin

e Dapson



e Interferon

e Tamoksifen
e Klorokin

e Disiilfiram

o Antitiimor Nekroz Faktorii Alfa Ajanlar

2.3.1. Anti-tiiberkiiloz ilaglara bagh optik noropati

Etambutol ve izoniazid tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan optik sinir i¢in toksik
ilaglardir. Etambutol, anti-tiiberkiilloz ila¢ kullanan hastalarin % 1-5'inde optik
noropatiye neden olur (7).

Okiiler toksisite doza ve siireye baghdir. Gorsel semptomlar, genellikle ilacin
baslamasindan 2-8 ay sonra baslar (8).

Etambutoliin sitokrom oksidaz enzimi i¢in gerekli olan ¢inkoyu baglayarak
toksik etki olusturdugu diisiiniilmektedir (9).

Diskromatopsi, toksisitenin en erken belirtisi olabilir ve mavi-sar1 renk
degisiklikleri en yaygin olanmidir (7). VEP latanslarinda gecikme gelisir. Merkezi
skotomlar, bitemporal gérme alan1 defekti ve periferal gorme alaninda daralma da
bildirilmistir (10). Kontrast duyarlilik 6l¢iimiiniin subklinik toksisitenin saptanmasinda
etkili olabilir.

Etambutoliin, 25 mg /kg /giin veya daha fazla dozlarinda TON riskinin daha
yiiksek oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu durumda, doz nispeten giivenli ve etkili olan 15
mg/kg/giine diistirilmelidir (11). Tedavisinde ila¢ dozunun ayarlanmasinin yani sira
cinko takviyesi de yapilmalidir. Bulgularin ilerlemesi halinde, ilag kesilmelidir. Ilag
kesildikten sonra, genellikle hastalar iyilesir ve bu haftalar ile aylar siirebilir.

Izoniazid, TON'a neden olabilen baska bir antitiiberkiiloz ilagtir.

Bitemporal hemianopik skotomlar ve bilateral optik disk 6demi gériilebilir.

Etambutol ile beraber kullanildiklarinda toksik etkisi daha fazla olmaktadir. lag

kesilmesi ve pridoksin idamesi ile gorsel fonksiyonlar diizelmektedir.
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2.3.2. Antiaritmik ilaclara bagh optik noéropati

Amiodaron, kardiyak aritmileri tedavi etmek i¢in kullanilan bir ajandir. Coklu
kanal blokeridir (Na, K, Ca kanallar1 blokeri ve yarismali olmayan a/f bloker). Negatif
inotrop, negatif kronotroptur.  Sinoatriyal nod fonksiyonuna etki ederek,
atriyoventrikiiler nod iletimini baskilayarak kalbi yavagslatir.

Amiodaron ile iliskili optik noropatinin klinik 6zellikleri; giderek artan tek
tarafli veya bilateral gérme kayb1 ve uzun siireli bilateral optik disk 6demidir (8).

En yaygin okiiler semptom, 1siklarin etrafindaki renkli halkalardir.

Yaygin okiiler bulgular kornea mikrodepozitlerini ve lens opasitelerini igerir.

Toksik optik néropatinin, amiodarona bagl olduguna dair kanitlar varsa, ilacin
kesilmesi gerekir. Gorsel semptomlar ve disk 6demi birka¢ ay iginde yavas yavas
diizelebilir (8).

Digoksin, kardiyak aritmileri ve kalp yetmezligini tedavi etmek icin kullanilan
bir kardiyak glikozittir. Diskromatopsiye, gorme bozukluklarina ve gorme alani

bozukluklarina neden oldugu bilinmektedir (12).

2.3.3. Vigabatrine bagh optik noéropati

Vigabatrin, infantil spazm gibi nobetler igin kullanilan antiepileptik bir ilagtir.
Gama aminobiitirik asit (GABA) transaminaz enzimine doza bagli enzim inhibisyonu
yapar ve bdylece inhibe edici norotransmitter olan GABA diizeylerinde artisa neden
olur.

Vigabatrin ile iliskili gorme alani kusurlart geri doniisimsiiz olabilir (13).

Gorme alani defektlerinin baglama zamani, yasa ve kullanim siiresine baghidir (13).

2.3.4. Tiitiin ve alkol kullanimina bagh optik néropati

Tiitiin-alkole bagli TON, tiitiin alkol ambliyopisi olarak da adlandirilmaktadir.
Bu hastalarin cogunda siddetli beslenme yetersizligi vardir ve bu hastalarda
beslenmeyle gorsel agidan iyilegsme oldugu goriilmiistiir.

Alkoliin  direkt etki 1ile toksik optik ndropatiye neden oldugu
diistinilmemektedir (14). Ancak alkolizm, beslenme yetersizliginde bazi vitamin

(tiamin) eksiklikleri yaparak optik néropatiye neden olabilmektedir.
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Hastalik genellikle orta yasli erkeklerde belirgin bir bilateral gorme bozuklugu,
simetrik g¢ekosantral skotomlar, renkli gérmenin bozulmas: ile karakterizedir. Optik
sinirin goriiniimii genellikle normal olmakla birlikte, peripapiller dilate damarlar ve
kanamalar goriilebilir.

Sigara igmenin, B12 vitamini emilimini bozdugu bilinmektedir (15). Sigara
dumaninda bulunan ve metabolize edilmeyen siyaniiriin hidroksikobalamin ile

siyanokobalamine doniistiiriilmesinden kaynaklandigi diistinilmektedir.

2.3.5. Metanole bagh toksik optik noropati

2.3.5.1. Metanol

Metanol (CH3OH), en basit yapil1 alkoldiir.

Gegmiste odunun damitilmasi ile elde edildiginden odun alkolii de denir (14).
Giintimiizde metanol, karbonmonoksit ve hidrojenden yiiksek basing altinda, yiiksek
sicakliklarda tiretilir. Metanol, etil alkol gibi hafif tath keskin bir kokuya sahip renksiz
olduk¢a ugucu bir sividir. Su ile tamamen karisir. Metanol, endiistriyel kullanimlar
sirasinda ve dogal olarak volkanik gazlar, bitki ortiisii ve mikrobiyal ajanlardan ¢evreye
salimir. Endiistride boya inceltici, teksir makine sivisi, antifriz, cam temizleyici gibi
maddelerin yapiminda kullanilir. Kimyasallar yapmak, otomotiv ve havacilik
yakitlarindan su ¢ikarmak i¢in, boyalar ve plastikler i¢in bir ¢oziicii olarak ve ¢ok cesitli
irtinlerde bir bilesen olarak kullanilir.

Gelismekte olan iilkelerde, yasadisi olarak diretilen alkol igerikli triinlerin
tilketimi, metanol intoksikasyonun 6nemli bir nedenidir. Akut zehirlenmeler bilerek ya
da yanlislikla igki olarak kullanilmasi sonucu olusurken, kronik zehirlenmeler,
igyerlerinde buharinin inhale edilmesi sonucu olusur. Giysilere bol miktarda bulagmis
olan metil alkoliin deri yolu ile alinmasi da miimkiindiir. Ulkemizde yapilan bir
caligmada, metil alkol intoksikasyonu sonucu meydana gelen 124 6liim olgusundan, 14

olguda metil alkol zehirlenmesine neden olan etkenin kolonya oldugu saptanmustir (16).
2.3.5.2. Patofizyoloji

Metanol gastrointestinal sistemden, solunum yollarindan ve ciltten hizla emilir.

Kanda 30-60 dakika sonra maksimum doza ulasir. Metanol oldukga toksik bir ajandir.

12


about:blank
about:blank

On ml kadar metanol, optik sinirleri hasar1 yaparak kalict korliige sebep olur. Otuz ml
kadari ise olimciildiir (17). Ortalama letal doz ise 100 ml'dir (1-2 mg/kg) (18).

Metanol iki mekanizma ile toksik olabilir. Ilk olarak, metanol etanol
zehirlenmesi gibi merkezi sinir sistemini baskilayarak toksisite gosterebilir. Ikinci
olarak, metanol formik aside metabolize olarak, formik asit tizerinden toksisiteye neden
olabilir.

Karacigere gelen metil alkol 6nce, ADH enzim araciligi ile yavas olarak
formaldehite ve ardindan aldehit dehidrogenaz enzimi ile formik aside doniistiiriiliir
(Sekil 5). Bu doniisiim etanole oranla 5-10 kere daha yavas olusur. Bu nedenle Kklinik
bulgular yaklasik 12-24 saat kadar sonraya ortaya ¢ikar. Metanole bagl toksisitenin
biiyiik ¢ogunlugundan formik asit sorumludur. Formik asit, mitokondriyal sitokrom c
oksidazi inhibe eder, hiicresel seviyede hipoksiye ve metabolik asidoza sebep olur (19).
Asidoz sonucu retinada sinir harabiyeti ve buna bagl olarak korlik ve daha ileri

safhada koma ve 6lim meydana gelebilmektedir.

Alkol dehidrogenaz Aldehit dehidrogenaz
CH3-OH+1/202 —— H-C=0+ 1202 __, H-C=0
H20 |'|| OH
Metanol Formaldehit Formik asit{metanoik asit)

Sekil 5. Metanolden, formaldehit ve formik asit olusumu

Tedavisi esas olarak bu toksik metabolitlerin olusmasini engellenmesine
yoneliktir. Etanol ve fomepizol, ADH’nin metanol iizerine olan etkisini yarigmali
inhibisyon ile baskilar. Metanol, toksik metabolitlere doniisiim yerine bobrekler ile

vicuttan atilir.

