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OZET

Retinitis pigmentosa, ¢ocukluk caginda baslayip korliikle sonuglanabilen, en
sik goriilen herediter retina distrofisidir. Bu ¢alismada N-Metil-N-Nitroziire (MNU)
ile olusturulan deneysel Retinitis pigmentosa modelinde antioksidan 6zelligi bilinen
Edaravon ve Ellajik asit’in fotoreseptor hiicre apoptozisinden koruyucu etkisini
biyokimyasal ve histopatolojik yontemlerle arastirmak amaglanmistir.

Calismada 49 adet Spraque Dawley tiirii rat randomize olarak yedi esit gruba
ayrilmistir. Kontrol grubu olarak belirlenen birinci gruba tibbi ve cerrahi miidahale
yapilmamistir. Diger gruplardaki ratlara intraperitoneal MNU enjeksiyonu yapilarak
fotoreseptdr hiicre apoptozisi indiiklenmistir. Sham grubu olarak belirlenen ikinci ve
liclincii grup intraperitoneal PBS, dordiincii ve besinci grup intraperitoneal Edaravon,
altinc1 ve yedinci grup intraperitoneal Ellajik asit ile tedavi edilmistir. Birinci, ikinci,
dordiincii ve altinc1 gruplardaki ratlar 3.glin; {igiincii, besinci ve yedinci gruplardaki
ratlar ise 7.glin dekapite edilmistir. Gozler eniikle edilerek, retina dokular1 alinmustr.
Sag gozlerden alinan retinal doku 6rneklerinde TUNEL boyama ile apoptotik indeks
Ol¢iimii, H&E boyama ile retinal kalinlik 6l¢iimii yapilmis ve immiinhistokimyasal
boyama ile rodopsin immiinreaktivitelerine bakilmis; sol goézlerden alinan retinal
doku orneklerinde ise ELISA yontemiyle Bax ve Bcl 2 analizleri yapilmustir.

Sham gruplarinda kontrol grubuna gore ortalama Bax degerleri yiiksek, Bcl 2
degerleri diisiik, apoptotik indeks yiizdeleri yiiksek, rodopsin immiinreaktiviteleri
diisiik ve dis niikleer tabakadaki ortalama kalinlik olgiimleri diisiik saptanmis ve
sonuclar istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Sham 2 grubuna goére sham
1 grubunda ortalama Bax degeri yiiksek, Bcl 2 degeri diisilk, TUNEL boyamayla
ortalama apoptotik indeks ylizdesi yiiksek ve ortalama dis niikleer tabaka kalinlig
diisiik saptanmis ve sonuglar istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Bu
sekilde MNU indiiksiyonuyla RP modeli olusturulmustur.

Edaravon ve FEllajik asit gruplart 3.glin sonunda sham grubuyla
kiyaslandiginda, ortalama Bcl 2 degerleri yiiksek, Bax degerleri diisiik, apoptotik
indeks yiizdeleri istatistiksel olarak anlamli diisiik bulunmustur (p<0.05). Edaravon
grubunda 3.giin ve 7.giin sonunda rodopsin immiinreaktivitesi, dis niikleer tabaka
kalinlig1, dis niikleer tabaka/ total retinal kalinlik oran1 sham gruplarina gére anlamh

Olgiide yiiksek bulunmustur (p<0.05). Ellajik asit grubunda ise 3.giin ve 7.gilin
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sonunda rodopsin immiinreaktiviteleri, dis niikleer tabaka kalinliklari, dis niikleer
tabaka/ total retinal kalinlik oranlar1 sham gruplarina gore yiiksek bulunmus olup, bu
yiikseklik istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Deneysel RP
modelinde fotoreseptdr hiicre apoptozisini Onleyici etkileri saptanan bu ajanlarin
insanlarda olas1 etkilerinin ortaya konulabilmesi i¢in ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: N-Metil-N-Nitroziire, deneysel retinitis pigmentosa, Edaravon,

Ellajik asit
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ABSTRACT

THE ANTIOKSIDANT EFFECT OF EDARAVONE AND ELLAJIC ACID
ON N- METHYL-N-NITROSOUREA INDUCED RETINITIS PIGMENTOSA
MODEL

Retinitis pigmentosa, which may begin in childhood and result in blindness,
is the most common hereditary retinal dystrophy. In this study, it was aimed to
search protective effects of Edaravon and Ellajic acid on photoreceptor cell apoptosis
through biochemical and histological methods and within the scope of experimental
retinitis pigmentosa model induced with N-Methyl-N-Nitrosurea.

At the beginning of the study 49 Spraque Dawley rats were divided into
seven equal groups randomly. The first group is designated as control group and no
surgery or medical treatment was performed to the rats within this group. For rats
included in the other groups, photoreceptor cell apoptosis was induced by injecting
intraperitoneal N-Methyl-N-Nitrosurase. Within the aspect of performed treatment to
other groups that designated as sham groups; the second and third groups were
treated with intraperitoneal PBS, the fourth and fifth groups were treated with
intraperitoneal Edaravon, the sixth and seventh groups were treated with
intraperitoneal Ellajic acid. The first, second, fourth and sixth groups were
decapitated on the 3rd day whereas the third, fifth and seventh groups were on the
7th day. The eyes were enucleated and retinal tissue was removed. For the retinal
tissue samples that were taken from right eyes; apoptotic index measurement was
made by TUNEL staining, retinal thickness measurement was made by H&E staining
and rodopsin immunoreactivity was examined by immunohistochemical staining
whereas for the retinal tissue samples of left eyes; Bax and Bcl 2 analyzes were
performed by applying ELISA methodology.

According to the comparison made between sham group and control group, it
was seen that the sham group had higher mean Bax values, lower Bcl 2 values,
higher percentage of apoptotic index, lower rhodopsin immunoreactivity and a
statistically significant thinning at the outer nuclear layer (p <0.05). On the other
hand, the comparison made between Sham 1 and Sham 2 groups lead to the

conclusion that Sham 1 group, based on mean values, had higher Bax values, lower
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Bcl 2 values, higher percentage of apoptotic index (measured by TUNEL staining)
and statistically significant thinning at the outer nuclear layers (p<0.05).

When Edaravone and Ellajic acid groups were compared to sham group at the
end of 3rd day based on mean values, Bcl 2 values were high, Bax values were low
and percentage of apoptotic index measured by TUNEL staining was found as
statistically low (p<0.05). Rodopsin immunoreactivity, outer nuclear layer thickness,
outer nuclear layer / total retinal thickness ratio were found significantly higher in
the Edaravone group than the sham groups at the end of 3rd and 7th days (p <0.05).
For the Ellajic acid group, at the end of 3rd and 7th days, rodopsin immunoreactivity,
outer nuclear layer thickness, outer nuclear layer / total retinal thickness ratio were
found to be higher than sham groups but it wasn’t statistically significant (p> 0.05).
Edaravone and Ellajic acid may be a therapeutic agent for RP patient. Further studies
are needed to demonstrate the possible effects of these agents in humans, which
detect inhibitory effects of photoreceptor cell apoptosis in the experimental RP
model.

Key Words: N-Methyl-N-Nitrosurea, experimental retinitis pigmentosa, Edaravone,

Ellajic acid, apoptosis
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1. GIRIS

Retina distrofileri geri doniistimii olmayan fotoreseptor hasart ile giden,
kalitsal ve genetigi karmasik bir grup hastaliktan olugsmaktadir (1, 2).

Tim diinyada, korlik ve az goérme nedenleri arastirildiginda, eriskin
hastalarda katarakt, glokom ve yasa bagli makula dejenerasyonu; ¢ocukluk ¢aginda
retina hastaliklari, 6zellikle Herediter Retina Distrofileri (HRD) Onemli bir yer
tutmaktadir (3-8). Herediter géz hastaliklarinin 6nemli bir boliimiinii olusturan retina
dejenerasyonlari, Retinitis pigmentosa’dan (RP) makiiler dejenarasyonlara kadar
uzanan genis bir spektrum c¢izer. Retinitis pigmentosa, retinadaki fotoreseptor
hiicreleri ve retina pigment epiteline ait genlerde meydana gelen mutasyonlara baglh
olarak s6z konusu hiicrelerde fonksiyon kaybi ve apoptozis yoluyla dliime yol actig
bilinen kalitsal dejeneratif bir retinal hastaliktir. RP’de esas sorun rod
fotoreseptdrlerin kaybidir ve bu hiicreler midperiferde yogun olarak bulundugundan
periferal gorme ve gece gorme yetersizligi meydana gelir (9-11).

Zaman i¢inde kon hiicre hasariyla beraber santral gérme de bozulur (12)
Norodejeneratif hastaliklarda (Parkinson, Alzheimer hastaligl) oldugu gibi RP
hastalarinda da ortak patolojik siire¢ apoptozistir (13, 14). Cesitli farkli genler rol
alsa da ortak yolak oksidatif stres sonucu rod fotreseptor hiicrelerin apoptotik
Olimiidiir (15). Rod fotoreseptor hiicreler retinada sayica en ¢ok bulunan, metabolik
aktiviteleri en yiliksek ve en ¢ok oksijen tiikketen hiicrelerdir. Rod hiicre dliimii ile
oksijen tiiketiminde azalma sonucu oksijen seviyesinde artig olmaktadir. Dis retinal
katlarda oksijen seviyesindeki artisin rod ve kon fotoreseptdr hiicre dliimiine yol
actig1 saptanmustir (16, 17). Yavas ve ilerleyici bir sekilde gerceklesen oksidatif
stresin de kon fotoreseptor hiicre Oliim nedenlerinden biri olarak saptanmustir.
Yapilan cesitli hayvan c¢alismalarda antioksidan tedavinin rod ve kon hiicre
devamliligin1 saglamadaki yarar1 gosterilmistir (18, 19).

Ellajik asit findik, ahududu, nar, ceviz, liztim, kus tiziimii ve bircok meyvede
bulunan bir polifenolik bilesiktir. Ellajik asitin antioksidan (20), antimutajenik (21),
anti-enflamatuvar (22), oksijen ve hidroksil radikallerini temizleyici ve lipid
peroksidasyonu inhibe edici 6zellikleri vardir (23, 24).

Edaravon yar1 6mrii 5.4 dakika olan serbest radikal tutucudur. Antioksidatif,

antiapoptotik, anti-enflamatuvar, oksijen ve hidroksil radikallerini temizleyici, lipid



peroksidasyonu inhibe edici ve noroprotektif 6zellikleri vardir (25, 26). Deneysel
hayvan modellerinde serebral iskemi-reperfiizyon hasarinda koruyucu bulunmustur.
Beyin, bobrek, karaciger ve retinada serbest radikal hasarindan koruyucu ozelligi
deneysel calismalarla kanitlanmistir. Yapilan bir calismada N -Metil N-Nitroziire
(MNU)’ye bagh olusturulan retinal dejenerasyon modelinde Edaravon’un koruyucu
etkisi gosterilmistir (27). Ellajik asit’in retinal dejenerasyon iizerindeki etkisine
yonelik herhangi bir ¢aligma literatiirde mevcut degildir.

Deneysel Retinitis pigmentosa olusturulmasinda en ¢ok kullanilan
modellerden biri MNU ile olusturulan retinal dejenerasyon modelidir. Bu model hizli
bir sekilde dejenarasyon olusturmasi ve kolay uygulanabilir olmasi agisindan
arastirmacilara 6nemli kolayliklar sunmaktadir (28).

Bu calismamizda ratlarda intraperitoneal N -Metil N-Nitroziire ile Retinitis
pigmentosa modeli olusturarak antioksidan ajanlar olan Ellajik asit ve Edaravon’un
retinal dejenerasyon lizerindeki biyokimyasal, molekiiler ve histopatolojik etkilerini

arastirmay1 amacladik.

1.1. Genel Bilgiler

Goz, kompleks ve iyi gelismis fotosensitif bir organdir. Yaklasik 24 mm
capinda olup, kafatas1 icinde koruyucu kemik olan orbitalar i¢ine yerlesmistir.

G0z, kiiresel sekli koruyan dayanikli fibréz bir yapidan, goriintiiyii odaklayan
bir mercek sisteminden ve gorlntilyl toplayan ve merkezi sinir sistemi ileten
fotosensitif hiicrelerden olusur.