2.3.5.3. Klinik Ozellikler

Metanol zehirlenmesinin klinik bulgulari, santral sinir sistemi depresyonu,
metabolik asidoz, gorme bozukluklart ve gastrointestinal sistem bulgular1 ile
karakterizedir.

Koma, ndbet ve ciddi metabolik asidoz kotii prognoz gostergesidir (20). Formik

asit sitokrom C’yi inhibe ederek, oksidatif solunumu baskilar. Anaerobik metabolizma
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aktive olur ve laktik asidoz gelisir. Erken donemde asidozun kaynagi formik asit iken,
gec donemde ise laktik asittir.

Metanol intoksikasyonunun, ilk belirtileri bulant1 ve kusma gibi gastrointestinal
semptomlaridir. Metanol, gastrointestinal sistemi tahris edici bir ajandir. Bu nedenle
bulanti- kusmaya, istahsizlik ve karin agrisina yol agabilir. Bunun disinda pankreatit de
goriilebilir.

Metanol, toksik optik noropatinin en yaygin olarak bilinen nedenidir. Formik
asit, optik sinir i¢inde birikerek mitokondriyal hasar ve oksidatif metabolizmanin
baskilanmasi ile gorsel semptomlara, hiperemi, optik disk &demi ve optik sinir
atrofisine neden oldugu disiiniilmektedir (21). Metanol zehirlenmesinde, gorsel
semptomlar tan1y1 koymaya yardime1 olur, bdylece uygun tedavinin erken baglamasina
yol agar. Prognoz en ¢ok serum metanol konsantrasyonlarindan ziyade asidozun siddeti
ile iligkilidir.

GOz semptomlart hastalarin yarisinda goriiliir. G6z hasari, serum metanol
seviyesinin 20 mg/dL {izerinde olmasi ile iligkilidir. Metanol alimindan 12-24 saat sonra
bulanik gbérme, fotofobi, gbrme bozukluklari (kar firtinas1 goriintiisii), santral skotom,
1518a yetersiz pupiller yanit, totale yakin gorme kayb1 gibi gérme sikayetleri gelisebilir.
Metanole bagli TON’da gorsel sikayetler, diger TON nedenlerine kiyasla akut gelisir.

Gorme semptomlarinin olmasi tam bir oftalmolojik muayene gerektirir. Metanol
zehirlenmesinin erken doneminde, fundus muayenesinde optik diskler hiperemik
goriiliir (Resim 1). Bunun disinda papilédem, optik diskte fizyolojik ¢ukurluk kaybi,
retina 0demi, retinal hemorajiler ve optik atrofiye ilerleme goriilebilir (Resim 2).
Metanole baglhi TON’da gorme bozukluklugunun diizelmesi ile ilgili sonuglar
degiskenlik gosterir. Sanaei- Zadeh ve arkadaslari, metanol zehirlenmesi nedeniyle
bulanik ve kar firtinas1 gorme sikayetleri olan hastalarmnin tiimiinde gérmenin tam

olarak diizeldigini gostermistir (3).
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Resim 1. Metanole bagli TON’lu bir olgunun hiperemik disk goriiniimii

Resim 2. Metanole bagli TON’lu bir olgunun soluk disk goriiniimii

Naraqi ve arkadaslari, metanole bagli bilateral gérme bozuklugu ile taburcu
edilen sekiz hastada gorme degisikligi olmadigini ve yaklasik 3 ay sonra hepsinde optik
atrofi gelistigini gostermistir (22). Naragi ve arkadaslari, kalict gorme bozuklugu
insidansinin metabolik asidoz diizeyi ile iliskili oldugunu gostermistir (22).

Metanol intoksikasyonunda goriilen norolojik belirtiler bas agrisi, bas déonmesi
ve nobetlerdir. Formik asit, bazal gangliyonlarda birikir ve nekroza neden olur.
Hastalarda parkinsonizm, distoni ve hipokinezi gibi ektrapiramidal bulgulara neden
olabilir. Beyin parankimindeki hasara bagl olarak nobet goriilebilir. Goriintiilemede

bilgisayarli tomografi (BT) ve manyetik rezonans goriintileme (MRG) tercih edilir.
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Metanol zehirlenmesinde en karakteristik goriintiileme bulgusu bilateral putaminal
nekrozdur.

Metanol intoksikasyonunda prognozu belirleyen, metanoliin diizeyinden ziyade
metabolik asidoz diizeyidir. Yiiksek diizeydeki asidozda kalp kasi baskilanir ve
kardiyak aritmi, kalp yetmezligi, bradikardi, hipotansiyon gelisebilir. Kardiyak
yetmezlige bagli pulmoner 6dem, takipne, nefes darligir goriilebilmektedir. Metanol
zehirlenmesinde en sik 6liim sebebi solunum arrestidir (20).

Metanol intoksikasyonu tanisi; anamnez, klinik bulgular, laboratuar testleri ve
goriintiileme yontemleri yardimiyla konur. Anamnezde siipheli alkol tiikketimi, kolonya
icilmesi, otomotiv sanayide calisma gibi Oykiisiiniin olmasi, metanol zehirlenmesini
akla getirmelidir. Klinik bulgularda, bulanti- kusma, karin agrisi, bulanik gorme, bas
agrisi, bas donmesi gibi bulgular metanol zehirlenmesini disiindiiriir. Nedeni
bilinmeyen tiim anyon agikli metabolik asidozu olan hastalarda metanol zehirlenmesi
diistiniilmelidir (20).

Laboratuvar testi olarak;

¢ S1v1 veya gaz kromatografisi (> 20 mg/dl) ile serum metanol seviyesi 6l¢iimii
e Serum etanol seviyesinin ol¢limii

e Arteriyel kan gazi

e Anyon ag1g1

o Laktik asit

e Serum osmolalitesi

e Serum elektrolitleri

e Tam kan sayimi

¢ Biyokimya

e Kalsiyum, fosfat, Magnezyum diizeyi
e Amilaz, lipaz

e Kan sekeri tayini

e Tam idrar tetkiki bakilmalidir.

16



Serum metanol seviyesi 20 mg/dL'nin iizerinde olmasi tan1 koydurucudur.
Ayrica erken donemde formik asidin birikimine, ge¢ donemde ise laktik asit birikimine
bagli olarak artmis anyon agikli metabolik asidoz gortiliir.

Santral sinir sistemi hasar1 sliphelenilen hastalardan BT ve MRG istenmelidir.
Manyetik rezonans goriintileme, lezyonlarin tespitinde daha etkilidir. Metanol
zehirlenmesi olan hastalarda beynin BT ve MRG ile goriintiilenmesinde; putamen,
globus pallidum ve bazal gangliyonlarda bilateral nekroz, beyin 6demi, subaraknoid

kanama ve intraserebral kanamalar goriilebilmektedir (23).

2.3.5.4. Tedavi

Metanol, gastrointestinal sistem tarafindan hizlica emilir. Bu nedenle metanol
intoksikasyonunda gastrik lavajin faydasi yoktur ve aktif komiir verilmesi gerekli
degildir.

Metanol intoksikasyonu tedavisinde amag; hava yolu devamliliginin saglanmast,
elektrolit bozuklugunun ve asidozun diizeltilmesi, yeterli hidrasyon yapilmasi, toksik
metabolitlerin olusmasinin engellenmesi, metanoliin ve toksik metabolitlerinin kandan
temizlenmesinin arttirilmasidir (20).

Bikarbanonat tedavisi: Metabolik asidoz varsa bikarbonat infiizyonu
yapilmalidir. Bikarbonat g6z bulgularini azaltabilir. Ek olarak bikarbonat aktif formik
asit miktarinin azaltilmasina yardim eder. PH <7,20 olast mutlak bikarbonat tedavi
endikasyondur ve pH: 7,45-7,50 arasinda tutulmaya ¢alisilir.

Antidot tedavisi: Formik asit olusumunu ve birikimini engellemek i¢in antidot
tedavisi verilir. Bu antidotlar yarigmali inhibisyon ile ayn1 metanol gibi ADH tarafindan
metabolize edilirler. Alkol dehidrogenazin afinitesi her iki antidot (etanol ve fomepizol)
icin de metanolden daha yiiksektir.

Metanol intoksikasyonunda antidot ile tedavi endikasyonlari;

e Metanol serum seviyesi >20 mg/dL olmas1

e Metanol alim Oykiisii olanlarda osmolal gap >10 mOsm/] olmas1

e Metanol alim siiphesi olanlarda agagidaki 3 kriterden 2 sinin olmast:
o Arterial pH <7,3
o  Serum bikarbonat <20 mmol/ L

o Osmolal gap >10 mOsm/L
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Antidot tedavisi, kan metanol diizeyi 20mg/dl altina ininceye, semptomlar
gerileyene ve metabolik asidoz diizelene kadar devam edilmelidir.

Fomepizol, metanoliin metabolizmasim1  geciktirmek i¢in  uygulanir.
Fomepizoliin, ADH’a affinitesi etanolden daha yiiksektir, yan etkisi minimaldir
(hipoglisemi ve sedasyon yapmaz), etanol gibi serum seviyesi takibi gerekmez, yogun
bakim yatis1 genellikle gerekli degildir. Ancak etanole gore pahali, ulagilmasi zor, raf
omrii kisadir. 15 mg/kg yiikleme dozu intravendz (IV), takiben her 12 saatte bir 10
mg/kg ek dozlar uygulanir. Tedavi 48 saatden uzun siirerse 12 saatlik ek dozlar 15
mg/kg ‘ye ¢ikilir. Hemodiyaliz yapilan hastalarda 15 mg yiikleme yapilmali takiben 1-
1,5 mg/kg saat inflizyon ya da her 4 saatte bir yilkleme doz tekrarlanmalidir.