Goziin tabakalar sirasi ile: Dis tabaka (tunica fibrosa): Sklera ve kornea, Orta
tabaka (tunica vasculosa): Koroid, silyer cisim, iris, [c tabaka (tunica nervosa):

Retina’dir.
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Sekil 1. Goziin anatomik yapis1



1.1.1. Retina

Retina goziin en i¢ tabakasidir ve embriyolojik olarak optik vezikiiliin distal
kisminda noroektodermden gelisir. iki katman1 vardir: Distaki katman retina pigment
epiteli (RPE) ve igteki katman ise noral retinadir. Noral tabaka ile RPE arasinda
‘subretinal alan’ olarak isimlendirilen potansiyel fizyolojik bosluk vardir. Noral
retina ve RPE sadece optik disk ve ora serratada siki yapisiklik gosterir. Diger
bolgelerde yapisiklik zayiftir. Retina, vorteks venlerinin skleraya girdigi yerde
meydana gelen daire ile santral (posterior) ve periferal (anterior) olmak lizere iki
kisima ayrilir. Anatomik ekvator bu dairenin iki disk ¢ap1 oniinde yer alir. Periferik
retina, ekvatoryal bolge ve ora serrata olmak tlizere iki farkli bolge olarak incelenir.
Ekvatoryal bolge ortalama dort disk ¢api genislikte olup, bunun yarisi anatomik
ekvatorun arkasinda yer alir. Ora serrata ise ekvatoryal bolgenin daha periferinde yer
alan yaklasik ii¢ disk ¢ap1 genigligindedir. Retina periferde ince olup arka pole dogru
kalinlagir. Periferde yaklasik 0.1 mm, midperiferde 0.14 mm ve makiilanin
periferinde 0.23 mm kalinliktadir. Foveanin merkezinde ince olup yaklasik 0.1
mm'dir. Optik sinirle birlestii yer ise en kalin bdlgeyi olusturur. Norosensoryel
retina kalinligi 100 ile 300 mikron arasi1 degisen retina i¢ten (vitreustan) disa (koroid
tarafina) dogru su tabakalardan olusur (Sekil 2):

1-i¢ limitan membran

2-Sinir lifi tabakasi

3-Gangliyon hiicreleri tabakasi

4-I¢ pleksiform tabaka

5-I¢ niikleer tabaka (bipolar, horizontal ve amakrin hiicre niikleuslari)

6-D1s pleksiform tabaka

7-D1s niikleer tabaka (fotoreseptorlerin ¢ekirdekleri)

8-Dis limitan membran

9-Rod ve kon i¢ ve dis segmentleri
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Sekil 2. Retina tabakalari

1.1.1.1. i¢ Limitan Membran

Retinanin en i¢ kati olan i¢ limitan membran, retinayi vitreustan ayirir.
Retinanin i¢ ylizeyinde Miiller hiicrelerinin hyaloid membranina baglantilar ile
olusur. Vitreus ile temas halinde olan i¢ yiiziinlin diizgiin olmasina karsilik, dis yiizii
Miiller hiicrelerinin ug¢larindan 6tiirii piirtiikliidiir. Yazarlarin bir kismina gore gercek
bir zardir. Digerlerine gore de Miiller hiicrelerinin uglari tarafindan olusturulmustur.
OD kenarinda astroglial hiicrelerin bazal laminasi olarak devam eder ve Elschnig
membrani olarak adlandirilir. ILM; inceldigi vitre baz1 ya da fovea gibi bdlgelerde

vitreal kortekse sik1 baglantilar igerir.

1.1.1.2. Sinir Lifleri Tabakasi

Korpus genikulatum lateralede sonlanan 1,2 milyon dolayindaki gangliyon
hiicresi miyelinsiz aksonlari, sinir lifleri katin1 olusturur. Burada ayrica retina arter ve
venleri, astrositler, mikrogliyal hiicreler ile oligodendrositler de vardir. Retina
beslenmesinde rolii olan astrosit, mikrogliya ve oligodendrositler retinanin arter, ven
ve kapillerleri cevresinde kiimelenmistir. Bu kii¢iik yuvarlak alanda fotoreseptor
bulunmaz ve retinanin kor noktasi olarak adlandirilir. Optik sinir sklerayr gecerken

miyelinle kiliflanir (29).



1.1.1.3. Gangliyon Hiicreleri Tabakasi

Gangliyon hiicrelerinin govdelerinin bulundugu tabakadir. Bu noronlarin
aksonlar1 sinir lifi tabakasina gegerek optik siniri olusturur. W, X ve Y hiicreleri
olarak belirtilen ii¢ ayr1 gangliyon hiicresi grubu vardir. Bunlarin her biri farkli bir
isleve sahiptir. W Hiicreleri, tim gangliyon hiicrelerinin yaklasik %40’ 1n1 olusturur.
10 mikrometreden daha diisiik caplidir. Retinada genis alanlari vardir. Ciinkii
dendritleri genisce yayilir. Kiiciik bipolar hiicreler ve amakrin hiicreler yolu ile rod
hiicrelerinden uyaran aldiklar1 i¢in dogrusal hareketleri saptamada ve karanlik
kosullar altinda gdérmemizde onemli olan hiicrelerdir. X Hiicreleri, tiim gangliyon
hiicrelerinin yaklagik %55’ini olusturur. Caplart 10 -15 mikrometre arasinda degisir.
Retinada dar alanlar1 vardir ¢iinkii dendritleri genisce yayilmaz. En az bir kon
hiicresinden uyaran aldigi i¢in gorsel resimlerin iletiminden ve renkli gérmeden
sorumlu hiicrelerdir. Y hiicreleri, tiim gangliyon hiicrelerinin yaklasik %5’ni
olusturur. Caplart 35 mikrometreyi bulabilir. Retinada genis alanlar1 vardir ¢iinki
dendritleri genisce yayilir. Gorsel resimdeki hizli hareket ya da 151k siddetindeki ani

degisimlere amakrin hiicreler gibi yanit verirler.

1.1.1.4. i¢ Pleksiform Tabaka

Bipolar hiicrelerin aksonlar1 ile gangliyon hiicrelerinin dendritleri arasindaki

aksodendritik sinapslarin bulundugu tabakadir (30).

1.1.1.5. i¢ Niikleer Tabaka

Bipolar, amakrin, horizontal ve Miiller hiicrelerinin c¢ekirdekleri bulunur
(Sekil 3). Horizontal hiicreler, fotoreseptor ve bipolar hiicreler arasindaki sinaptik
alanlarla sinaps yaparlar. Iletiyi yatay olarak aktarirlar. Sinaptik aktivitenin
diizenlenmesinde rol alirlar. Amakrin hiicreler, bu tabakanin alt sinirina yerlesmistir.
30 kadar farkli islevi olan amakrin hiicre tipi tanimlanmistir. Armut bigimli govdeleri
bulunur ve tiim dendritleri tek noktadan c¢ikar ve bipolar hiicreler ile retinal
gangliyon hiicreleri (RGH) arasindaki sinaps kompleksi iizerinde sonlanir. Bu
sinapstan kaynaklanan noéronal bilgiyi interpleksiform hiicrelere ileterek feedback rol
oynarlar. Bipolar hiicreler iki kutuplu yapilariyla rod ve konlardan aldiklari iletiyi i¢

pleksiform tabakada (IPT) RGH’ye iletirler. Rodlar igin 6zel ve tek tip bipolar hiicre



tipi mevcuttur ve her rod bipolar hiicresi santral retinada 40-50; periferde ise 15-20
rod sfertilii ile baglantilidir. Tiim bu rod bipolar hiicreleri ‘on (acik)’ ileti hiicresidir.
Kon bipolar hiicreleriyse ‘on’ ve ‘off” ileti tipiyle 2 ana gruba ayrilir. ‘On’ ileti
tastyan kon bipolar hiicreleri IPT’nin i¢ katmanlarinda, ‘off> ileti tasiyanlar ise
IPT’nin dis katmanlarinda gangliyon hiicreleriyle sinaps yaparlar. Kon bipolar
hiicreleri ise yapisal olarak diffiiz bipolar ve midget bipolar hiicreler olarak iki gruba
ayrilmistirlar. Diffiiz olanlar birden fazla konla iliskili iken midget tipi bipolar
hiicreler yalnizca birer konla baglantilidir.

Hiicreler, sinyalleri fotoreseptdr ve horizontal hiicrelerden, gangliyon
hiicreleri ve amakrin hiicrelerle sinaps yaptiklar1 i¢ pleksiform tabakaya iletirler.
Miiller hiicreleri, vitréz cisimden rod ve konlarin i¢ segmentleri ile olusturduklar
zonula adherense (dis limitan membran) kadar uzanan ndroglial hiicrelerdir.
Sitoplazmalarinda glikojen ve enerji metabolizmasi ile ilgili bircok enzim igerirler.
Boylece, noral retina i¢in destekleyici, koruyucu ve besleyici glial hiicreler olarak
tanimlanirlar. Fotoreseptor dis segment fagozitozisi, gérme pigmentlerinin yeniden

doniistimii ve antioksidan fonksiyonlarinin varligi da bilinmektedir.
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Sekil 3. Retinal hiicrelerin yerlesimi

1.1.1.6. D1s Pleksiform Tabaka

Fotoreseptor hiicrelerle diger bipolar ndronlar, horizontal ve amakrin

hiicrelerin dentritleri arasindaki aksodendritik sinapslarin yer aldig: tabakadir (31).



1.1.1.7. D1s Niikleer Tabaka

Fotoreseptorlerin  ¢ekirdek ve sitoplazmalarimin  bulundugu bolgedir.
Histolojik kesitlerde rod niikleuslar1 kiiciik, yuvarlak ve konlarin niikleuslarindan

daha koyu boyanir (31).

1.1.1.8. D1s Limitan Membran

Fotoreseptorlerin  i¢c  segmentleriyle Miiller destek hiicrelerinin  dis
uzantilarin aralarindaki baglantilardan olusmustur. Gergek bir membran degildir.
Kon ve rodlarin dis ve i¢ segmentlerinin arasindan geger. Periferik retinada bu

membran ora serrata pigment epiteli ile birlesir.

1.1.1.9. Fotoreseptor Hiicre Tabakasi

Fotoreseptor hiicreleri goziin kirict ortami tarafindan yonlendirilen goriintiiyii
noral sinyallere cevirerek gorme olayini baslatan 6zellesmis hiicrelerdir. Retinada
konlar ve rodlar olmak fiizere iki tip fotoreseptdr hiicresi vardir. Tim retinada
yaklasik 7 milyon kon, 130 milyon rod bulunmaktadir. Rodlar foveanin 350 mikron
capli merkezi boliimiinde bulunmaz. Foveanin 20 derecelik ¢evresindeki antiler
bolgede en yiliksek yogunluga ulasirlar. Periferik retinaya dogru gidildik¢e rod
sayisinda azalma olur. Kon yogunlugu ise foveada en yiiksek diizeydedir. Rodlar los
1s1ktaki gormeden (skotopik gorme) sorumludur ve tek bir foton ile bile
uyarilabilirler. Konlar ise rodlara gore 1s18a 100 kat daha az hassas olup yiiksek 151k
yogunluguna kolay adapte olmalari nedeniyle parlak 1siktaki gérmeden (fotopik
gorme) sorumludurlar. Konlarin 1518a cevabi rodlara gore ¢ok daha hizlidir ve yiiksek
151k yogunlugunda bile saturasyona ugramazlar. Konlar, horizontal ve bipolar
hiicrelerle oldugu kadar; diger rodlar ve konlarla da sinaps yaparlar. Merkezden
perifere dogru gidildikce kon sayisinda hizli bir diisis gozlenir. Rodlar ise
alacakaranlikta ve karanlikta gérmeden sorumludurlar. Bir rod hiicresinde ortalama
6.000 — 10.000 adet disk bulunur. Bir rod hiicresi iki horizontal veya bir ile daha ¢ok
sayida bipolar hiicre dentriti ile sinaps yapma yetenegindedir. Retinanin merkezinde
hi¢ rod hiicresi bulunmazken; konlar, en yliksek konsantrasyona sahiptir. Kon ve rod
hiicrelerinin dis segmentleri mukopolisakkarid bir ortiiyle kaplidir ve pigment epiteli

ile temas halindedir (32).



Sekil 4 ve 5 bir fotoreseptoriin esas bilesenlerini gostermektedir. Sekil 6’da
gosterildigi gibi konlarin dig bolimii koni bigimindedir. Genel olarak rodlar
konlardan daha dar ve uzundur. Bir fotoreseptor hiicresi, dis segment, i¢ segment,

cekirdek ve sinaptik govde olmak tizere dort kisimdan olusur.
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Sekil 5. Fotoreseptor hiicrelerin sematik gosterimi
Dis Segment: Dendritik son kisim olup, yassi, membrandz, hiicrenin
eksenine dik lameller bulunur. Her lamel, plazma membraninin invajinasyonu ile
olusur. Membranlar rodlarda 151k duyarli pigment olan rodopsin, konlarda benzer

baska bir fotokimyasal bilesene yerini birakir.



I¢ Segment: Modifiye bir baglayici sap (cilium) ile dis segmente baglidir. Bu
alana yakin glikojen, SER, poliribozom GER, mitokondri icerir. Bu organellerde
gérme ic¢in fotoreseptdr hiicrelerin ihtiyac duyduklari enerji ve protein iiretimi
gerceklesir, dis segmente iletilir. Burada dis segmentin apeksinden koparak pigment
hiicrelerine iner ve fagosite edilir (33).

Sinaptik Govde: Kon ya da rod fotoreseptor hiicresinden sonraki sinir
hiicreleri olan horizontal ve bipolar hiicreler ile baglantisini saglayan boliimdiir ve

gdrme zincirindeki bir sonraki agsamayi temsil eder.
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Fig 2. Low magnification EM image of monkey rods and cones
with an of the outer discs.

Sekil 6. Rod ve kon hiicreleri

Konlarda, her bir disk gergekte katlanmis hiicre zarindan olusmustur. Bu
rodlarda hiicre tabanina yakin boliimler i¢in gegerlidir. Bununla beraber rod
hiicrelerinde tepeye dogru, diskler zardan ayrilirlar ve tiimilyle hiicrenin igerisinde
uzanan yassi cantaciklar halindedirler. Rodopsin ve renk pigmentleri konjuge
proteinlerdir. Disklerin zarma transmembran proteinleri seklinde katilirlar.
Disklerdeki bu 1s18a duyarli pigmentlerin konsantrasyonlar1 yiiksektir, sadece
pigmentler tiim fotoreseptor hiicre kiitlesinin %40 kadarini olustururlar (31).

Rod hiicrelerinde 500 nm dalga boyuna duyarli rodopsin denilen bir pigment
bulunmaktadir. Rodopsin araciligiyla rodlar karanlikta gérmeden sorumludur. Konlar
ise fotopigmentlerinde birbirinden farkli 3 opsin tiirevi igerirler ve buna gore de 3

farkli alt gruba ayrilirlar:



564 nm (kirmiz1) 1518a duyarli pigment igeren L konlar,

533 nm (yesil) dalga boyuna duyarli M konlar,

437 nm (mavi) dalga boyuna duyarli S konlar.

Santral foveada sadece kirmizi ve yesil konlar bulunurken, rodlar ve mavi
konlar hi¢ bulunmaz. Rodlar perifoveal alanda yogunlasirken kon yogunlugu en fazla
foveal bolgede bulunur (yaklasik 160.000/mm?®). Rodlar ve konlarin i¢
segmentleriyle MH’nin apikal yiizeyleri arasinda bulunan intermediyer
baglantilardan (zonula adherenes) olusan eksternal limitan membran (ELM) da bu

tabakadadir.

Ozellik adi Rodlar Konlar
Isiga duyarhihik Yiiksek Diisiik
Fotopigment miktar: Yiiksek Diisiik
Amplifikasyon dzellig Yiiksek Diisiik
Satiirasyon Giin 118mda satiire Yogun 1sikta satiire
Duyarlilik Noktasal 15182 Eksensel 1518a

duyarh duyarh

Is1ga yanit siiresi Yavas Hizli

Sekil 7. Rod ve kon hiicrelerin karsilastirilmasi

1.1.1.10. Retina Pigment Epiteli (RPE)

Retina pigment epiteli (RPE) tek sirali hiicre tabakasi olup 4- 6 milyon hiicre
ihtiva eder. Bu hiicreler koroidin Bruch membranina yapisik, kiiboid yapida, melanin
pigmenti iceren hiicrelerdir. Hiicreler arasinda zonula okludens denen siki baglantilar
vardir. Bu ozelligiyle 15181n koroide ge¢cmesini engeller. Bu baglantilar suyun ve
iyonlarin serbest gegisini engellediginden sivinin subretinal alana pompalanmasi i¢in
metabolik enerji kullanilir (34).

Hiicreler arasindaki baglantilarin ¢ok siki olmasi, retina damarlariyla birlikte,
goz ve dolasim arasindaki maddenin kontrolsiiz ulasimmin 6nlemesi nedeniyle
pigment epiteli ikinci kan — retina bariyerini olusturur. RPE, retinay1 oksidatif
stresten koruyan antioksidanlar1 yliksek konsantrasyonlarda (6rnegin siliperoksit
dismutaz i¢in, katalaz, lutein ve zeaksantin) igerir. RPE’ye renginden dolay1 ismini
veren; melanozom adi verilen sitoplazmik graniillerde bulunan melanin pigmentidir.
Melanin pigmenti yasla birlikte lizozomlarla birleserek yikilabilir. Bu nedenle yash

insanlarda fundus tipik olarak daha az pigmente olarak goriilir (35). Melanin
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pigmentinin gozdeki rolii tartismalidir. Melanin pigmenti dagilan 15181 absorbe eder
ve goz i¢inde minimal olarak dagilmasini saglar ve bunun birtakim teorik optik
faydalar1 vardir. Melanin pigmenti ayrica serbest radikalleri stabilize eder ve
toksinleri baglar. Diger major RPE pigmenti lipofuksindir. Lipofuksin RPE i¢inde
yaslandikca yavas yavas birikir. Lipofuksinin, RPE tarafindan sindirilen, 151k veya
oksidasyon nedeniyle hasarlanmigs dis segmente ait membran lipidlerinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (36). Yaslanmayla birlikte gelisen madde birikimi
sirdikce ~RPE tabakasinin  epiteli  yikilabilir, RPE atrofisi, koroidal
neovaskiilarizasyon olusabilir (35).

Retina Pigment Epiteli hiicreleri arasinda, retinanin farkli bolgelerinde sekil
ve boyut farkliliklar1 gériilmektedir. Makiila bolgesindeki hiicreler daha kiigiik ¢apta
iken (10 -14 mikron), periferde hiicreler diiz ve daha genis c¢aptadir. (60 mikron)
(36). Pigment epiteli bol miktarda mitokondri, Graniilli Endoplazmik Retikulum
(GER), diiz Endoplazmik Retikulum (SER), Golgi ve bazal katlantilar igerir. En
belirgin 6zellikleri; sentezleyip apikal plazmada depoladiklart melanin graniillerinin
bollugudur. Fotoreseptdr hiicrelerinin yogunlugu retinanin farkli bolgelerinde
degisiklik gostermekle birlikte, ortalama her bir RPE hiicresine karsilik 45 adet
fotoreseptor hiicresi bulunur (37). Pigment epiteli, fotoreseptorlerin fonksiyonunu
idame ettirmesindeki yasamsal dokudur. Fotoreseptor hiicrelerin dis segmentlerini
olusturan diskler, tabanda stirekli yenilenir, dista pigment epiteline dogru kayarak
ilerler ve ugta diiserek pigment epiteli tarafindan fagosite edilir. Fotoreseptor hiicre
artiklari, retina pigmentinden koryokapiller aga gecerek kan dolasimi yoluyla atilir.
Herhangi bir nedenle koroide gecemeyen ve pigment epitelinde biriken artik
maddeler lipofuksin pigmentleri seklinde goriilebilir (38).

Yapilan ¢aligmalarda fotoreseptdr hiicrelerin 6zellikle rodlarin beslenmesinde
RPE’nin 6nemi vurgulanmaktadir. Pigment epiteli, koryokapiller agdaki oksijeni
fotoreseptorlere aktarir, gorme pigmentini depolar ve fotoreseptorlerin tekrar
yapilanmalarini saglar. Ayrica RPE fotoreseptor hiicrelerinden retinal geri doniisiim
gosterir ki bu gorsel donglinlin devamu icin gereklidir. Isik stimiilasyonu fotoreseptor
icindeki tiim-trans-retinal’in 11-cis-retinal’e doniismesine neden olur ve bu hafif bir
elektrik sinyaline doniistiiriilmesi i¢in gereklidir. Isikla uyarilmasi 11-cis-retinale

neden olan fotoreseptdrdeki tlim-trans-retinalin doniistiiriilmesi ve bir elektrik
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sinyaline doniistiirebilecek 151k i¢in gereklidir. RPE; FGF, TGF-p, IGFR, CNTF,
PDGF ve PEDF gibi biiyiime faktorlerinin ¢ok sayida salgilanmasi komsu dokularin
yapt ve hiicresel farklilasmanin korunmasini saglar ve RPE fonksiyonlari,
fotoreseptorler icin fiziksel bir destek saglar. Son olarak, metabolik olarak oldukca
aktif fotoreseptor sagar ve 1sik etkisi altinda dis segment zarlarini yeniler. Dis
segmentleri oksitlenmis ve hasarli fotoreseptorler ile dolu bu membranlar, bozulmus
veya RPE tarafindan geri kazanilmis olarak fagosite edilir (39).

Pigment epitelindeki melanin, 15181n koroide ve g6z disina ge¢mesini
engellemesi yaninda, fotoreseptdrlerde gerceklesen fotokimyasal reaksiyonlar sonucu
aci8a ¢ikan 1s1y1 emerek termostat gorevi de yapar. Pigment epiteli, retina alt1 olusan
stvilart emmesi, fotokimyasal reaksiyonlar ve metabolik aktiviteleri nedeniyle
norosensoriyel retinaya yapisik kalir (40). Bu yapisiklikta pigment epitelinin i¢
yiizindeki mikrovillozitelerin, fotoreseptdrlerin dig segmentlerini sarmasinin da rolii
vardir (25). RPE’nin gorevleri kisaca Ozetlenecek olursa; yayilan 15181n
absorpsiyonu, subretinal boslukta sivi ve besin kontrolii (dis kan-retina bariyerinin
olusturulmasi), gérme pigmentlerinin rejenerasyonu ve sentezi, biiytiime faktorleri ve
diger metabolitlerin sentezi, retinal adhezyonun siirdiiriillmesi, fagositoz ve
fotoreseptor artiklarinin sindirilmesi, elektriksel homeostaz, hasar veya cerrahi

sonrast rejenerasyon ve onarim seklinde siralanabilir (41).

Light Absorption Epithel Transport Glia Visual Cycle Phagocytosis Secretion

11 - cis retinal
i~

Fenestrated Capillary Bed

Glucose
vitaminA C17 o VEGF

Sekil 8. Retina pigment epitelinin fizyolojik gorevlerinin sematik olarak gosterilmesi
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1.1.2. Retinanin Kanlanmasi

Retinal kan dolasimi iki ayr1 kaynaktan gelir: retinal ve iiveal (koroidal).
Retinal damarlar, retinanin i¢ niikleer katmanini i¢ kismina kadar beslerken, koroidal
dolasim, retinanin yaklasik %80’ini olusturan, 130 mikron kalinligindaki dis katman-

lar1 besler (42).

1.1.2.1. Retinal Arteriyel Dolasim

Retinanin ana arteriyel beslenmesini santral retinal arter (SRA) saglar. Bazi
gozlerde, siliyoretinal arter, genellikle makiilanin bir kismini besleyerek, dolagima

destek saglar (42).

1.1.2.1.1. Santral Retinal Arter

Santral retinal arter oftalmik arterin (OA) genellikle ilk dalidir; bagimsiz bir
dal olabildigi gibi posterior siliyer arterlerden biriyle ortak bir dal da olusturabilir.
Oftalmik arter, internal karotid arterin bir dalidir ve verdigi siliyer arterler ile
koroidal dolasimin olugmasini saglar (43). Santral retinal arter OA’den ayrildiktan
sonra optik sinirin (OS) altinda seyreder ve globa yaklasik 10-15 mm uzaklikta, dura
ve araknoidi penetre ederek glob icine kadar OS’in merkezinde, santral retinal ven
(SRV) ile beraber ilerler (44). Bu esnada, ¢ogunlukla OS’in pliyal damarlariyla
anastomoz yapan, ¢cok sayida dal verir. Optik sinir basinda, SRA genellikle alt ve iist
dala ayrilir, daha sonra her biri bir retinal kadrani besleyen dallarin1 verir (Sekil 9).

Optik disk i¢inde SRA’in liimeni yaklasik 200 mikron ¢apindadir (45, 46).
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Sekil 9. Santral retinal arterin optik sinir i¢indeki seyri (42)

1.1.2.1.2. Siliyoretinal Arter

Siliyoretinal arter genellikle posterior siliyer arterin direkt dalidir, bazen
peripapiller koroidden de ¢ikabilir. Retinaya genellikle optik diskin temporalinden
girer. Oftalmoskopik verilere dayanildiginda, farkli yazarlar siliyoretinal arter
varhigin1 %6 ile %25 arasinda bildirmislerdir (47). Fundus floresein anjiyografide
(FFA) siliyoretinal arterin, retinal arteriyel dolasim baslamadan once, koroidal dolum
ile es zamanli doldugu goriilebilir. Bir FFA calismasinda, siliyoretinal arterin bir
gozde birden fazla sayida goriilme oram1 %32, her iki gézde de bulunma orani ise

%15 olarak bildirilmistir (48).

Siliyoretinal arterin boyut, sayr ve dagiliminda bir¢ok varyasyon vardir.
Makiilanin kiigiik bir kismini besleyebildigi gibi, makiila disindaki retinanin genis bir

alanini da besleyebilir.

1.1.2.1.3. Retinal Arteriyoller

Viicuttaki diger arterlerden farkli olarak, retinal arterlerde internal elastik
lamina ve devamli diiz kas katmani1 bulunmaz. Bu yiizden retinal arterler anatomik
olarak arteriyol olarak smiflandirilir ve adlandirilir. Intraluminal ¢apin, en genis
oldugu optik disk ¢ikisinda dahi, yaklasik 100 mikron olmasi da bu siniflandirmay1

destekleyen bir Ozelliktir. Santral retinal arter, retinal kadran dallarimi verdikten
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sonra, periferik retinada iiciincii ve dordiincii biflirkasyonlardan sonra prekapiller
(terminal) arteriyoller olarak sonlanir. Retinal arteriyol bifiirkasyonlar1 dikotomik

veya dik a¢1 seklinde dal verir.