Etanol, metanol tedavisi i¢in geleneksel antidottur. Etanol, fomepizole kiyasla
daha ucuz ve ulasilmasi kolaydir. Ancak etanol, SSS depresyonu, hipoglisemi,
hepatotoksisite, solunum depresyonu ve mekanik ventilasyon ihtiyacina neden olabilir.
Tedavi siiresince yogun bakim yatis1 gerektirir. Etanol kullaniminda hasta norolojik ve
solunum depresyonu agisindan takip edilmelidir. Serum etanol diizeyi ve kan glukoz
takibi gerektirir. Intravendz yiikleme dozu; 800 mg/kg, IV idame dozu; 100mg/kg/saat,
oral yiikkleme dozu; % 40°lik etanolden 1,5- 2 ml/kg, oral idame dozu; % 40’lik
etanolden 0,2-0,5 ml/kg/saattir. Serum etanol diizeyi 1-2 saat araliklarla takip
edilmelidir. Hemodiyaliz yapilan hastalarda etanol idame dozu iki katina ¢ikilmalidir.

Kofaktor tedavisi: Yiiksek dozda folik asit ya da folinik asit, formik asitin
karbondioksit ve suya doniisiimiinii kolaylastirabilir. Metanol zehirlenmesinde 50 mg
folik ya da folinik asit her 6 saatte bir IV verilmelidir.

Hemodiyaliz tedavisi: Metanol ve metabolitlerini hizli bir sekilde kandan
uzaklastirir, boylece antidot tedavisinin siiresini kisaltir ve hastanede kalis siiresini
azaltir (18). Hemodiyaliz, derin asidozu, gérme bozuklugu, hemodinamik bozuklugu ya
da bobrek yetmezligi olan hastalarda acil olarak uygulanmasi gerekebilir.

Metanol zehirlenmesinde hemodiyaliz endikasyonlari;

1. Siddetli metanol zehirlenmesi bulgularindan en az birinin olmast;
e Koma
e Nobet

e Yeni gelisen gorme defekti
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e Metabolik asidoz (Kan pH <7,15 ve/veya yeterli destek ve antidot tedavisine
ragmen direngli metabolik asidoz)

e Serum anyon a¢1g1> 24 mmol/L varhigi

2. Serum metanol diizeyi;
e Fomepizol tedavisi verilenlerde 70 mg/dL > veya 21,8 mmol/L
e Etanol tedavisi verilenlerde 60 mg/dL > veya 18,7 mmol/L

e Antidot yoklugunda 50 mg/dL > veya 15,6 mmol/L

3. Bobrek fonksiyonu bozuklugu

Metanol’e bagh TON tedavisi: Metanol’e bagli TON tedavisi agisindan

etkinligi kanitlanmis bir tedavi yontemi bulunmamaktadir.

a. Sistemik kortikosteroidler: Steroidlerin, kapiller ag gegirgenligi azaltarak optik

disk 6demini azalttigi distiniilmektedir (24). Boylece optik sinir basindaki
kapiller damarlarin, sinir aksonlarina yaptigi baski azalir ve hasar goren aksonlar
fonksiyonlarini geri kazanirlar. Hayreh ve arkadaslarinin ¢alismasinda, metanole
bagli TON’da, optik sinirdeki retrolaminar akson ve astrositlerin
sitoplazmalarindaki sismeden kaynakli bir ndropati oldugu gosterilmistir (6).
Retrolaminar demiyelinizan optik néropati, metanol intoksikasyonunda erken bir
morfolojik bulgudur (25). Abrishami ve arkadaslarmin ¢alismasinda, steroid
tedavisinin, demiyelinizasyon siirecini inhibe ettigi gosterilmistir (25). Ancak,
tedaviye erken baslamak oldukca onemlidir, ¢linkii Fujihara ve arkadaslarinin
calismasinda, 6 giin sonra uygulanan steroid tedavisinin etkisiz oldugu
gosterilmistir (26).

b. Eritropoietin:  Eritropoietin, kemik iligindeki eritroid progenitdrlerin
apopitozunu onleyerek kirmizi kan hiicresi farklilasmasini uyaran bir
glikoproteindir. Eritropoietin, son zamanlarda metanol kaynakli optik noropatide
iyi bir terapotik segenek olarak sunulmustur. Eritropoietinin, SSS’de
noroprotektif ve nororejeneratif Ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir (27).

Non-arteritik anterior iskemik optik ndropati ve travmatik optik ndropatisi olan
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hastalarda kullanildiginda gérmede iyilesme oldugunu gosterilmistir (28, 29).
Bahr ve arkadaslari, EPO’nun, retina gangliyon hiicrelerinde (RGH),
apopitozisde azalma ve sagkalimda artmaya neden oldugunu saptamislar (30).
Optik noritte, EPO ile tedavi edilen grupta, optik koherens tomografide retinal
sinir lifi tabakasinin énemli 6l¢iide korundugu tespit edilmis (31). Pakravan ve
arkadaslari, metanol’e bagli TON’lu 2 hastanin EPO uygulanmasia dramatik
bir yanit verdigini raporlamislar. Farzad ve arkadaslari, IV EPO’nun, metanole
bagli TON’u olan hastalarda gorme keskinligini iyilestirdigini ve bu bozukluk
icin umut verici bir tedavi olabilecegini vurgulamislardir (32). Zamani ve
arkadaslar1 ise, EPO'nun metanol’e baglit TON’da koruyucu etkisi, miidahalenin
baslangicinda etkili olabilecegini ancak uzun siireli takipte bu etkinin gegici
olabilecegini iddia etmislerdir (33).

. Terapétik fotobiyvomodiilasyon: Kizila yakin 1s1k ile fotobiyomodiilasyonun

mitokondriyal aktiviteyi arttirdigi ve sitokrom oksidaz aktivitesinin
uyarilmasiyla in vitro hiicre sagkalimini arttirdig1 gosterilmistir (34, 35). Eells ve
arkadaslari, 151k yayan diyot demetlerini kullanilarak kizila yakin araliktaki
(630-1.000 nm) 1s1kla fotobiyomodiilasyon tedavisinin, metanol intoksikasyonu
olan sicanlarin retinasindaki rod ve koni aracili fonksiyonlarda onemli bir
iyilesme oldugunu gostermisler (36). Ayrica bu tedavinin retinayi, formik asidin

neden oldugu histopatolojik degisikliklerden korudugunu da saptamislar (36).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deneysel asama

Calismamizda 250-350 gram agirhiginda, 2 aylik 40 adet Wistar cinsi albino
siganin 60 gdzii kullamlmustir. Calisma Cukurova Universitesi Saglik Bilimleri
Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Y oOnergesi’ne uygun olarak yapilmistir.

Calisma, biyoistatistik ana bilim dal1 ile en az sayida hayvan sayis1 belirlenerek
tasarlandi. Kirk adet sicanin her biri 10 sigandan olusan grup O, 1, 2, 3 olmak iizere 4
gruba ayrildi. Grup 0 kontrol grubuydu, herhangi bir ajan verilmedi. Grup 1’e metanol,
etanol, metotreksat verildi. Grup 2’e, grup 1’den fakli olarak steroid tedavisi eklendi.
Grup 3’e ise Grup 1’den farkli olarak rekombinat insan EPO tedavisi eklendi. Siganlar
folik asit agisindan zengin tiirlerdir, metanol intoksikasyonuna duyarliligi disiiktiir (37).
Folik asit antagonisti olan metotreksat, sican1 metanol toksisitesine duyarli hale
getirmektedir. Calismada ilk olarak grup 1, 2, 3’teki siganlara, 0,3 mg/kg dozunda
intraperitoneal metotreksat (Methotrexate® 50mg/5ml, Kogak Farma, Tiirkiye) verildi.
Bir hafta sonra ayni1 gruplara % 20 lik konsatrasyonda 3g /kg dozunda oral metanol
verildi (1). Sagkalimi saglamak amaciyla, oral metanoliin verilmesi ardindan 4 saat
sonra % 20 lik konsatrasyonda 0,5 g/kg dozunda oral etanol verildi (1). Ertesi giin, 2.
gruba tiim bunlara ek olarak 3 giin boyunca giinde 1 kez 20-30 mg/kg dozunda
intraperitoneal metil prednizolon, 3. gruba ise 3 giin boyunca giinde 1 kez 2500-5000
IU/kg dozunda intraperitoneal rekombinat insan EPO’su (Eprex®, 40001U/0,4 ml,
Janssen Cilag, Isvigre) verildi.

Intramuskuler 10 mg/kg ksilazin ve 10 mg/kg ketamin ile anestezi uyguland. ki

haftalik siirecin sonunda 40 adet siganin, 60 gzl anestezi altinda eniiklee edildi.
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Resim 3. Goz eniikleasyon islemi

Eniikleasyon isleminden sonra 40 adet siganin 60 goéziine optik sinir diseksiyonu
yapildi. Diseksiyon isleminden sonra her gruptan 5’er sigcan olacak sekilde 20 adet optik
sinir elektron mikroskopisi i¢in Histoloji Ana Bilim Dali’nda, tim si¢anlardan 40 adet
optik sinir de 151k mikroskopisi i¢in Patoloji Ana Bilim Dali’nda incelendi. Eniikleasyon

islemi sonrasinda siganlara, ksilazin ve ketamin anestezisi altinda 6tenazi yapildi.

3.2. Histopatolojik degerlendirme

3.2.1. Isik mikroskop yontemleri

Isik mikroskobik degerlendirmesi icin alinan doku o&rnekleri, % 10’luk
formaldehit soliisyonunda tespit edilmis sinir dokular1 uygun doku tespit ve takip
islemlerinden sonra kesit yonii dik olacak pozisyonda parafin bloklara alind.
Formaldehit soliisyonunda tespit parafin bloklardan hazirlanan 5 mikron kalinligindaki
kesitler lamlara alinarak otomatik boyama cihazinda, hematoksilen eosin (HE) boyandi.
Hematoksilen eosin boyali lamlar 151k mikroskobunda (Olympos BX46) hiicresellik,
vakuolar dejenerasyon gibi iskemik degisiklikler bakimindan degerlendirildi. Ayrica

histokimyasal yontem ile toluidin mavisi boyasi uygulandi.

3.2.2. Elektron Mikroskop Yontemleri

Elektron mikroskobik doku analizi i¢in Millonig fosfat tamponu ile hazirlanmais,
% 5’lik glutaraldehit soliisyonuna alinan optik sinir doku ornekleri, 1 saatin sonunda 1
mm®lik pargalara ayrildi. Ayrilan doku pargalar1 tekrar % 5°lik glutaraldehit

soliisyonuna almarak 3 saat siiresince tespit edildi. Ilk tespit isleminden sonra dokular
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Millionig fosfat tamponunda 2 kez 10’ar dakika siireyle yikandi. Ardindan ikinci tespit
islemine tabi tutuldu. Millionig fosfat tamponu ile hazirlanmig % 1’lik osmium
tetraoksit sollisyonu ile 2 saatlik tespitten sonra dokular tekrar Millionig fosfat tamponu
ile 2 kez 10’ar dakika siireyle yikandi. Daha sonra dokular, Cizelge 1'de belirtilen siraya

gore derecesi giderek artan etil alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edildi.

Cizelge 1. Elektron mikroskobik doku takibinde dehidratasyon, seffaflandirma ve immersiyon islemi.

%350’lik etil alkol +4°C’de 15 dakika
%70’1ik etil alkol +4°C’de 15 dakika
%386°lik etil alkol +4°C’de 15 dakika
%96’lik etil alkol +4°C’de 15 dakika
%100’liik etil alkol +4°C’de 15 dakika
%100°1ik etil alkol +4°C’de 15 dakika
%100’liik etil alkol Oda sicakliginda 15 dakika
Propilen Oksit Oda sicakliginda 15 dakika
Propilen Oksit Oda sicakliginda 15 dakika
Propilen Oksit+ Gomme )
] Oda sicakliginda 30 dakika
materyali
Propilen Oksit+ Gomme .
_ Oda sicakliginda 30 dakika
materyali

Bu islemlerden sonra optik sinir doku pargalar1 Cizelge 2’de belirtilen sekilde
hazirlanan rezin igerisine alind1 ve 1 gece boyunca rotatorda dondiirtilerek karistirildi,

bdylece rezinin doku pargalari igerisine daha iyi niifuz etmesi saglandu.

Cizelge 2. Gomme materyalinin hazirlanisi.

Araldehit (CY 212) 20 ml
Sertlestirici (HY 964) 20 ml
Hizlandiric1 (DY 064) 0,6 ml

Plastiklestirici-Dibiitil Fitalat iml
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Ertesi gilin rotatordan alinan doku parcalari, taze hazirlanmis gdbmme materyali
kullanilarak beem kapsiillere gomiildii ve 60 °C etiivde 48 saat polimerize edildi. Daha
sonra bloklar etiivden cikarilarak sogumaya birakildi. Bloklardan Ultracut S
ultramikrotomu ile 1 um kalinhiginda yar1 ince kesitler alinarak toluidin mavisi ile
boyandi ve doku bloklarinda uygun alanlarin se¢imi yapildi. Belirlenen alanlardan
ultramikrotom ile 50 nm kalinliginda ince kesitler alindi. Kesitler 200-300 gozenekli
bakir gridler iizerine alindi ve boyama islemine ge¢ildi. Yiizde 70'lik etil alkolde
hazirlanan doymus uranil asetat ile Reynolds'un kursun nitrat soliisyonlar1 ile boyandi.
Boyanan kesitler JEOL-JEM 1400 Transmisyon Elektron Mikroskobu (Japonya) ile
incelendi ve mikrograflar elde edildi.

3.3. Istatistiksel analiz

Aksonal dejenerasyonu kantitatif olarak degerlendirmek igin transmisyon
elektron mikroskopta 16.000’lik biiylitmede rastgele secilen 6 alanda miyelinli akson
saymmi yapildi. Bu sisteme gore, ‘Student’s t-test’ testi kullanilarak gruplar arasindaki

farkliliklar degerlendirildi. 0,05 ten kii¢iik p degerleri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Istk mikroskobu bulgular:

Kontrol grubuna ait hematoksilen eozin (HE) ve toluidin mavisi (TM) boyali
sinir kesitlerinin incelenmesinde, homojen boyanma saptandi. Grup 1, 2, 3 ‘e ait TM
kesitlerin incelemesinde 151k mikroskobik diizeyde saptanabilir belirgin myelin kaybi
bulgusu (HE, TM ile soluk boyanma) goriilmedi. Gruplar arasinda gerek HE boyali
kesitlerde, gerekse TM boyali kesitlerde 151k mikroskopik olarak anlamli degisiklik
saptanmamustir (Sekil 6, 7, 8 ve 9).

Sekil 6. Kontrol grubuna ait TM boyal1 sinir kesitinin 151k mikroskobik gériiniimii. Kontrol grubuna ait
TM boyali sinir kesiti incelemesinde homojen boyanma saptandi, belirgin bir myelin kayb1 bulgusu

goriilmedi.
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Sekil 7. Deney grubuna ait TM boyal1 sinir kesitinin 151k mikroskobik gériiniimii. Deney grubuna ait TM
boyal1 sinir kesiti incelemesinde homojen boyanma saptandi, belirgin bir myelin kaybi bulgusu

goriilmedi.

Sekil 8. Tedavi grubu 1’e ait TM boyali sinir kesitinin 151k mikroskobik gériiniimii. Tedavi grubu 1’e ait
TM boyali sinir kesiti incelemesinde homojen boyanma saptandi, belirgin bir myelin kaybi bulgusu

goriilmedi.
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Sekil 9. Tedavi grubu 2’¢ ait TM boyal1 sinir kesitinin 151k mikroskobik gériintimii. Tedavi grubu 2’ye ait
TM boyali sinir kesiti incelemesinde homojen boyanma saptandi, belirgin bir myelin kaybi1 bulgusu

goriilmedi.

4.2. Elektron Mikroskobik Bulgular

4.2.1. Kontrol grubu (Grup 0)

Herhangi bir miidahale yapilmayan ve tamamen saglam olan kontrol grubuna ait
optik sinirin elektron mikroskobik incelenmesinde, optik sinirin, beyin meninkslerinin
uzantis1 olan fibroz bir kilif ile ¢evrili oldugu ve cesitli biiyiikliiklerde ¢ok sayida
aksondan olustugu goriildi. Bag dokusu yapisinda olan fibroz kiliftan uzanan
septumlarin astrosit uzantilari ile birlikte sinir lifleri arasinda yer aldigi izlendi.
Demetler halinde bir araya gelen degisik caplardaki sinir liflerinin oligodendrositler
tarafindan ¢evrelenmis oldugu goriildii. Oligodendrositlerde g¢ekirdek ve sitoplazmik
organellerinin normal ince yapilarini korudugu tespit edildi. Oligodendrosit
sitoplazmasiyla yakin iliskili miyelin kilifla sarili ¢ok sayida miyelinli aksonlarin
normal yapida oldugu dikkati ¢ekti. Miyelinli aksonlarda yerlesik, koyu boyanan oval
sekilli mitokondriyonlar ve ¢ok sayida norofilaman ve norotiibiiller izlendi. Sinir lif
demetlerinin aralarinda devamli tip kapillerlerin varlig1 gozlendi. Kapillerin normal

yapida oldugu goriildii (Sekil 10, 11, 12 ve 13).
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Sekil 10. Kontrol grubuna alinan optik sinir kesitinin elektron mikroskobik goriiniimii.

Mivelinli sinir
liflerinin (a) etrafindaki miyelin kilif (mk) ve akson igerisindeki norotiibiil ve ndrofilamanlar normal
yapida izlenmektedir. Sinir lifi (akson) demetleri arasinda astrositlere ait sitoplazmik uzantilar (uz)

izlenmektedir. Bar: 1 pm.
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Sekil 11. Kontrol grubuna alinan optik sinir kesitinin elektron mikroskobik goriiniimii. Oligodendrositde
(0d), gekirdek (C) ve sitoplazmanin normal yapida oldugu; miyelinli sinir liflerinde akson (a) ve miyelin

kilifinin (mk) normal yapisim korudugu goriilmektedir. Akson demetleri arasinda astrositlere ait

sitoplazmik uzantilar (uz) izlenmektedir. Bar=1 pm.
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Sekil 12. Kontrol grubuna ainan bptik sinir kesitinin elektron mikroskobik gOriinimii. Akson (@) ve

miyelin kilif (mk) yapilarinin normal oldugu gorilmektedir. Sinir lifi (akson) demetleri arasinda

astrositlere ait sitoplazmik uzantilar (uz) izlenmektedir. Bar=1 pum.
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Sekil 13. Kontrol grubuna alinan optik sinir dokusunun elektron mikroskobik goriiniimi.

o,

Oligodendrositde (Od) ¢ekirdek (C) ve sitoplazmik organellerin normal yapida olduklari gézlenmektedir.
Miyelinli aksonlarda (a) bulunan oval sekilli mitokondriyonlar (m) ve ¢ok sayida ndrofilamanlar
izlenmektedir. Akson demetleri arasinda astrositlere (As) ait sitoplazmik uzantilar (uz) izlenmektedir.