Retinada inter-arteriyel veya arteriyovendz anastomozlar bulunmaz. Bu
Ozellik retinal arteriyel sistemi bir son-arteriyel sistem (end-arterial system) yapar.
Retinal vaskiiler diizende varyasyon var oldugundan her goziin vaskiiler diizeni
farklidir. Bu farkli damar yapisinin kisinin tanmmmasinda, tipki parmak izi gibi

kullanilabilecegi soylenmektedir (44).

1.1.2.1.4. Retinal Kapiller Yatak

Her terminal arteriyol yaklasik 10-20 adet kapiller pleksus ile sonlanir. Bu
kapillerlerin ¢apt 15-20 mikron civarindadir ve ¢ogunlukla géz dibi muayenesinde
goriilmezler. Kapillerler besleyici arteriyol ile veniillerin arasinda yer alir. Retinal
arteriyal ve venoz sistemler bu kapiller yatak yoluyla baglanti saglar. Retina i¢inde

kapiller pleksuslar ana olarak iki katmanda yerlesir:
1. Sinir lifi ve gangliyon hiicre katmani,

2. I¢ niikleer tabaka katmani.
Kapiller pleksus katmanlarinin sayisi retinanin tamaminda ayni degildir; optik
disk etrafinda {li¢-dort, makiila etrafinda ii¢, periferik retinada ise tek kat olarak

bulunabilir (44, 49).

Peripapiller kapiller yatak diger kapiller tabakalardan daha yiizeyeldir, radyal
olarak organize olmus uzun ve diiz kapillerlerden meydana gelmistir ve bu kapillerler
arasinda anastomoz nadir olarak goriiliir. Peripapiller retinal arteriyollerden
beslenirler ve optik diskin retinal veniil veya venlerine drene olurlar. Sinir lifi
tabakasinda iskemiye sekonder gelisen atilmis pamuk manzaras1 siklikla radyal
peripapiller kapiller yatak bolgesinde gelistiginden, patogenezde bu pleksusun rolii
oldugu diisiiniiliir. Kronik optik disk ©6deminde bu damarlar dilate olur,
mikroanevrizmalar ve hemoraji gelisimine sebep olur (44). Retinal kapiller duvarin
en i¢ kisminda, ardisik olarak siki baglarla (zoniila okludens) birbirine baglanarak i¢
kan retina bariyerini olusturan endotel hiicreleri bulunur. Endotel hiicreleri vazoaktif

molekiillerin salgilanmasi ile retinal kan akiminin otoregiilasyonunda aktif gorev
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alirlar. Endotel hiicrelerinin ve perisitlerin bazal membranlar ortaktir. Perisitler bazal

membran i¢inde daginik olarak yerlesmislerdir (46, 50, 51) (Sekil 10).

EH

Alyuvar

Perisit

Sekil 10. Retinal damar yapisinin sematik resmi

Endotel hiicreleri ve perisitlerin bazal membrani ortaktir (sekilde katlanmig

olarak resmedilmistir) ve perisitler bazal membran i¢inde daginik olarak yerlesirler.

Retinal damarlardaki perisit orani, beyin damarlar1 da déahil olmak iizere,
viicudun diger damarlarindan ¢ok daha fazladir: her endotel hiicresine bir perisit
diiser. Diyabetik retinopatide perisitlerin sayica azalmasmin mikroanevrizma
olusumuyla baglantili oldugu ve retinopati patogenezinde dnemli bir basamak teskil
ettigi dlslintlir. Perisitlerde, vazoaktif maddeler i¢in reseptorler bulunmasi ve
kontraktil proteinlerin eksprese olmasi (kontraktil ozellikleri olmasi) nedeniyle

otoregiilasyonda rol oynadiklar1 tahmin edilmektedir (44, 50).

1.1.2.2. Retinal Veno6z Drenaj

Retinal terminal arteriyollerden gelen kan, retinal kapiller yatagi
doldurduktan sonra post-kapiller retinal veniiller tarafindan drene edilir. Retinal
veniiller, sirastyla retinal ven dallarina ve son olarak Santral Retinal Ven (SRV)’e
bosalir (Sekil 11). Santral retinal venin ¢ap1 yaklasik 300 mikrondur. Retinal venlerin

ve retinal arteriyollerin ¢aplar1 arasinda, venler lehine, siklikla 3/2 orani vardir.

Merkezi retinada retinal ven ve arteriyol dallar1 yakin komsulukta

seyrederken, perifer retinada bu durum s6z konusu degildir. Caprazlama yerlerinde,
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arteriyol ve venler yakin temas halindedir; bazal membran belli noktalarda ortaktir ve

damarlar1 ¢evreleyen ortak fibroz bir kilif mevcuttur (44, 50).

Yashlik ve hipertansiyon gibi sebeplerle arteriyollerde skleroz gelismesiyle
birlikte, ¢aprazlama noktalarinda vendz liimende distorsiyon ve akim diizensizlikleri
olusabilir. Bu diizensizlikler ven trombozu ve okliizyonuyla sonuglanabilir.

Yapilan bir caligmada, arter-ven caprazlama noktalarinda arterin %68

oraninda venin lizerinden (daha yiizeyel) gectigi bildirilmistir.

Optik sinir iginde SRV, SRA’in temporalinde ilerler. Bu bolgede damarlar
ortak bir fibroz kilif i¢indedir. Santral retinal ven globun yaklagik 10mm
posteriorunda, optik sinirin alt yarisindan optik sinir dura ve araknoidini penetre

ederek disar1 ¢ikar. Santral retinal ven siiperior oftalmik vene ya da direkt olarak

kavernoz sintise drene olur.

Sekil 11. a: Fundus fotografi. Retinal venlerin iist ve alt govdeleri olusturarak (oklar)
optik diske girisi b: Sematik ¢izim. Ust ve alt gdvdelerin optik sinir i¢inde birleserek
santral retinal veni olusturmasi

1.1.2.3. Retinal Avaskiiler Alanlar

Retinanin belirli bolgelerinde fizyolojik damarsiz alanlar mevcuttur:

1. Foveal avaskiiler zon (FAZ)

2. Retinal arteriyollerin etrafi
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3. Ora serratanin etrafindaki yaklasik 1.5 mm’lik retinal alan.
Ekstrem periferdeki retina ve FAZ’un beslenmesi koroidal dolagimla
saglanirken, retinal arteriyollerin etrafindaki avaskiiler alan, arteriyollerden sizan ok-

sijen ile beslenir.

1.1.3. Kan — Retina Bariyeri

Kan-retina bariyeri, retina kan damarlari ve RPE tarafindan olusturulur.
Bariyer fonksiyonu; endotel hiicreleri arasindaki siki baglantilarca olusturulur ve
hiicre zarindan biiyiik molekiil (serum proteinleri gibi) ve partikiillerin gegisini dnler.
Retinal dokuyu sistemik dolagimdan ayiran iki bariyer vardir:

1) Dis bariyer: RPE hiicreleri arasindaki siki baglanti komplekslerinden
meydana gelir (koroidal kapillerler fenestralidir).

2) I¢ bariyer: Retinal kapillerlerde bulunan endotelyal hiicreler arasindaki sik1
baglantilarca olusturulur.

Ic kan retina bariyeri birbirine siki baglantilarla bagl tek sirali endotel
hiicreleri, bu hiicrelere bitisik astrosit, Miiller hiicreleri, perisitler ve diferansiye
olmus noéronlardan olusur. Miiller hiicreleri ve astrositler veya diger adiyla glial
hiicreler, siki baglantilar1 ve tight-junction proteinlerinin sentezini indiiklemeleriyle
diisiik s1v1 gegirgenligine sahip bir alan olustururlar ve bu sekilde bariyer gorevinde
yer alirlar. Glial hiicreler, vaskiiler endotel tarafindan saglanan, bariyeri gii¢lendiren
(0rnegin glial hiicre kokenli norotrofik faktdr ve neurturin) veya zayiflatan
“Transforming growth factor seta (TGF-s), Tumor nekrotizan factor (TNF)” gibi
faktorleri salgilayabilir (51, 52).

Endotelyal hiicrelerin bariyer fonksiyonlarmi kontrol eden en oOnemli
molekiillerden biri, vaskiiler permeabilite faktorii olarak da adlandirilan vaskiiler
endotelyal growth faktor (VEGF) dur. VEGF, RPE hiicreleri tarafindan iiretilir,
koroidal vaskiiler endotelin yiiksek gecirgen ve pencereli karakterini desteklemek

icin RPE hiicrelerinin bazal (koroidal) tarafindan salgilanir.

1.1.4. Gormenin Fotokimyasi

Isigin  gérmeye donligmesi, retinadaki fotoreseptdr hiicrelerinin  dig
segmentlerindeki fotokimyasal reaksiyonlarin fotoelektriksel akima doniiserek

bipolar ve gangliyon hiicrelerinden ge¢cmesi ve optik sinir yoluyla oksipital kortekse
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ulagsmastyla gergeklesir. Rodlardaki kimyasal madde rodopsindir. Konlardaki ise,
kon pigmentleridir ve bilesimleri rodopsinden ¢ok az farklidir. Genel olarak iodopsin

olarak adlandirilirlar (52).

1.1.4.1. Rodopsin

Rodlarin i¢ segmentinde sentezlenen rodopsin 38 kilo dalton agirliginda olup,
vezikiiller icerisinde oligosakkaritler ve yag asitleri ile modifikasyona ugrar. Silyum
bagli tasima ile dis segmentteki disklere yerlesir (Sekil 6). Rodopsin yedi
transmembran gecisli G reseptor protein ailesinin bir {iyesi olup 348 aminoasit igerir.
Rodopsinin amino terminal ucu dis segmentte intradiskal ya da liimenal bolgede
iken; karboksi terminal kisim sitoplazmik bdolgededir. 11-cis retinal opsinin lizin

birimi ile schift baz baglanimi ile baglanarak rodopsini olusturur (sekil 12) (52).

11-cis-retinylidene

R xS
A 'V.% P ég\ Lys29e
C S’

SUSSNSR S

Vi

Sekil 12. Sigir rodopsininin kristal yapisi

Rodopsin rod hiicrelerinde yaklasik %40 konsantrasyonda bulunur. Bu madde
skotopsin  (opsin formu) proteini ile karotenoid pigment retinalin bir
kombinasyonudur. 11- cis retinal adin1 alan retinal rodopsin sentezlemek iizere

skotopsin ile birlesebilen yegane retinal formudur (53).
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Sekil 13. Rod dis segmenti ve rodopsin molekiiliiniin yerlesimi

1.1.4.2. Rodopsin Parcalanmasi

Isik enerjisi, rodopsin tarafindan soguruldugunda, saniyenin trilyonda biri
kadar bir siire i¢inde parcalanmaya baslar. Bunun nedeni rodopsinin retinal
boliimiindeki elektronlarin 1s1kla aktive olmalaridir. Boylece ‘cis form” kararli ‘trans
forma’ dontigiir. ‘Cis’ ile ‘trans form’ ayn1 kimyasal yapiya sahiptir fakat uzaydaki
yerlesimleri farklidir. “Trans form’ agil1 bir molekiilden ziyade diiz bir molekiildiir.
Ug boyutlu yonelimi artik skotopsin proteini {izerindeki reaktif bdlgelere uymadig
icin skotopsinden uzaga g¢ekilmeye baglar. O an olusan iirlin hep trans retinal ve
skotopsinin kismen parcalanmig bir {iriini olan batorodopsindir. Batorodopsin son
derece kararsiz bir bilesiktir ve nanosaniyeler igerisinde lumirodopsine donusur. Bu
daha sonra mikrosaniyeler igerisinde metarodopsin I’e, sonra yaklasik bir milisaniye
icinde metarodopsin II’ye ve sonugta ¢ok daha yavas bir bicimde tamamen
parcalanmus {iriinler olan skotopsin ve hep trans retinale doniisiir (54).

Isik enerjisini kimyasal enerjiye, kimyasal enerjiyi gorme isleminde
kullanilmak tizere elektrik enerjisine ¢eviren bu kaskadin ana sorumlusu rodopsinin

aktive formu olan metarodopsin II dir.
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Sekil 14. Retinoid transformasyonu ve klasik intraretinal gérme siklusu

1.1.4.3. Rodopsin Yeniden Sentezi

Vitamin A tiirevlerinin hayati 6nemi vardir. Retinal (retinaldehit) ve
retinoller, vitamin A tiirevleridir. Hep trans retinal’in 11 cis retinal’e dontisiimii iki
sekilde olabilir;

1- Direkt retinal izomeraz enziminin katalizledigi reaksiyon ile hep trans
retinal 11 cis retinal’e doniisiir. Enerji gerektiren bir basamaktir.

2- Once hep trans retinal, hep trans retinol’e daha sonra izomeraz enzimi ile
11 cis retinol’e doniisiir. Ardindan 11 cis retinol, 11 cis retinale doniisiir. 11 cis
retinal bir kez olusunca rodopsini yeniden olusturmak iizere birlesir.

A vitamini hem rod hiicrelerinin sitoplazmalarinda hem de retina pigment
epiteli tabakasinda bulunur. Boylece A vitamini gereksinimi duyuldugunda, yeni
retinal’in yapilmasini saglayacak sekilde depolanir. Ote yandan, retinal bu hiicrelerde
fazla bulundugunda, fazla miktar1 A vitaminine geri donistiiriiliir. Bu karsilikl
doniistim farkli 151k siddetlerine retinanin uzun sureli adaptasyonunda oOzellikle

onemlidir.
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Sekil 15. Gorme siklus yolagi (53)

1.1.4.4. Fototransdiiksiyon Kaskadi

Isik, rod hiicre disklerinde rodopsini aktifleyip metarodopsin II olustuktan
sonra transduksin proteinine baglanip aktive eder. Transduksin tipki rodopsin gibi G
proteini reseptOr ailesine ait bir proteindir ve kendisine bagli Guanozin difosfat’1
(GDP) Guanozin trifosfat (GTP) ile degistirebilir. Ayrica transduksin Guanozin
trifosfataz aktivitesine sahip oldugu i¢in kendine bagli GTP’yi GDP’ye yikarak
inaktive edebilir (19). Bu G proteini, 15181n reseptorii olan rodopsin ile ikinci mesajci
olan siklik Guanozin monofosfat (¢cGMP)’1n seviyesini regiile eden efektdr enzim
fosfodiesteraz arasinda arabulucu olarak gorev yapmaktadir (19). Metarodopsin II,
transduksine baglandiginda GDP, GTP ile yer degistirir ve disosiyasyon baslar.
Sonugta transduksin- oo GTP, transduksin By subunit ve rodopsin olusur. Aktif olan
transduksin-a. GTP, cGMP fosfodiesteraz1 aktive eder. cGMP fosfodiesteraz 3’5’
cGMP’yi 5> GMP’ye hidroliz eder. cGMP konsantrasyonu iki enzimle kontrol edilir.
CGMP quanil siklaz ile GTP’den sentezlenir. cGMP fosfodiesteraz ile 5° GMP’ye
yikilir. CGMP fosfodiesteraz disk membraninda periferik bir protein olarak
yerlesmistir. Karanlikta ¢ok hafif aktiftir. Bu ylizden cGMP miktan yiiksektir. Isikla
aktive edilince cGMP yikilir ve konsantrasyonu diiser (19). Bir rodopsinin
aktivasyonu her saniyede 105 molekiil cGMP hidrolizine yol agar (Sekil 16). Aktive
rodopsin disk membranina diffiize olur ve yiizlerce regiilator protein, transduksini
aktive eder. Her bir transduksin bir fosfodiesterazi uyarir. Bir fosfodiesteraz,

saniyede 103 cGMP’yi hidrolize edebilir (19).
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Sekil 16. Fototransdiiksiyon kaskad1 (19)

cGMP’de azalma cGMP-kapili kanallar1 kapatir. cGMP kanalin sitoplazmik
yiiziine baglanir. Kanalin aktivasyonu i¢in en az 3 molekiil birlikte baglanmalidir.
Bunlar bulunan ilk siklik niikleotid bagimli kanallardir ve retinal bipolar hiicrelerde
ve koku ile ilgili noronlarda da bulunur. Isik uyaraninin yoklugunda cGMP-kapili
kanallar i¢e akim ile fotoreseptoriin depolarizasyona meyletmesini saglar. Isiga bagh
kapanma bu akimi azaltir. Bu yiizden hiperpolarizasyon olusur (19). Karanlikta rod
dis segment plazma zari Nat+ iyonlarina ¢ok gecirgendir. Plazma zarinda Na+
konsantrasyonu gradienti mevcuttur. Bu gradient i¢ segmentin plazma zarinda
yerlesmis Na+, K+ ATPaz’ca saglanmaktadir. Boylece karanlikta Na+ iyonlar1 dis
segment icine kolaylikla akarlar. I¢ segmente diffiize olurlar ve ATPaz pompasiyla
disar1 atilirlar.

Isik, dis segmentin plazma zarinda Na kanallarin1 bloke eder. Neticede Na+
akis1 azalir ve zar i¢ kesimde daha negatif olur. Isiklanmis rod’un zar potansiyeli, K+
denge potansiyeline dogru kayar. Isiklandirilmig disklerin yakininda 1sikla bagslatilan

hiperpolarizasyon sinaptik gévdeye plazma zarinca pasif sekilde gegirilir (19).

1.1.4.5. Isik Yamitinin Sonlandirilmasi

Is181n fotoreseptorde olusturdugu yanit, iki sekilde sonlandirilabilir:
1- Transduksin GTP’az aktivitesine sahip oldugu i¢in kendine bagli GTP’yi
GDP’ye yikarak inaktive edebilir.
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2- Rodopsin bir kez aktive edilince 6zel proteinkinazlar rodopsin kinaz
tarafindan fosforilasyon icin hedef haline gelirler. Fosforile rodopsin arrestin adli
0zel regiilator protein ile etkileserek, hizli bir inaktivasyona neden olurlar. Sonucta
rodopsin, hep trans retinol’e doniisiir ve guanil siklaz, yeniden cGMP sentezleyerek

hiicreyi 1siktan 6nceki hale gecirir (57).

1.1.4.6. Konlar Tarafindan Renkli Gormenin Fotokimyasi

Konlardaki fotokimyasal olaylarin tamami rodlardakine benzer sekilde
olusur. Tek farklilik protein kismindaki opsinlerdedir. Konlardaki fotopsinler
rodlardaki skotopsinden farklidir. Tim gorme pigmentlerinin retinal bolimi
rodlardaki ile aynidir. Bu nedenle konlarin renge duyarli pigmentleri, retinal ve
fotopsinlerin birlesimleridir. Her bir kon hiicresinde renk pigmentlerinin ii¢ tipinden
biri bulunur; bdylece konlar secici olarak mavi, yesil ve kirmizi gibi renklere
duyarhidir. Bu renk pigmentleri sirasi ile maviye duyarli pigment, yesile duyarl
pigment ve kirmiziya duyarli pigmenttir. Ug tip kon hiicresindeki bu ii¢ tip pigmentin
sogurma Ozellikleri sirasi ile 437, 533 ve 570 nanometre 151k dalga boylaridir (Sekil
17) (57).
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Sekil 17. Kon hiicre tiplerinin dalga boylar1
1.1.5. Kalitsal Retina Dejenerasyonlarimin Simiflandirilmasi

1.1.5.1. Merkezi Retina (Makula) Dejenerasyonlari

Retinal dejenerasyonlar arasinda kon-rod dejenerasyonu (CRD), kon
dejenerasyonu (CD), makuler dejenerasyon (MD), vyasa baghh —makuler

dejenerasyonlar, Stargardt hastaligi, Best vitelliform makuler distrofi, pattern
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distrofi, Sorby fundus distrofisi, dominant drusen, merkezi areolar koroidal distrofi

(CACD) sayilabilir.

1.1.5.2. Periferik Retina Dejenerasyonlari, Retinitis pigmentosa (RP)

Intranéral retina dejenerasyonunun eslik ettigi ailevi retina dejenerasyonu ilk

olarak Donders tarafindan 1855 yilinda tanimlanmaistir (58).

1.1.5.2.1. Epidemiyoloji ve Patogenez

Retinitis pigmentosa (RP) eriskinlerde en sik goriilen kalitsal korlik
nedenidir (59). Otozomal dominant resessif, X’e bagl resessif, mitokondrial kalitim
sekilleri mevcuttur. Hastaligin diinyadaki prevalanst 1/5000 olarak bildirilmektedir.
Molekiiler arastirmalarin gelismesi ile, RP’nin en az 124 degisik gendeki molekiiler
defektlerden kaynaklandigi, yani heterojen bir genotipi oldugu anlagilmistir. Ayni
mutasyonu gosteren hastalarda ise, fenotip olarak hastalik farkli bulgular gosterebilir.
Hastaligin %20-25’1 otozomal dominant, %15-20si otozomal resessif, %5-10"u ise
X’e baglt gegis paterni gosterirken, %40-50’sinde ailede hicbir hastalik yoktur (60,
61).

1.1.5.2.2. Klinik Ozellikler

Hastalar dogduklarinda herhangi bir klinik belirti gostermezler. Bununla
birlikte hayatlarinin ¢esitli dekatlarinda semptomlar belirmeye baslar ve zamanla tam
korliikle sonuglanir. RP semptomlarina gore evrelenecek olursa:

1- Erken evre: En erken ve baslica bulgu gece korliigiidiir. Hastalarin
bazilarinda yasamin ilk yilinda baslayip ikinci dekada kadar dylece kalabilir. Orta
siddette gece korliigii genellikle geng yetiskin donemde mevcuttur ve diger belirtiler
de eslik edebilir.

Karanliga uyum azalmistir. Karanlik merdiven bosluklar1 problem yaratir.
Hastalar yasamlarini normal olarak devam ettirirler. Iyi aydinlatilmis caddelerde
araba kullanabilirler. Esas problem sisli havalarda ve tozlu yollarda ¢ikar. Bu evrede
tani, aile hikayesi yoksa olduk¢a zordur. Kemik spikiilleri; retina pigment epitelinde
degisiklige ugrayan hiicrelerin meydana getirdigi pigmentlerdir. Gérme keskinligi

1yi, fundus muayenesi normaldir. Kemik spikiilleri ya yoktur ya da nadirdir. Retinal
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arterioller hafif zayif ya da normaldir. Optik disk normaldir. Ayrica renkli gérmede
ayni durumdadir. Elektroretinogram (ERG) bulgulari siklikla normaldir.

2- Orta evre: Klinik cerceve tamamlanmistir. Gece korliigii nedeni ile
hastalar gece araba kullanamazlar ve karanlik yollarda yliriiyemezler. Periferal
gorme bozulmustur. Hastalarda siklikla yesil ve mavi renk diskromatopsi goriiliir. Ek
olarak hastalarda 13182 hassasiyet baslamistir. Ozellikle makuler dédem ve orta
dereceli foveomakuler atrofi gibi makuler tutulum eslik ediyorsa, gorme
keskinliginde azalma s6z konusudur. Subkortikal katarakt goriilebilir. Fundus
gbzlemlendiginde, orta ve uzak periferik retinada RPE ve rod fotoreseptdr hiicre
atrofisi ve incelme mevcuttur. Retina damarlar1 incelmis ve optik disk orta derecede
soluktur.

3- Geg evre: Periferal gorme tamamen kaybolmustur. Merkezi gérme kon
hiicreleri korundugu i¢in tiinel gorilintiisii seklinde gorme mevcuttur. Hastalarin
bir¢ogunda rodlardan sonra kon hiicreleri de atrofiye ugradigindan zaman igerisinde
tam korlik gelismektedir. Fundusta makuler bdlgede genis ve yaygin pigment
depositleri, optik diskte gliotik mumsu solukluk mevcuttur. Retina damarlar1 atrofik

ve incedir.
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C d.