Bar=1 pm.

4.2.2. Deney grubu (Grup 1)

Metanol ve etonol verilip higbir tedavi uygulanmayan deney grubuna ait optik
sinir kesitlerinin elektron mikroskobik incelenmesinde, bir¢ok alanda miyelinli sinir
liflerinde miyelin kilifta dejeneratif degisikliklerin meydana geldigi goriildii. Miyelin
kilifin lamellar yapisinin bozuldugu, bazi alanlarda, miyelin kilif lamellerinin
birbirinden ayrilmis oldugu izlendi. Baz1 sinir liflerinde miyelin kilifin akson igerisine
dogru invajine oldugu gozlendi. Ayrica, miyelinli sinir liflerinde, akson ile miyelin kilif
arasinda vakuollerin meydana geldigi, akson igerisinde yer alan organellerde dejeneratif
degisikliklerin olustugu dikkati ¢ekti. Aksoplazmadaki nérotiibiil ve nérofilamanlarin
dagiliminda bozulma, mitokondriyonlarda genisleme ve krista harabiyeti izlendi.
Oligodendtrositlerde ¢ekirdekte heterokromatin birikimi, sitoplazmada vakuolizasyon

ve organel harabiyetlerinin varligi dikkati gekti. (Sekil 14, 15, 16, 17 ve 18).
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Sekil ligodendrositde
(Od) ¢ekirdekte (C) heterokromatin artig1 ve sitoplazmada organel harabiyeti (*) izlenmektedir. Miyelinli
sinir liflerinde akson (a) ve miyelin kilifta (mk) yapisal bozukluklarin (oklar) varligi goriilmektedir.

Akson demetleri arasinda astrosit sitoplazmik uzantilari (uz) izlenmektedir. Bar=1 um.
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5. Deney grubundan alinan opti sinir kesitinin elektron mikroskobik ‘:gé')rﬁniimii. ‘C‘)Allgodendrosit

Sekil 1
(Od) ¢ekirdeginde (C) kromatin artisi, sitoplazmada organel harabiyeti ve 6dem alanlart (*) dikkati
¢ekmektedir. Miyelinli sinir liflerinde akson (a) igerisinde yer alan organellerde (ok basi) ve miyelin

kilifta (mk) yapisal bozukluklarin (oklar) varlig1 goriilmektedir. Bar= 1pum.
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(Od) c¢ekirdeginin (C) periferinde kromatin artigi, sitoplazmada organel harabiyeti (*),

mitokondriyonlarda (m) genisleme ve krista harabiyeti izlenmektedir. Miyelin kilifta (mk) yapisal
bozukluklarin varligi (oklar) goriilmektedir. Aksonlarda (a) biiziisme ve akson ile miyelin kilif arasinda

genis bosluklarin olustugu (yildiz) dikkati cekmektedir. Bar= 1pum.
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Sekil 17. Deney grubundan alinan optik sinir kesitinin elektron mikroskobik gériinimii. Miyelinli sinir

liflerinde aksonlarda (a) biiziisme, akson ile miyelin kilif arasinda ayrilmalar (*) izlenmektedir. Miyelin
kilif lamellerinde (mk) ayrisma ve harabiyet (oklar) olustugu goriilmektedir. Sinir lif demetlerinin

aralarinda kapiller damar (KD) ve igerisinde eritrosit (E) izlenmektedir. Bar= 1um.
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Sekil 18. Deney grubundan alinan optik sinir kesitinin elektron mikroskobik grﬁnﬁmﬁ. Oligodendrosit

» .2 b

(OD) ¢ekirdeginde (C) kromatin artisi, sitoplazmada organel harabiyeti ve 6dem alanlari (*)
izlenmektedir. Miyelin kilifta (mk) yapisal dejenerasyon (oklar) ve akson (a) igerisinde yer alan

organellerde (ok bast) yapisal bozukluklar izlenmektedir. Bar= 1pum.

4.2.3. Tedavi grubu 1 (Grup 2)

Metanol ve etanol verildikten sonra metilprednizolon uygulanan bu gruba ait
optik sinir kesitlerinin elektron mikroskobik incelenmesinde bazi miyelinli sinir
liflerinde miyelin kilifta hafif dejeneratif degisiklikler izlenmekle birlikte, miyelinli
sinir lifinin ¢ogunlugunda miyelin kilif ile akson sitoplazmasindaki mitokondriyon,
norotiibiil ve norofilamanlarin normal yapilarimi koruduklar1 dikkati c¢ekti. Glia
hiicrelerinin genellikle sferikal veya ovoid bir g¢ekirdege ve ¢ekirdegi c¢evreleyen
periniiklear ince bir sitoplazmaya sahip olduklari goriildii. Oligodendrositlerde bazi
alanlarda ¢ekirdekte heterokromatin artist ve sitoplazmik organellerde fokal dejeneratif
degisiklikler izlense de, genel olarak bu hiicrelerin normal ince yapilarini koruduklari
goriildii. Deney grubuna oranla, metilprednizolon verilen grupta ultrastriiktiirel
degisikliklerin azaldigi ve yapisal biitiinligiin cogunlukla korundugu dikkati cekti
(Sekil 19, 20, 21, 22 ve 23).
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Sekil 19. Metilprednizolon verilen gruptan alinan optik sinir kesitinin elektron mikroskobik goriinimii.

Miyelinli sinir liflerinde akson (a) ve miyelin kilifin (mk) normal yapisini korumakla birlikte, bazi sinir
liflerinde, akson igerisinde yer alan organellerde (ok basi) ve miyelin kilifta hafif yapisal bozukluklarin

varlig1 (oklar) dikkati gekmektedir. Bar= 1pum.
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Sekil 20. Metilprednizolon verilen gruptan alinan optik si

Oligodendrositde (Od) ¢ekirdek (C) ve sitoplazmik organellerinin normal yapida olduklar1 goriilmektedir.
Bazi aksonlarda (a) aksoplazmada yer alan mitokondriyonlarda genisleme ve krista harabiyeti (ok bast)

izlenmektedir. Akson demetleri arasinda astrositlere ait sitoplazmik uzantilar (uz) izlenmektedir. Bar=

Ipum.
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Sek:ii 21#1\2eti1rednizon Verile;gr'uptan lnan oi);tik sinir kgs';itinin elkron mikroskobik éérﬁm’imﬁ.
Optik siniri digtan c¢evreleyen fibroz kilif (FK) izlenmektedir. Oligodentrositin (Od) ¢ekirdekte (C)
kromatin artis1 gozlenmekle birlikte sitoplazmik organellerin normal yapida olduklari goriilmektedir.
Miyelinli sinir liflerinde akson (a) ve miyelin kilifin (mk) genellikle normal yapisini korudugu dikkati

¢ekmektedir. Bar= 1pm.
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Sekil 22. Meillprenmolon verilen ;grupia.h.‘al'llnan (;ptik sinir i{esitinin eligtron r‘rbnkroskolf)‘il‘cl gorumimii.
Miyelinli sinir liflerinin bazilarinda akson (a) ve miyelin kilif (mk) yapisinda hafif degisiklikler (oklar)
gozlenmekle birlikte, liflerin ¢ogunlukla normal yapida olduklari izlenmektedir. Akson demetleri

arasinda, astrositlere ait sitoplazmik uzantilar (uz) goriilmektedir. Bar= 1pum.
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Sekil 23. Metilpl%dnizolon verilen gruptan ahna-nA(.)ptik sinir kesitinin elektron mikroskobik goriiniimii.

Oligodendrosit (Od) cekirdeginde (C) heterokromatin artis1 ve sitoplazmada baslica mitokondriyonlarda
(*) yapisal bozukluklar gézlenmektedir. Miyelinli sinir liflerinde miyelin kilifta hafif yapisal degisiklikler
(oklar) izlenmektedir. Akson demetleri arasinda astrositlere ait sitoplazmik uzantilar (uz) gosterilmistir.

Bar= 1pm.