Sekil 18. a) Tipik RP: Retina midperiferinde kemik korptiskiilii hiperpigmentasyonu
b) Tipik RP: Pigment epitel degisiklikleri ¢c) RP: Pigment epitelde graniilarite ve

degisiklikler d) RP’de 6kiizg6zii makulopatisi, incelmis damarlar

1.1.5.2.3. RP’de Siiflandirma

Retinitis pigmentosa’da ii¢ temel kalitim sekli tanimlanmistir. Hastalarin %
20- 25’inden otozomal dominant (ODRP), %15- 20’sinden otozomal resesif (ORRP)
ve %15-10’undan X’e bagl gecis (XBRP) sorumlu iken; aile hikayesinin olmadigi
‘simplex’ ya da izole grup hastalarin %40- 50’sini olusturmaktadir. Hastaligin seyri
hastadan hastaya hatta ayni ailenin degisik bireyleri arasinda dahi farkliliklar
gosterse de hastaliginin seyrinin X’e bagli formda en hizli, dominant formda en
yavas ve resesif tipte orta siddette oldugu kabul edilmektedir. Genel kam1 X’e bagh
RP’li hastalarin 30- 40’11 yaslarda, ORRP ve izole vakalarin 45- 60 yaslarinda ve
ODRP’li hastalarin ise 60 yaslarinda gormelerini tamamen kaybedecekleri

yoniindedir. Bununla beraber bu durum her zaman boyle gerceklesmeyebilir (62).
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1.1.5.2.3.1. Otozomal Dominant Retinitis Pigmentosa (ODRP)

Otozomal dominant RP nedeni olarak belirlenen ilk mutasyon rodopsin
genine aittir. 1989’da 3q lokusundaki ADRP lokusu arasinda siki baglanti
saptamislardir (63). Rodopsin pigmenti geni de bu bolgede oldugu i¢in, “aday gen
yaklasimi” ile 3q24 lokusundaki rodopsin geni sorumlu gen olarak belirlenmistir.
Dryja ve ark. 1990 yilinda mutasyonu tanimlamislardir (64). Rodopsin geninde
kodon 23’te C>A degisimi ile, rodopsin proteinindeki 23. aminoasit olan prolin
yerine histidin gelir. Giinlimiizde rodopsin geninde 60’tan fazla farkli mutasyon
saptanmistir (65). Bir calismada mutant rodopsinin dis fotoreseptér segmentlerine
anormal transportu sonucu i¢ ve dig segment birlesimindeki vezikiiller iginde
rodopsin birikimi nedeniyle hiicre rejenerasyonunun engellendigi gosterilmistir (66).
Ayrica, kromozom 6p lokusundaki periferin mutasyonlart da sorumlu olarak

tanimlanmuastir (67).
1.1.5.2.3.2. Otozomal Resesif Retinitis Pigmentosa (ORRP)

Otozomal resesif RP’de, rodopsin genindeki null mutasyon sonucu destriiktif
olmayan defektif rodopsin kodlanir veya diizenleyici mekanizmalarla normal
ekspresyon engellenir (68). Heterozigot bireyler klinikte normaldir. Ayrica [-

fosfodiesteraz gen mutasyonlari1 da sorumlu olarak tanimlanmistir (66).
1.1.5.2.3.3. X’e Bagh Gegis Gosteren Retinitis Pigmentosa (XLRP)

X’e Bagli Gegis Gosteren Retinitis Pigmentosa olgulari, diger RP hastalar
arasinda retina dejenerasyonunun en erken belirti vereni ve klinik olarak agir olan
formudur. Ik RP calismalar1 hastaligin X kromozomu ile gecisinin acik sekilde
gozlendigi XL (X-bagli gecis) olarak tanimlanan aileler {izerine yogunlagsmistir. X
gecisli kalitim arastiricilara bu kromozom iizerinde ¢alisacaklarina dair agik bir ipucu
verir. X gecisli kalittmin goézlendigi soy agaglart incelendiginde kadinlarin da
hastaliktan etkilendigi, fakat etkilenmis erkek birey sayisinin daha fazla oldugu
gortlir.

Bu kaliim tipinde hasta olan erkekler hastaliklarin1 erkek c¢ocuklarina
gecirmezler. Tipik Retinitis pigmentosa belirtileri gosterseler de ek olarak belirgin

parafoveal atrofi eslik eder (69).
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X’e bagli RP i¢in tanimlanan mutasyonlardan iki tanesi dnem tasir. Xp11.3-
p11.22 lokusundaki RP2 genindeki R120X mutasyonu erken baglangicli gece
korliigli, miyopi, ciddi gérme alani daralmasi ve gérme keskinligi kayb1 (70); Xp21.1
lokusundaki RP3 bolgesindeki RPGR (retinitis pigmentoza GTPaz regulatdr) geni
mutasyonu ise ge¢ baslangich gece korliigli ve hafif miyopi fenotipi gosterir (65).

1.1.5.2.3.4. Digenik Retinitis Pigmentosa

Arastirmacilar iki farkli gende birlesik heterozigot mutasyon tasiyan RP
hastalar1 rapor etmislerdir. Bu genler periferin/RDS ve ROM1 genleridir (55). ROM1
proteini periferin/RDS geni ile homologdur ve ayni yapisal role sahip oldugu
diisiiniilmektedir. Periferin/RDS ile fonksiyonel bir dimer kompleksi yapar. Bu
hastalarin ebeveynleri ROMI1 ya da periferin/RDS genlerinden birinde mutasyon
tagtyp higbir patoloji gostermez. Sadece bir gendeki mutasyon hastalik yaratmaz
iken hem periferin geninde hem de ROM1 geninde mutasyon olmast hastaliga neden
olur. Ancak bu iki genin bazi mutant kopyalar1 da tek basina otozomal dominant
RP’ye neden olabilir. Digenik patolojik retina dejenerasyonlarin gozlenmesi farkl
allellerdeki mutasyonlarin kombinasyonu ile olustugundan tek gen bozukluklarindan

daha komplekstir (71).
1.1.5.2.3.5. Sendromik Retinitis Pigmentosa
1.1.5.2.3.5.1 Usher Sendromu

Usher sendromu isitme kayb1 ile beraber ortaya ¢ikan RP’dir. RP olgularinin
%10’unda isitme kayb1 olup, bunlarin ¢ogunlugu Usher sendromudur. Isitme kayb:
olan c¢ocuklarin %3-6’s1, isitme zorlugu olanlarin %3-6’s1 Usher sendromudur.
Yaklagik 100 000 dogumda 4 oraninda goriilmektedir. Otozomal resesif gecislidir.
Aile hikayesi olmayan bir kisinin, isitme ve goérme problemi yoksa sendromun
tastyicist oldugu bilinememektedir. Tip 1’de, dogumdan baslayarak her iki kulakta
derin bir isitme azlig1 mevcuttur. 10 yasindan dnce gece gorme problemleri ortaya
¢ikar. Dogumdan itibaren denge problemi vardir. Tip 2’de, dogumdan baglayarak
orta veya ileri derecede isitme kaybi, ge¢ cocuklukta ortaya c¢ikan gece gbrme
problemi vardir ve denge kayb1 yoktur. Tip 3’te ise dogumda isitme normal olup, gec
cocuklukta igitme problemi baslar. Gece gormesindeki sorunlar erken yetiskinlikte

fark edilir ve denge normal veya normale yakindir. Ileri hayatta denge problemi
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gelisebilir. Simdiye kadar bu sendroma sebep olabilen 11 genetik lokus ve 9 gen

tanimlanmustir (72, 73).

Sekil 19. Usher sendromunda yaygin RPE atrofisi

1.1.5.2.3.5.2. Karns-Sayre sendromu

Karns-Sayre sendromunda kronik ilerleyici eksternal oftalmopleji, goz
kapaginda ptozis, kalp blogu, pigmenter retinopati mevcuttur ve 20 yasindan once
baslar. Bu sendrom mitokondrial DNA’da delesyon sonucu ortaya ¢ikar. Diger
bulgular1 ise serebellar ataksi, SSS’de protein miktarinin artmasi (100 mg/dl’den
fazla), myopati, distoni, endokrin bozukluklar, bilateral sensorindral sagirlik,
demans, katarakt ve proksimal renal tiibiiler asidoz olarak sayilabilir. Kalp iletim
blogu hayati tehdit ettigi i¢in, bu hastalarda mutlaka EKG ve kardiyolojik inceleme
gereklidir.

1.1.5.2.3.5.3.Abetalipoproteinemi

(Bassen Konzweig sendromu, Akantositoz, Mikrozomal trigliserid
transfer protein eksikligi, Apo lipoprotein B eksikligi)

Diyetteki yag, kolesterol ve yagda emilen vitaminlerin (A, D, E, K) emilimini
etkileyen kalitimsal bir bozukluktur. Hastalarda yag emilimini saglayan beta
lipoproteinler yapilamaz. Belirti ve bulgular hayatin ilk birka¢ ayinda baslar.
Gelisme bozuklugu, diyare, alyuvarlarda akantositoz adi verilen yildiza benzer bir
sekil alma, steatore adi verilen yagli ve kotii kokulu ishal, ge¢ cocuklukta sinir

sisteminin tutulmasina bagl ataksi ve RP ortaya cikabilir. MTTP geninde ortaya
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¢ikan mutasyonlar sonucu goriilir ve simdiye kadar en az 33 mutasyon
tanimlanmistir. Bu gen, betalipoproteinlerin yapiminda rol alan mikrozomal
trigliserid transfer protein yapimi ile ilgilidir ve yoklugunda betalipoproteinlerin
yapimi bozulur. Otozomal resesif gecislidir. Tedavide, diyette uzun zincirli yag asidi
trigliseridleri diisiik olmali, varsa anemi tedavi edilmelidir. Yiiksek dozda A ve E
vitaminleri ile tedavinin, retina dejenerasyonunu engelledigi veya ilerlemesini

onledigi bildirilmistir (74).
1.1.5.2.3.5.4. Mukopolisakkaridozlar

Mukopolisakkaridozlarda, RP goriiniimiinde retina dejenerasyonu, kornea
bulaniklig1, glokom ortaya ¢ikabilir. Bu grup hastalik, lizozomal depo hastaliklar
olarak smiflandirilirlar. Bu hastalik gurubunda eksik veya bozuk enzim (bilinen 11
enzim mevcuttur), viicut hiicrelerinde ve dokularinda zararli miktarlarda kompleks
seker molekiillerinin (glikozaminglikanlar) birikmesine yol agar (75).

Mukopolisakkaridozlar II (Hunter sendromu) anneden ogula gecerken
digerleri otozomal resessiftir. Bir¢cok klinik Ozellikleri benzer ancak siddetleri
farklidir. Dogumda belirti ve bulgulara rastlanmaz ancak zaman gectikge ve
glikozaminglikanlar biriktikce ortaya c¢ikar. Kemik, iskelet sistemi, bag dokusu,
organlar, sinir sistemi, tipine gore zeka fonksiyonlar etkilenir. Gelisme ve davranis
problemleri, isitme problemleri, hidrosefali, kaba bir yliz yapisi ve sistemlerin
tutulum bulgular ile taninir. Cok sayida tipi vardir. MPS I’de 3 alt tip bulunur: MPS
1H (Hurler sendromu), MPS 1 S (Scheie sendromu), MPSI SH (Hurler-Scheie
sendromu). Hurler sendromu en agir1 olup, 10 yasina kadar yasam genelde sona erer.
Bunlarin icinde Scheie en hafifi olup 5-10 yaslarinda tani alir. G6z bulgular1 RP,
bulanik kornea, glokom olup gérmeyi ciddi etkiler. Yetiskinlige kadar yasayabilir.
Hurler-Scheie sendromu 3-8 yas arasinda tani alir. Geg¢ ¢ocukluk-erken yetiskinlige
kadar yasayabilirler. Goz bulgular1 olarak bulanik kornealar belirgindir. MPS 11
(Hunter sendromu) anneden ogula gecer. Iki alt tipi vardir. MPS II A’da diger
bulgularin yanisira RP goriiliir fakat kornea bulanikligi yoktur. 2-4 yas arasinda
taninir ve 15 yas civarina kadar yasam stirebilir. MPS II B’de tam1 20°1i yaslarda
konulur. Periferik gorme kaybi ortaya ¢ikar. 50°1i yaglara kadar yasayabilirler. MPS
[IT’te (Sanflippo sendromu) 2-6 yaslar arasinda taninir. Siddetli nérolojik ve diger

bulgular yaninda RP mevcuttur. Tan1 konulduktan sonraki 8-10 yil i¢inde yagam

31



sona erer. MPS IV (Morquio sendromu) te kornea bulanikligi vardir. 1-3 yaslarinda
taninir, 20-30 yasindan 6nce yasam son bulur. MPS VII (Sly sendromu) de, diger
bulgularin yanisira kornea bulanikligit ve RP mevcut olup, gen¢ eriskinlige kadar
yasayabilir. Mukopolisakkaridozlarda tan1 klinik muayene, enzim incelemeleri, idrar
testi ile konulur. Tasiyict veya hasta fetuslar, amniosentez ve koryonik villus
incelemesi ile tanmabilir. Tedavisi simdilik bulunmamaktadir. Kornea problemleri
icin keratoplasti uygulanabilir. Viriisle taginan gen tedavileri hayvan modellerinde

uygulanmstir (75).
1.1.5.2.3.5.5. Bardet-Biedl sendromu

Bardet-Biedl sendromunda polidaktili, govdede yaglanma ve obesite, ciddi ve
hayati tehdit eden bobrek fonksiyon bozuklugu, genitoiiriner malformasyonlar, kisa
boy, hipogonadism, zeka problemleri ve ilerleyici pigmenter retinopati mevcuttur.
Otozomal resessif gecer. Bazi ailelerde fenotipin goriilmesi i¢in en az 3 mutasyonun
gerektigi trialelik kalitim tespit edilmistir. Simdiye kadar 12 civarinda gen
bulunmustur. BBS1°’de p.M390R mutasyonu olan hastalarin (hastalarin %18-32’si)
ailelerindeki tasiyicilar1 tespit etmek icin tani testi ve prenatal tani testleri ve
ultrasonografi yapilmaktadir. Gorme kayb1 7-8 yaslarinda baslar ve 2. dekattan sonra

ilerleyerek orta yaslarda ciddi gérme kaybi gelisir (75).
1.1.5.2.3.5.6. Noronal Seroid Lipofusinoz

Noronal seroid lipofusinozlarda, ataksi, demans, epilepsi nobetleri, RP
mevcuttur. Erken baglayan olgularda ilerleyici gérme kaybr goriiliir. Klinik olarak
baslama yast ve norolojik semptomlarla gérme kaybi arasindaki iliski dikkate
alinarak smiflandirilirlar. infantil form 8-18 aylikken baslar. Optik atrofi, makula ve
periferde pigment degisiklikleri, diisiikk amplitiidlii veya hi¢ cevap alinmayan
elektroretinografi (ERG) ve gorsel uyarili potansiyel ile karakterlidir. Infantil sekiller
Leber’in konjenital amarozisi ile karisabilir (75).