4.2.4. Tedavi grubu 2 (Grup 3)

Metanol ve etanol verildikten sonra EPO uygulanan bu gruba ait optik sinir
kesitlerinin elektron mikroskobik incelenmesinde glia hiicrelerinde ¢ekirdek ve
sitoplazmik organellerde Onemli yapisal degisiklikler goriildi. Glia hiicrelerinin
cekirdeklerinde kromatin artisi, sitoplazmalarinda organel harabiyeti ve sitoplazmik
vakuolizasyonlarin olustugu gozlendi. Miyelinli sinir liflerinde hafiften orta dereceye
kadar degisen, akson ve miyelin kilifi igeren yapisal degisikliklerin olustugu dikkati
cekti. Siklikla fokal miyelin kilif hasari ile miyelin lamellerinde normal diizenlenmenin
bozulmasi tespit edildi. Miyelinli sinir liflerinde, aksonlarda biiziisme, baz1 alanlarda
aksoplazmada mitokondriyonlarda belirgin olmak {izere organel harabiyetinin olustugu
dikkati ¢ekti. Her ne kadar bu grupta goriilen dejeneratif degisikliklerin, tedavi
uygulanmayan deney grubuna kiyasla daha sinirli oldugu goriilse de, metilprednizolon
verilen gruba gore bu degisikliklerin daha siddetli seyrettigi dikkati ¢ekti. (Sekil 24, 25,
26 ve 27).
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Sekil 24. Eritropoietin verilen gruptan alinan optik sinir kesitinin elektron mikroskobik goriiniimii.
Oligodendrosit (Od) ¢ekirdeginde (C) kromatin artis1 izlenmektedir. Miyelinli sinir liflerinde aksonlarda
(a) organel harabiyeti (") ve miyelin kilifta yapisal bozukluklar (oklar) ile akson ile miyelin kilif arasinda
bosluklarin olustugu (*) goriilmektedir. Akson demetleri arasinda astrositlere ait sitoplazmik uzantilar

(uz) izlenmektedir. Bar= 1pm.
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Seki125. Eritropoietin verilen gmptaﬁ.‘allnan .optik‘ sini kesitinin elelztror; mikroskobik gOriiniimii. Optik
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siniri distan ¢evreleyen fibroz kilif (FK) izlenmektedir. Oligodendrosit (Od) ¢ekirdeginde kromatin artist
ve sitoplazmada hafif derecede organel harabiyetlerinin varligi dikkati ¢ekmektedir. Miyelinli sinir
liflerinde hafiften orta dereceye kadar degisen akson (a) ve miyelin kilif (mk) degisiklikleri (oklar)

goriilmektedir. Bar= 1um.
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Sekil 26. Eritropoietin verilen gruptan alinan optik sinir kesitinin elektron mikroskobik goriiniimii. Sinir
lifi demetlerinin periferinde yer alan astrositte (A) ¢ekirdeginde (C) heterokromatin artigi goriilmektedir.
Miyelinli sinir liflerinde akson (a) ve miyelin kilifin (mk) normal yapisinin bozuldugu (oklar) dikkati
cekmektedir. Aksoplazmada yer alan mitokondriyonlarda genisleme ve krista harabiyeti (ok basi)

izlenmektedir. Kapiller damar (KD) ve icerisinde eritrosit (E) gosterilmistir. Bar= 1pm.
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Sekil 27. Eritropoietin verilen gruptan alinan optik sinir kesitinin elektron mikroskobik goriiniimii. Bazi
miyelinli sinir liflerinde (a) miyelin kilifta (mk) ciddi yapisal bozukluklarin olustugu (oklar) ve miyelin
kilif lamellerinin birbirlerinden ayrildiklar1 goriilmektedir. Bazi liflerde aksoplazmada yer alan

mitokondriyonlarda genisleme ve krista harabiyeti (ok basi) goriilmektedir. Akson demetleri arasinda

astrositlere ait sitoplazmik uzantilar (uz) izlenmektedir. Bar= 1 pm.

Cizelge 3. Elektron mikroskobik degerlendirme

Kontrol Deney Tedavi Tedavi
grubu grubu grubul |grubu?2
(Grup0) |(Grupl) |(Grup2) |(Grup3)
Mikroskobi | - +++ + ++
k Degerlendirme
Normal histolojik yapt: -

Odematoz, kavitasyon alanlari ve miyelinli sinir liflerinde miyelin kilifin
lamellar yapilarinda ayrigma: +

Odematdz kavitasyon alanlari, miyelinli sinir liflerinde miyelin kilifin lamellar
yapilarinda ayrisma ve miyelin kilifin aksonal zona dogru yaptig1 invajinasyonlar ve
aksonal harabiyet ile glia hiicrelerinde hafif dejenerasyon: ++

Odematoz kavitasyon alanlari, miyelinli sinir liflerinde miyelin kilifin lamellar

yapilarinda ayrisma ve miyelin kilifin aksonal zona dogru yaptig1 invajinasyonlar ve
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aksonal dejenerasyon ile glia hiicre ¢ekirdeginde kromatin artist ve sitoplazmada

organel harabiyeti: +++

4.3. istatistiksel Analiz

200+
*
f /
150- —_
- *
100- *%kk
504
0
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Sekil 28. Miyelinli akson sayisinin degerlendirilmesi. ***P <0,0001, **P <0,001, *P <0,01.

Akson sayisi bakimindan yapilan istatistiksel analizler; deney grubunda,
miyelinli akson sayisinin kontrol ile karsilastirildiginda belirgin sekilde azaldigini
ortaya koydu (p<0,0001). Eritropoietinle tedavi edilen grupta miyelinli akson sayisinin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu izlendi (p<0,01).
Metilprednizolonla tedavi edilen grup ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamaktadir. Miyelinli aksonlarin sayisi, metilprednizolonla
tedavi edilen grupta deney grubu ile karsilastirildiginda onemli olgiide artmistir
(p<0,001). Eritropoietin ile tedavi edilen grupta myelinli akson sayisi, deney grubuna

gore istatistiksel agidan anlamli olarak artmistir (p<0,01).
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5. TARTISMA

Metanol, toksik optik néropatinin en yaygin olarak bilinen nedenidir.

Metanol, karacigerdeki ADH enzimi tarafindan formaldehit ile formik aside
metabolize edilir.

Metanole bagli TON’un, metanoliin metaboliti olan formik asidin dogrudan
toksik etkilerine bagli oldugu gosterilmistir (38). Hiicre i¢i formik asit, sitokrom
oksidaz enzimini bloke ederek adenozin trifosfat (ATP) olusumunu engeller ve hiicresel
hipoksiye neden olur (39, 40). Adenozin trifosfatin tiikenmesiyle, Na-K ATPaz
pompasinin aktivitesi azalir, aksiyon potansiyellerinin iletimi kesintiye ugrar. Bu durum
aksoplazmik staza ve son olarak optik disk 6demine neden olur. Mitokondri ve sitokrom
oksidaz rezervleri diisiik olan optik sinir lifleri, formik asit toksisitesine karsi daha
duyarhidir. Optik sinir basi ve retrolaminar bolgesi formik asitten etkilenen baslica
bolgelerdir. Optik disk 6demi ise optik sinirin merkezi nekrozu ve akson hasari
nedeniyle olusur (41). Metabolik asidoz ise, hiicrelere formik asit diflizyonunu
kolaylastirabilir ve boylece toksisiteyi artirabilir.

Hayreh ve arkadaslari, metanole bagli optik noéropatinin, optik sinirdeki
aksonlarin ve retrolaminar astrositlerin sitoplazmasinin sismesinden kaynaklandigini
gostermistir (6).

Gilinlimiizde metanole baglt TON tedavisinde heniiz standart bir tedavi yoktur.
Ancak basta sistemik kortikosteroidler olmak iizere farkli tedaviler uygulanmaktadir.
Metanole bagli TON'da sistemik yiiksek doz steroid roliinii desteklemek i¢in randomize
klinik ¢alisma veya belirlenmis bir kilavuz yoktur. Ancak, hasta sayisinin az oldugu
vaka serilerinde yiiksek doz IV metilprednizolon tedavisinin etkili olabilecegi
bildirilmistir (25, 26).

Metanol toksisitesi miyelin kilifinin hasar gérmesine, bu da aksonal ddeme
neden olur. Esnek olmayan lamina kribrosa nedeniyle aksoplazmik akim durur, aksonal
hasara neden olur (38). Sistemik steroidler teorik olarak optik sinir basi 6demini
azaltarak aksonal hasar1 azaltir. Optik disk 6demini azaltmak amaciyla anterior iskemik
optik noropati, travmatik optik ndropati, akut papilédem, tiroid oftalmopati gibi ¢esitli
optik noropatilerde yiiksek doz steroid kullanmaktadir (28, 29, 42).
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Abrishami ve arkadaslari; metanole bagli TON’lu 6 hastaya 3 giin boyunca
yiiksek doz metil prednizolon ve oral prednizolon tedavisi uygulamislar. Hastalarda
tedavi sonrasi 3. ayda istatistiksel olarak anlamli gérme artis1 oldugu ve retinal atrofi
gelismedigi gostermisler (25).

Sobh ve arkadaslari, metanole bagli TON’lu 4 hastasina 3 giin boyunca yiiksek
doz 1V steroid uygulamasi ardindan, 4 hastanin hepsinde gérme durumunun diizeldigini
bildirmistir (4).

Steroid baslama zamani, ideal etki i¢in énemli olabilir. Fujihara ve arkadaslari
tarafindan bildirilen metanole bagli TON vakasinda, metanoliin oral alimindan 6 giin
sonra verilen metil prednizolonun etkili olmadigini géstermis (26).

Biz de calismamizda, deneysel olarak metanole bagli TON olusturdugumuz
sicanlara, sistemik olarak yiiksek doz steroid uyguladik. Sistemik steroidin, optik sinir
kesitlerinde histopatolojik diizeyde belirgin degisiklikler olusturdugunu tespit ettik. Bu
grupta, optik sinir kesitlerinde bazi miyelinli sinir liflerinde miyelin kilifta hafif
dejeneratif degisiklikler izlense de miyelinli sinir lifinin ¢ogunlugunda miyelin kilif ile
akson sitoplazmasindaki mitokondriyon, ndrotiibiil ve noérofilamanlarin normal
yapilarin1 koruduklar1 goriildii. Glia hiicrelerinin genellikle sferikal veya ovoid bir
cekirdege ve cekirdegi cevreleyen periniiklear ince bir sitoplazmaya sahip olduklari
gorildii. Oligodendrositlerde bazi alanlarda ¢ekirdekte heterokromatin artis1 ve
sitoplazmik organellerde fokal dejeneratif degisiklikler izlense de, genel olarak bu
hiicrelerin normal ince yapilarini koruduklari goriildi. Deney grubu ile
karsilastirildiginda, metilprednizolon verilen grupta ultrastriiktiirel degisikliklerin
azaldig1 ve yapisal biitiinliigiin ¢ogunlukla korundugu gériilmekteydi. Deney grubunda
(p<0,0001) ve EPO ile tedavi edilen grupta (p<0,01) miyelinli akson sayisinin, kontrol
grubu ile karsilastirildiginda belirgin sekilde azaldigi gorilmiistiir. Metilprednizolonla
tedavi edilen grup ile kontrol grubu; myelinli akson sayis1 agisindan karsilastirildiginda,
iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmedi (p>0,05). Bu sonug,
sistemik metilprednizolon tedavisinin, akson sayisini hic¢bir ajan verilmeyen Kontrol
grubu kadar korudugunu gostermektedir. Miyelinli akson sayisinin metilprednizolonla
tedavi edilen grupta, deney grubuna gore Oonemli Ol¢iide daha fazla oldugu goriildii
(p<0,001, <0,05). Bu sonug bize erken dénemde verilen steroidin bir dnceki ¢alismay1

destekler sekilde faydali oldugunu gostermektedir.
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Eritropoietin, kemik iligindeki eritroid progenitdrlerin apoptozunu Onleyerek
kirmizi kan hiicresi farklilasmasini uyaran bir glikoproteindir (4). Eritropoietinin
kirmizi kan hiicreleri iizerindeki etkilerinin disinda, baska etkileri oldugu da
bilinmektedir. Eritropoietinin beyindeki nororejeneratif, proanjiyojenik,
antienflamatuar, antioksidatif ve antiapoptotik etkilere sahip oldugu gosterilmistir (43).
Bu etkiler, P13K / Akt, STAT-5 veya MAPK / ERK gibi bir veya daha fazla sinyal
iletim yolunun aktivasyonundan kaynaklanabilir (44, 45). Eritropoietinin hem optik
sinir hem de retinal sagkalim {izerinde ¢oklu etkileri oldugu goriilmektedir.

Beyin hasar1 olan hayvan modellerinde yapilan arastirmalar, in vivo EPO aracili
noroproteksiyonu kanitlamistir (46). Noroproteksiyon i¢in EPO doz araligi (1000-3000
U/Kkg), anemi (<500 1U/kg) tedavisinde kullanilan araligin ¢ok tizerindedir (47).

Hayvan c¢alismalari, norodejenerasyonun norotrofinler tarafindan da
diizenlendigini gostermektedir. Eritropoietin, iskemi, travma, epilepsi ve multipl
sklerozda norotrofin benzeri 6zelliklere sahiptir ve sistematik olarak uygulanabilir (48,
49).

Sun Y. ve arkadaslari, deneysel olarak iskemik beyin hasari olusturduklari
sicanlarda, islemden 24 saat sonra EPO tedavisi uygulamis. Hipoksi ve iskeminin neden
oldugu inflamatuar hiicrelerinin, hasarli bolgeye akisin1 ve proenflamatuar sitokinlerin
iretimini azalttigini gostermistir (50).

Iskemik beyin hasari ve miyokard enfarktiisii olan hastalar iizerinde yapilan
caligmalar, iskemik noral ve miyokardiyal hasarin azaltilmasinda IV EPO
uygulamasinin giivenli ve etkili oldugu gosterilmistir (51).

Diem ve arkadaslari, optik noriti olan hastalarda EPO tedavisi uygulama sonras,
optik koherens tomografide retinal sinir lifi tabakasinin 6nemli 6l¢iide korundugunu
tespit etmistir (31).

Junk ve arkadaslari, deneysel olarak retinal iskemi olusturduklar1 siganlarda,
retinal iskemiden Once ve hemen sonra sistemik EPO tedavisi uygulamislar.
Eritropoietinin iskemik retinadaki; histopatolojik hasar1 azaltigin1 ve elektroretinografi
ile degerlendirilen fonksiyonel iyilesmeyi arttirdigini gostermistir (51).

Weishaupt ve ark. (52) ile King ve ark. (53), EPO'nun optik sinirine aksotomi
yapilan siganlarda, RGH'ler iizerinde dogrudan ndroprotektif ve noro-rejeneratif etki

yapabilecegini gostermistir.
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Eritropoietinin, arteritik olmayan 6n iskemik optik ndropati (NAAION) ve
travmatik optik ndropatisi olan hastalarda gérmeyi iyilestirdigi gosterilmistir (28, 29).
Moderres ve arkadaslari, NAAION olan hastalarda intravitreal EPO enjeksiyonu
sonrast, gozleri % 64,5 ve % 54,8'inin gorme keskinliginde sirasiyla enjeksiyondan 3 ve
6 ay sonra ii¢ sira veya daha fazla iyilesme oldugunu bildirmistir (28). Kashkouli ve
arkadaglari, travmatik optik noropatisi olan hastalarda, sistemik EPO tedavisi sonrasi,
EPO grubunda gérme keskinligideki artisin, kontrol grubuna gore anlamli olarak daha
yiiksek oldugunu bildirmislerdir (29).

Eritropoietin, TON patofizyolojisinde birden fazla mekanizma ile etki edebilir.
Ik olarak, EPO'nun RGH’leri iizerinde dnemli anti-apoptotik aktivitesi vardir (50, 52,
53). Ikinci olarak, EPO, antioksidan (51) ve antiinflamatuvar etki ile (50) optik disk
o6demini ve kompartman sendromu insidansini ve / veya ciddiyetini azaltabilir (50).
Ugiincii olarak, EPO, aksonal rejenerasyonu destekleyebilir (50).

Pakravan ve Sanjari, metanol kaynakli TON olan iki vakaya sistemik EPO
tedavisi uygulamislar. Tedavi Oncesi gorme keskinligi persepsiyon negatif olan 2
hastada; EPO tedavisiyle gérme keskinliginde dramatik bir artis oldugunu saptamislar
(5). Pakravan ve arkadaslari, bir diger ¢alismasinda, metanole baglit TON'lu 11 hastaya
sadece konvansiyonel tedavi, 11 hastaya ise konvansiyel tedavi ile birlikte EPO tedavisi
vermigler. Bu iki grubun, gorme sonuglarini karsilastirdiklarinda; EPO alan grupta,
kontrol grubuna gore; en iyi diizeltilmis gorme keskinliginde istatistiksel olarak anlamli
yapisal ve fonksiyonel gelismeler gostermistir (54). Pakravan’mn iki ¢aligmasinda da
EPO uygulamasi sonrast anlamli yanitlar alinsa da, bu g¢alismalarin takip stireleri
oldukga kisaydi.

Zamani ve arkadaglarmin ¢alismasinda ise; gorsel sonuglar agisindan, EPO
tedavisi alanlar ve almayanlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamus.
Bu c¢alismanin ortalama takip siiresi Pakravan’in ¢alismalarindakinden daha uzundu.
Calismada, EPO alan 10 hastanin 3’iinde, gorme bozukluklar1 énce diizeldigini, ancak
taburcu olduktan yaklasik 1-2 ay sonra tekrar kotiilestigini bildirmisler (33). Bu durum,
EPO'nun bu hastalarda gegici bir etkiye sahip oldugunu diislindiirmiistiir.

Biz de ¢alismamizda, deneysel olarak metanole bagli TON olusturulan siganlara,
intraperitoneal EPO uyguladik. Eritropoietinin, optik sinir kesitlerinde histopatolojik

diizeyde belirgin degisiklikler olusturdugunu tespit ettik. Bu gruba ait optik sinir
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kesitlerinde, glia hiicrelerinde ¢ekirdek ve sitoplazmik organellerde onemli yapisal
degisiklikler = goriildii. Glia  hiicrelerinin  ¢ekirdeklerinde  kromatin  artisi,
sitoplazmalarinda organel harabiyeti ve sitoplazmik vakuolizasyonlarin olustugu
gozlendi. Miyelinli sinir liflerinde hafiften orta dereceye kadar degisen, akson ve
miyelin kilifi iceren yapisal degisikliklerin olustugu dikkati ¢ekti. Siklikla fokal miyelin
kilif hasar1 ile miyelin lamellerinde normal diizenlenmenin bozuldugu tespit edildi.
Miyelinli sinir liflerinde, aksonlarda biiziisme, bazi1 alanlarda aksoplazmada
mitokondriyonlarda belirgin olmak iizere organel harabiyetinin olustugu dikkati ¢ekti.
Her ne kadar bu grupta goriilen dejeneratif degisikliklerin, tedavi uygulanmayan deney
grubuna kiyasla daha sinirli oldugu goriilse de, metilprednizolon verilen gruba gore bu
degisikliklerin daha siddetli seyrettigi dikkati ¢ekti. Miyelinli aksonlarin sayisinin, EPO
ile tedavi edilen grupta, deney grubuna gore daha fazla oldugu goriildii (p<0,01). Ancak
metilprednizolonla tedavi edilen gruptaki myelinli aksonlarin sayisi (p<0,001), EPO ile
tedavi edilen gruba (p<0,01) gore daha fazlaydi.