Geg infantil form (Jansky-Bielschowsky hastalig1) 2-4 yaslarda, juvenil form
(Vogt-Spielmeyer Batten hastalig1) 4-8 yaslarda baslar. Bu tiplerde baslica makulada
okiiz gozli makulopatisi goriiniimii mevcut olup, Stargardt hastaligi gibi primer bir
retina distrofisi ile karisabilir. Yetiskin formu ise Kufs sendromudur. Bu tipte

genelde g6z bulgulan yoktur ancak i¢ retina ve retina pigment epitel tabakalarinin
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hasarlandigin1 gosteren elektrofizyolojik bulgular goézlemlenmistir. Jiivenil form

CLN3 geni ile yetiskin form CLN4 geni ile ilgilidir (75).
1.1.5.2.3.5.7. Refsum hastaligi

Refsum hastaligi otozomal resessif gecisli, RP ile beraber periferik polinevrit,
ilerleyici parezi, ataksi ve bagka serebellar bulgular, sinirsel sagirlik, anosmi, kuru
cilt (iktiyozis), iskelet anormallikleri gosteren metabolik bir hastaliktir. Fitanik asit
oksidaz enzimindeki bir eksiklik, fitanik asidin viicutta birikimine sebep olur.

Tedavide fitanik asit iceren gidalarin alinmamasi 6nerilir (75).
1.1.5.2.3.5.8. Esansiyel gyrate atrofi

Esansiyel gyrate atrofi, ornitin aminotransferaz eksikligine bagli ve primer
olarak gozii etkileyen sistemik, metabolik bir bozukluktur. Gece korliigli ve belirgin
fundus goriiniimii ile tan1 konulabilirse de bazen RP’yi taklit edebilir. Arjininsiz

diyet onerilir (75).

1.1.5.3. Retinitis Pigmentosa (RP)’da Fotoreseptor Hiicre Oliimiine Yol

Acan Mekanizmalar

Bircok fotoreseptdr hiicre ile iligkili gende meydana gelen mutasyonlar,
hiicrelerin fonksiyonunu ya da yapisal biitiinliiklerini bozarak hiicre 6liimiine yol
acar. RP’ye neden olan genetik bozukluk ve hiicreye olan etkisi bilinse de dncelikle
rodlarin daha sonrada konlarin nasil ve hangi mekanizma ile dldiikleri tam olarak
bilinmemektedir.

Norodejeneratif hastaliklardan Parkinson, Alzheimer hastaliginda ve Down
Sendromunda oldugu gibi Retinitis pigmentosa’daki ortak patolojik siire¢
apoptozistir.

Insanlarda oldugu gibi degisik hayvan RP modellerinde de fotoreseptdr hiicre
6liim yolunun apoptozis oldugu gosterilmistir. RP’deki asil gizemli olay ise, genlerde
olusan mutasyonlarin ne sekilde apoptozise yol actigidir. Bulmacanin bir diger
parcast ise, merkezi gérmeden sorumlu kon hiicrelerin, rod hiicrelerinin maruz
kaldig1 genetik defektten etkilenerek nicin apoptozise ugradigidir.

RP’de retinadaki damarlarda daralmanin nedeninin retinadaki yiiksek oksijen

diizeylerinin oldugu (76), retinal damarlarin oksijen seviyesi yiikseldiginde
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otoregiilasyon sonucu daraldigi sdylenilmistir (77). RP’li fare modeliyle yapilan
calismalarda, rod hiicrelerinin 6liimii sonrasinda retinal damarlarda daralmanin yani
sira, damarlarda regresyona neden oldugu bdylece retinadaki vaskiiler yogunlugun
azaldigi  gosterilmistir  (78). Membran stabilitesindeki  bozukluk, anormal
fototransduksiyon kaskad proteinleri, direkt hiicre ici Cat+/ Nat+ arasindaki
sitotoksik dengesizlikler veya asir1 artmig cGMP seviyeleri, apoptozisle fotoreseptor
hiicre oOliimiine neden olabilir. Baska olasiliklar icerisinde hiicrenin metabolik
aktivitesini durduran, membran biitiinliigiinii bozan basit nekrotik isleyis vardir ki
serbest radikaller, cesitli toksinler ve enflamatuvar ajanlar tarafindan gergeklestirilir.
RP’de ilave bir patolojik durumda daha Once bahsedildigi iizere retinal kan
damarlarinda zayiflama ve koryokapiller atrofiye neden olan retinal oksijenizasyon
bozuklugudur. Ancak bu durumun hastaliZin sebeplerinden biri mi, yoksa
sonuglarindan biri mi oldugu tam olarak bilinmemektedir. Bununla beraber zayif
oksijenizasyonun myokardial iskemi ve fel¢lerde apoptozisi etkiledigi bilinmektedir.
RP’de azalmis retinal oksijenizasyonun kisir bir dongii seklinde fotoreseptdr hiicre

6liimiine katkida bulunmasi ayn1 olasiliktir.

1.1.6. Apoptozis

Apoptoz mekanizmasi, uyarana ve hiicre tipine gore farkliliklar
gostermektedir. Hiicre i¢i uyaranlardan biiyiime faktorleri, onkogenler ve timor
hiicrelerini baskilayan genlerin (supresor) apoptozu etkiledigi bilinmektedir. Bu
uyaranlarin bazilari, biiylime faktorlerinin geri ¢ekilmesi, sitokinler, hiicre ici
kalsiyum miktarindaki artis, TNF, TGF-s, Fas(CD95)/FasL(Fas Ligand) sisteminin
aktive olmasi, DNA hasar1 nedeniyle bir tiimoér supresor gen olan p53'iin aktive
olmasi, viral-bakteriyal enfeksiyonlar, iskemi, glukokortikoidler ve reaktif oksijen
radikalleri (hem mitokondri, hem plazma membrani, hem de genom iizerinde
olusturabilecegi hasarlara bagli olarak) olarak sayilabilmektedir.

Apopitozda hiicreler tek tek etkilenir, hacimce kiigiiliir, komsu hiicrelerle
temasint kaybederler. Mikrovillus gibi 6zel ylizey farklilagsmalar1 ve diger hiicrelerle
olan baglanti1 yapilar1 bozulur. Hiicresel biiziilmenin nedeni, Na+, K+, Cl- tasiyici
sisteminin durmasi nedeniyle, hiicre i¢i ve dis1 arasindaki sivi hareketinin

olmamasidir. Elektron mikroskobunda gozlenen degisiklikler de, bu olay hizla
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gerceklesirken ayni anda hiicrede degisik yiizey cikintilart ve kivritilart olusur.
Bunlarin membranla c¢evrili olarak hiicreden ayrilmasiyla “apoptotik cisimler”
meydana gelir. Endoplazmik retikulum (ER) genisler, hiicre zar1 saglamdir ve biitiin
onemli yapisal degisiklik cekirdekte baslayarak izlenir. Cekirdek zarinin altinda
kromatin materyali yogunlasir ve kaba, biiylik kiimeler yapar. Buralarda niikleer
porlar secilemez. Cekirdek diizensizlesir ve ileri evrelerde niikleer parcalara boliiniir.

Cekirdekeik genisler ve graniilleri kaba kiimeler halinde dagilir.

1.1.6.1. Apoptozun Diizenlenmesi

Genel olarak apoptozun diizenlenmesinde kalsiyum, seramid, Bcl-2 ailesi gibi
molekiiller, p53, kaspazlar, sitokrom-c gibi proteinler ve mitokondriyonlar rol oynar.
Apoptotik silire¢ boyunca hiicre i¢ine siirekli kalsiyum girisi olur. Kalsiyum iyonlar;
endoniikleaz, proteaz ve transglutaminaz aktivasyonunda, gen regiilasyonunda ve

hiicre iskeleti organizasyonunda rol alir.

1.1.6.1.1. Bcl-2 Ailesi

Bir hiicrenin apoptoza egilimli olup olmamasi Bcl-2 ailesi genlerinin
heterodimer ya da homodimer formuna baglidir. Bcl-2 ailesi birbirine zit 2 gruptan
olusur;

e Proapoptotik iiyeler

¢ Antiapoptotik tiyeler

Hiicrede proapoptotik proteinler fazla ise hiicre apoptoza egilimlidir.
Antiapoptotik proteinler fazla ise hiicre apoptoza daha az egilimlidir (80).
Proapoptotik iiyeler Bad, Bax, Bid, BclXs, Bak, Bim, Puma ve Noxa’dir. Bu
proteinler sitozolde yer alirlar. Sitokrom-c ve AIF (Apoptoz indiikleyici faktor)
salimimin artirarak apoptozu indiiklerler. Antiapoptotik iiyeler ise Bcl-2, Bel-xL ve
Mcl-1’dir. Bu proteinler de mitokondriyon dis membraninda, endoplazmik
retikulumda ve c¢ekirdek zarinda yer alirlar. Por olusumunu saglayip iyon
transportunu diizenlerler. Ozellikle hiicredeki Ca++ oranmi kontrol ederler. Ayrica
kaspazlarin oncii formlariyla AIF ve sitokrom-c salinimini bloke ederek apoptozu

inhibe ederler (80-82).
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1.1.6.1.2. PS3

Hiicrede DNA hasart olustugunda hiicre siklusunu Gl fazinda durdurup
hiicreye DNA tamiri i¢in zaman veren bir transkripsiyon faktoriidiir. Hasar tamir
edilemeyecek durumda ise Bax, Apaf-1 ve Fas yapimini artirip Bel-2 ve Bel-xL’yi

baskilar ve apoptozu indiikler.

1.1.6.1.3. FAS (APO-1 veya CD9YS)

Yirmidort tiyeli TNF reseptor ailesinin en iyl tammmlanmuis tiyesidir. Bagisiklik
sisteminde hiicre 6liimiinii kontrol eden Fas hiicre reseptorii sitotoksik T hiicreleri ve
naturel killer hiicreleri iizerinde bulunur. 43 kDa molekiil agirligindaki Fas proteini
hiicre ylizeyinde kendi reseptOriine baglanir ve reseptor trimerizasyonunu saglar.
Aktive olmus reseptorler FADD reseptor molekiilii ile birlesir. Bu sekilde; Fas
reseptorliniin karboksil ucuna (C) yakin 80 aminoasitlik bolgenin uyarilmasiyla
prokaspazlar aktive olur ve apoptoz baslar. Fas ve TNF alfa disinda TRAIL ve
TRAIL reseptorleri de benzer yolla apoptozu uyarabilir (82, 83).

1.1.6.1.4. Kaspazlar

Kaspazlar, sistein proteazlardir ve aspartik asitten sonraki peptid bagim
kirarlar. Hiicrede inaktiftirler, ancak proteolitik olarak birbirlerini aktiflestirirler. 100
farkli hedef proteini keserek apoptoza neden olurlar. 3 tiptirler: I- Baslatic1 kaspazlar;
(Kaspaz 2,8,9,10), II- Efektor kaspazlar (Kaspaz 3,6,7), III- Inflamatuar kaspazlar
(Kaspaz 1,4,5,11,12,13,14). DNA tamiri ve replikasyonu icin gerekli enzimleri
inaktive  ederler. Hiicre iskeleti proteinlerini  keserek  hiicre  zarinin
tomurcuklanmasina neden olurlar (80-82).

Apoptoz aktive edildikten 1 saat ya da daha uzun bir siire sonra DNA’da tek
iplikte bir centikle baslayan c¢ok karakteristik ve geri doniigsiiz bir pargalanma

goriiliir.

1.1.6.2. Apoptoz Mekanizmasi

Apoptoz iki yolla gerceklesir;
I- Instrinsik (Mitokondriyal) yol
II- Ekstrinsik yol
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Apoptozu tetikleyen hiicre i¢i sinyaller; DNA hasari, hiicre i¢i Cat++ diizeyi
artis1, pH azalisi, metabolik ve/veya hiicre siklus bozukluklar1 ve hipoksidir. Hiicre
dis1 sinyaller ise biiylime ve iireme faktorlerinin yetersizligi, 6liim reseptorlerinin
aktivasyonu (FAS — FAS ligand aracilig1 ile apoptoz, TNF aracilig1 ile apoptoz),
sitotoksik T lenfosit ve dis etkenler (Iskemi, toksinler, UV, kemoterapétik ilaclar,
radyasyon)’dir. Her 2 sinyal yolunda da kaspazlar gorev almaktadir. Hiicre igi
sinyaller instrinsik apoptoz yolunu devreye sokarken, hiicre dis1 sinyaller ekstrinsik

yol ile apoptozu indiikler (84, 86).