Metanol ve etanol verilip hi¢bir tedavi uygulanmayan deney grubuna ait optik
sinir kesitlerinin elektron mikroskobik incelenmesinde, bir¢ok alanda miyelinli sinir
liflerinde miyelin kilifta dejeneratif degisikliklerin meydana geldigi goriildi. Miyelin
kilifin lamellar yapisinin bozuldugu, bazi alanlarda, miyelin kilif lamellerinin
birbirinden ayrilmis oldugu izlendi. Bazi sinir liflerinde miyelin kilifin akson igerisine
dogru invajine oldugu gozlendi. Miyelinli sinir liflerinde, akson ile miyelin kilif
arasinda vakuollerin meydana geldigi, akson igerisinde yer alan organellerde dejeneratif
degisikliklerin olustugu dikkati ¢ekti. Aksoplazmadaki nérotiibiil ve ndrofilamanlarin
dagiliminda bozulma, mitokondriyonlarda genisleme ve krista harabiyeti izlendi.
Oligodendtrositlerde g¢ekirdekte heterokromatin birikimi, sitoplazmada vakuolizasyon
ve organel harabiyetlerinin varlig1 dikkati ¢ekti. Bu bilgiler 1518inda EPO tedavisinin
metanole baglit TON’de RGH’nin sag kalimii 6nemli 6lgiide arttirdigi, astrositlerdeki
oksidatif stresi baskilayarak glial aktivasyonu engelledigi, sinir hiicrelerinin normal ince
yapilarinin korunmasina katki sagladigi fikrine varildi. Ancak, sistemik steroidin optik
sinir kesitleri lizerinde, EPO’dan daha etkili degisikliklere neden oldugunu saptadik.

Arastirmanin kisitlayict yonleri; maliyet nedeniyle apoptozis molekiillerinin
arastirilamamasi, olusturulan iskeminin siibjektif muayene ile degerlendirilmesi,

caligmada steroid ve EPO tedavisinin birlikte verildigi bir grubun olmamasidir. Benzer
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calismalar ve daha fazla Ornek sayisi ile yapilacak ¢alismalar, EPO ve steroid
tedavisinin metanole bagli TON iizerindeki sonug¢larinin desteklemesinin faydali olacagi
distintildii. Yine EPO ve steroid tedavisinin birlikte uygulandigi grubu igeren yeni
caligmalar, metanole bagli TON tedavisinde, tek basina EPOmun kombine EPO ve
metilprednizolon tedavisinden daha fazla veya daha az etkiye sahip olup olmadigini
netlestirecektir.

Sonug olarak, ¢alismamizda noroprotektif bir ajan olan EPO’nin etkilerini,
metilprednizolon tedavisiyle karsilastirdik. Eritropoietin ile tedavi edilen grupta goriilen
dejeneratif degisikliklerin, tedavi uygulanmayan deney grubuna kiyasla daha sinirl
oldugu goriilse de, metilprednizolon verilen gruba gore bu degisikliklerin daha siddetli
oldugu goriildii. Hem EPO ile tedavi edilen grupta (p<0,01), hem de metilprednizolon
ile tedavi edilen grupta (p<0,001); deney grubuna gore myelinli akson sayisinin énemli
Olciide daha fazla oldugu goriildii. Bu c¢alismada, Sicanlarda olusturulan deneysel
metanole bagli TON tablosunda, metilprednizolon tedavisinin, EPO tedavisine gore
myelinli sinir liflerinin yapilarin1 ve myelinli akson sayisinin daha fazla korudugu
gortildii. Steroidin bu etkisinin, erken donemde verilmesine bagli olabilecegi diistiniildii.
Bu deneysel c¢alisma, metilprednizolon gibi EPO’nun da metanole bagli TON’da

alternatif bir tedavi olabilecegini géstermistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Cukurova Universitesi Saglik Birimleri Deneysel Uygulama ve Arastirma

Merkezi’'nde yaptigimiz ¢alismamizda si¢anlarda olusturdugumuz deneysel metanol

intokasyonu tablosunda steroid ve eritropoietin tedavilerinin optik sinir tizerindeki

etkilerini histopatolojik olarak elektron ve 151k mikroskopisinde inceledik. Kirk adet

siganin, 60 gozii; kontrol, deney, tedavi 1 ve 2 olmak {izere 4 gruba ayrildi.

1. Herhangi bir miidahale yapilmayan ve tamamen saglam olan kontrol grubuna ait

optik sinirin elektron mikroskobik incelenmesinde;

a)

b)

f)

Optik sinirin, beyin meninkslerinin uzantisi olan fibroz bir kilif ile ¢evrili
oldugu ve fibroz kiliftan uzanan septumlarin astrosit uzantilar ile birlikte
sinir lifleri arasinda yer aldig1 izlendi.

Demetler halinde bir araya gelen degisik caplardaki sinir liflerinin
oligodendrositler tarafindan ¢evrelenmis oldugu goriildii.
Oligodendrositlerde c¢ekirdek ve sitoplazmik organellerin normal ince
yapilarini korudugu tepit edildi.

Miyelinli aksonlarda, koyu boyanan oval sekilli mitokondriyonlar ve ¢ok
sayida norofilaman ve norotiibiiller izlendi.

Miyelinli aksonlarda miyelin kilifin normal konsantrik lamellar yapisini
korudugu izlendi.

Sinir lif demetlerinin aralarinda devamli tip kapillerlerin varligir gézlendi.

Kapillerin normal yapida oldugu goriildii

2. Metanol ve etonol verilip higbir tedavi uygulanmayan deney grubuna ait optik

sinir kesitlerinin elektron mikroskobik incelenmesinde,

a)

b)

Bircok alanda miyelinli sinir liflerinde, miyelin kilifta dejeneratif
degisikliklerin meydana geldigi gortildii.

Miyelin kilifin lamellar yapisinin bozuldugu, bazi alanlarda, miyelin kilif
lamellerinin birbirinden ayrilmis oldugu izlendi.

Bazi sinir liflerinde miyelin kilifin akson igerisine dogru invajine oldugu

gozlendi.
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d)

f)

Miyelinli sinir liflerinde, akson ile miyelin kilif arasinda vakuollerin
meydana geldigi, akson igerisinde yer alan organellerde dejeneratif
degisikliklerin olustugu dikkati ¢ekti.

Aksoplazmadaki norotiibiil ve ndérofilamanlarin dagiliminda bozulma,
mitokondriyonlarda genigleme ve krista harabiyeti izlendi.
Oligodendtrositlerde ¢ekirdekte heterokromatin birikimi, sitoplazmada

vakuolizasyon ve organel harabiyetlerinin varligi dikkati ¢ekti.

Metanol ve etanol verildikten sonra metilprednizolon uygulanan bu gruba ait

optik sinir kesitlerinin elektron mikroskobik incelenmesinde;

a)

b)

d)

Baz1 miyelinli sinir liflerinde miyelin kilifta hafif dejeneratif degisiklikler
izlenmekle birlikte, miyelinli sinir lifinin ¢ogunlugunda miyelin kilif ile
akson sitoplazmasindaki mitokondriyon, nérotiibiil ve noérofilamanlarin
normal yapilarinit koruduklari dikkati ¢ekti.

Glia hiicrelerinin genellikle sferikal veya ovoid bir ¢ekirdege ve cekirdegi
cevreleyen periniiklear ince bir sitoplazmaya sahip olduklar1 goriildii.
Oligodendrositlerde bazi alanlarda cekirdekte heterokromatin artist ve
sitoplazmik organellerde fokal dejeneratif degisiklikler izlense de, genel
olarak bu hiicrelerin normal ince yapilarini koruduklari goriildii.

Deney grubuna oranla, metilprednizolon verilen grupta ultrastriiktiirel
degisikliklerin azaldigi ve yapisal biitiinliglin ¢ogunlukla korundugu

dikkati gekti.

Metanol ve etanol verildikten sonra EPO uygulanan bu gruba ait optik sinir

kesitlerinin elektron mikroskobik incelenmesinde

a)

b)

c)

d)

Glia hiicrelerinde ¢ekirdek ve sitoplazmik organellerde 6nemli yapisal
degisiklikler goriildii.

Glia hiicrelerinin  ¢ekirdeklerinde kromatin artigi, sitoplazmalarinda
organel harabiyeti ve sitoplazmik vakuolizasyonlarin olustugu goézlendi.
Miyelinli sinir liflerinde hafiften orta dereceye kadar degisen, akson ve
miyelin kilifi igeren yapisal degisikliklerin olustugu dikkati ¢ekti.

Siklikla fokal miyelin kilif hasari ile miyelin lamellerinde normal

diizenlenmenin bozulmas: tespit edildi.

54



e) Miyelinli sinir liflerinde, aksonlarda biizisme, baz1 alanlarda
aksoplazmada mitokondriyonlarda belirgin olmak iizere organel
harabiyetinin olustugu dikkati ¢ekti.

f) Her ne kadar bu grupta goriilen dejeneratif degisikliklerin, tedavi
uygulanmayan deney grubuna kiyasla daha smirli oldugu goriilse de,
metilprednizolon verilen gruba goére bu degisikliklerin daha siddetli
seyrettigi dikkati ¢ekti.

5. Toluidin mavisi (TM) boyal1 sinir kesitlerinin incelenmesinde;

a) Kontrol grubunda homojen boyanma saptandi.

b) Deney grubuna ait TM kesitlerin incelemesinde 151k mikroskobik diizeyde
saptanabilir belirgin myelin kaybi bulgusu (TM ile soluk boyanma)
goriilmedi.

€) Tedavi grubuna ait TM kesitlerde kontrol gruba benzer sekilde homojen
boyanma saptandi.

d) Her dort grupta da 1sik mikroskobik diizeyde myelinizasyonda farklilik
goriilmedi.

6. Hem EPO (p<0,001), hem de metilprednizolon ile tedavi edilen grupta
(p<0,0001); deney grubu ile karsilastirildiginda myelinli akson sayisinin
istatiksel olarak anlamli sekilde daha fazla oldugu goriildii.
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