1.1.6.2.1. instrinsik Yol

Hiicre i¢i sinyallerle apoptotik uyari alinmasindan sonra proapoptotik
proteinlerden Bid; bir antiapoptotik protein olan Bcl-2yi inaktive eder, Bax ve Bak’1
aktiflestirir. Aktiflesen Bax ve Bak mitokondriyon membraninda por olusumunu
indiikleyip zar potansiyelini  degistirir  (80). Boylelikle mitokondriyon
membranindaki porlardan sitokrom-c, Smac (Second mitochondria-derived Activator
of Caspase), Endo-G (Endonukleaz-G), Ca++ ve AIF (Apoptoz indiikleyici faktor)
saliimin uyarir. Sitokrom-C, oksidatif fosforilasyon i¢in elektron tagir. SMAC, IAF
(Inhibitdr apoptotik faktdr)’ii inhibe eder ve apoptozu hizlandirir. IAF nin ortamda
bulunmasi ise kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktivasyonunu engeller. AIF, cekirdege
transloke olur ve parcalara ayirir. ENDO-G de DNA’y1 pargalar. Mitokondriyal
porlardan salinan sitokrom-c, Apaf-1 (Apoptotik proteaz aktive eden faktdr) ve
ATP’nin katilmasiyla sitozolde Apoptozom denen bir kompleks olusturur (80, 81,
83).

Apoptozom kaspaz 9’u keserek aktiflestirir. Kaspaz-9 da prokaspaz-3’ii aktif
kaspaz-3 haline getirir. Aktif kaspaz-3 de ICAD (Inaktif kaspaz aktive edici DNaz) ‘1
inaktiflestirerek CAD (Kaspaz aktive edici DNaz)’t serbestlestirir. CAD ise
cekirdekte kromatin yogunlasmasina ve DNA’nin nukleozomal alt birimler halinde

fragmante olmasina neden olur (80, 86, 88).
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1.1.6.2.2. Ekstrinsik Yol

Hiicre ylizeyindeki 6liim reseptorlerine (Fas, TNFR, DRS5) 6liim sinyallerinin
(FasL, TNF-alfa, TRAIL) baglanmasiyla reseptorler trimerik yap: kazanir. Bu
sekilde trimerik yap1 kazanan reseptor; adaptor molekiilleri ve prokaspazla birleserek
DISC (Death inducing singnaling complex) adi verilen yapiyr olusturur. Bu
birlesmeden sonra inaktif durumdaki prokaspaz-8’in uzun ve kisa kollar1 kesilerek
aktif kaspaz-8’in olusmasi saglanir. Aktif kaspaz-8 dogrudan ve dolayli olmak iizere
2 yolla kaspaz-3’ii aktive eder. Ya direkt kapsaz-8 kaspaz-3’ii aktive eder ya da Bid’i
keserek dolayli olarak instrinsik mekanizmada kaspaz-9’u aktive ettikten sonra
kaspaz-3’ii aktive eder. Her 2 yolla da aktive olan kaspaz-3 yine CAD aktivasyonu
ile DNA fragmantasyonuna neden olur (80, 82, 83).

Ekstrinsik yollardan biriside sfingolipid yoludur. Sfingomyelin, hiicre zari
yap1 taslarindan biridir. Radyasyon, kemoterapi, 6liim reseptorleri ile aktive olan
sfingomyelinaz, sfingomyelini seramid’e doniistiiriir. Seramid ise 151 seramidaz ile
sfingozine doniisiir. Sfingozin de Bid yapimimi artirarak apoptozu tetikler (89).
Ayrica patojenle enfekte hiicreler ve tiimor hiicrelerinin ortadan kaldirilmasinda
etkili bir diger yol ise Granzim-Perforin sistemidir. Perforinler ve Granzim B birer
serin proteaz’dir. Sitotoksik T lenfositler ve Natural Killer hiicrelerinin sitoplazmik
salgi graniilleri icinde bulunurlar. Sitotoksik T lenfositler hedef hiicreye
baglandiginda perforinler salinir. Perforinler hedef hiicre iizerinde dairesel bir por

olustururlar. Bu perforin poru hiicre i¢ine Ca++ girigini artirir. Vezikiilden Granzim
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B’nin serbest kalmasini saglar. Granzim B de kaspaz aktivasyonunun ardindan DNA

fragmantasyonu sonucu apoptoza neden olur (89).

Ekstrinsik yolak

TNF [—FASL —
I:Tm: FAS Intrinsik yolak
mitokondri

\ —

NO _ _ 5 ink
ROS p38MAPK

L o =
v
ONOO-

~N
NO / %
._I— l /p531\é‘—_HDa'::rl

NF- B APOPTOZiS
aktivasyonu

Sekil 21. Ekstrinsik Yol

1.1.7. Oksidatif Stres ve Retinitis Pigmentosa

Fotoreseptor hiicreler basta olmak iizere tiim retina hiicreleri, oksijen tiikketim
seviyeleri oldukga yiiksek ve metabolik olarak aktif hiicrelerdir (90). Cesitli hayvan
modelleri ile yapilan caligmalarda Retinitis pigmentosa’nin apoptozla iliskisini,
oksidatif stres sonucunda gergeklestigi belirtilmistir (91). Yine ayni ¢aligmalarda
antioksidanlarin tedavideki yarar1 bildirilmistir. Glinlimiizde retinada hiicre 6liimii ile
ilgili oksidatif yollar tam olarak aydmlatilmamistir. Yinele bazi calismalarda,
oksidatif stres ya da hiicresel redoks degisimleri apoptozun yaygin mediatorii oldugu
bildirilmistir (92).

Retina bagta olmak iizere oksijen kullaniminin dogal sonucu olarak reaktif
oksijen metabolitleri (ROS) meydana gelmektedir. Basta mitokondriyal elektron
transportu olmak {izere, fagositik aktivasyon, g¢esitli sentez ve degradasyon
reaksiyonlarinda ROS olusmakta ve prooksidan/antioksidan dengenin prooksidanlar
lehine kaymasi sonucunda gelisen oksidatif stres, ¢esitli mekanizmalar ile
biyomolekiillere hasar vermektedir. ROS olusumundaki artma, antioksidan enzim
diizeylerindeki azalma sonucu hiicrenin oksidatif strese karst savunma hatti

kirilmakta ve dliime siiriiklenmektedir (93). Oksidatif stres dogal bir siirectir. Serbest
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radikaller, hem indirgen hem yiikseltgen olarak ve bazen de her iki etkiyi birlikte
gostererek hiicre hasarina neden olurlar.

Fotoreseptor hiicreler oksijen tiiketim seviyeleri oldukg¢a yiiksek metabolik
olarak aktif hiicrelerdir. Koroidal damarlar, rodlarin 6liimiinii takiben bozulmaya
baslar, doku oksijen otoregiilasyon ic¢in ayarlama yapamaz. Retinadaki oksijen
seviyesi gittikce artar (94). RP’nin karakteristik Ozelliklerinden biri de retinal
damarlardaki daralmadir. Bu yilizden retina asir1 oksijenlenir (95). Retinal damarlar,
daralma ve otoregiilasyon yetenegine sahiptir. RP’li farelerle yapilan ¢alismalarda;
rodlarin  6limiinden sonra retinal damarlar, sadece daralmakla kalmayip ayni
zamanda geriler ve vaskiiler dansite azalir. Mitokondride aerobik solunumda
kullanilan oksijenin %2- 5 ‘si serbest oksijen radikallerine (ROS) doniistiiriiliir.
Serbest radikaller bir veya daha fazla eslenmemis elektrona sahip, kisa Omiirlii,
kararsiz, molekiil agirlig1 diisiik ve ¢ok etkin molekiiller olarak tanimlanir (91).

Biyolojik sistemlerde en Onemli serbest radikaller, siiperoksit anyonu ve
hidroksil radikalidir. Hidroksil radikali son derece yliksek aktif 6zellikte oldugundan
meydana geldigi hiicre boliimiinden daha uzaga diffiizyona gerek kalmadan derhal
olustugu yerde reaksiyona girer. Siiperoksit radikali, hidroksil radikalinden daha az
reaktif oldugu icin agiga ¢iktig1 hiicre bdliimiinden daha uzak noktalara rahatlikla
diffiize olabilir. Ancak bu diffiizyon siliperoksit dismutazin yiiksek konsantrasyonu
ile smirhdir.  Hidrojenperoksit ise mitokondrial membranlar, peroksizomal
membranlar ve plazma membranindan kolayca diffuze olarak toksik etkisini aciga
¢iktig1 noktadan daha uzak hiicre boliimlerinde gosterebilir. Lipid peroksidasyonunda
hidroksil radikalin daha etkili oldugu kabul edilmektedir (96).

Biyolojik hasarla karakterize radikal reaksiyonlar arasinda en belirgin olani
lipid peroksidasyonudur. Hiicre membranlarinin oksijen radikallerine maruz kalmasi
lipid peroksidasyon reaksiyonlarmmi uyarir. Peroksidasyona en duyarli olanlar
doymamis yag asitleridir.

Biyolojik sistemlerde oksitleyici radikalin superoksit anyonu ve hidroksil
radikali oldugu kabul edilmektedir. Siiperoksit, bir serbest radikal olmakla birlikte
kendisi direkt olarak fazla hasar vermez asil 6nemli olan, H202 kaynag1 ve gegis
metal iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir. Stiperoksit radikali sulu ¢ozeltilerde H202

olusturmaktadir. Oksidatif stres birgok patolojik durum igerisinde gozlenir. Bu
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durumlara Ornek vermek gerekirse Amiyotrofik Lateral Skleroz (97), Down
Sendromu (98), genetik hasara bagli antioksidan sistemde karisikliklarla ilerleyen
hastaliklardir. Norodejeneratif hastaliklarda (Parkinson, Alzheimer) hasari, kronik
oksidatif stres olusturur (99).

Bunlarin diginda kon hiicrelerinin yavas ve progresif oliimiinii agiklayacak
olay ise oksidatif strestir. Rodlar, retinada konlardan ¢ok daha fazla bulunan ve
yiiksek oksijen tliketen metabolik olarak aktif hiicrelerdir. Koroidal damarlarda
oksijen seviyesine gore otoregiilasyon yoktur. Rodlar 6ldiik¢e retinadaki oksijen
seviyelerinde artig olmaktadir.

Rodlarin kayb1 diger hiicreleri de etkilemektedir. Bunun sonucunda da konlar
O6lmeye baglarlar. Rodlarin 6liimii ile RP’deki en erken semptom olan gece korliigii
baslasa da konlarin 6liimii ile asil korliik baslar. Konlarin 6liim mekanizmalari en az
rodlarinki kadar esrarengizdir. Konlar hayatta kalmak i¢in rodlara ihtiya¢ duyarlar.
Rodlarin 6liimleri beraber konlarin 6liimii ka¢inilmazdir.

Konlarin rodlarin 6liimiinii takiben 6lmelerinin olasi nedenleri;

1- Rodlarin 6liimiinii ile agiga ¢ikan toksinlere bagli olarak konlar 6lmektedir.
(100).

2- Rodlarm 6liimiinii ile mikroglia hiicreleri aktive olup fotoreseptor tabakaya
go¢ ederler. Salgiladiklar fagositik toksinler ve sahip olduklar1 oksidatif enzimler ile
konlar1 6ldiirtirler (101).

3- Rodlar, konlarin hayatta kalabilmeleri igin gerekli yasamsal faktorleri
salgilarlar (102).

Fakat bu teoriler neden tiim rodlarin dliimiinden uzun zaman gectikten sonra
konlarin 6ldiigiinii ve bireyler arasindaki kon hiicrelerinin 6liim zamanlar1 arasindaki
farkliliklarin nedenini agiklamamaktadir. Bunlarin disinda kon hiicrelerinin yavas ve
progresif o6limiini agiklayacak olay ise oksidatif strestir. Rodlar, retinada konlardan
cok daha fazla bulunan ve yiiksek oksijen tiiketen metabolik olarak aktif hiicrelerdir.
Koroidal damarlarda oksijen seviyesine gore otoregiilasyon yoktur. Rodlar 6ldiik¢e
retinadaki oksijen seviyelerinde artis olmaktadir (103, 104). Antioksidan tedavinin

kon hiicre devamliligin1 saglamadaki yarari ¢esitli calismalarda gosterilmistir (78).
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1.1.8. Retinitis Pigmentosa Tedavisi

Oksidatif hasarin RP’de rol oynayabilecegi ve antioksidan kullaniminin
yararlart hayvan modellerinde gosterilmistir. Luteinin bazi hastalarda yararl
olabilecegi bildirilmistir. Lutein, zeaxanthin, L-glutathione, alpha-lipoic asit gibi
antioksidanlarin insan goziindeki etkisi tartigmali olup, klinik arastirmalar
planlanmaktadir (105).

Cok yiiksek doz vitamin A palmitat (15.000IU/giin) kullaniminin bir gurup
RP olgusunda, hastaligin ilerlemesini yilda %2 azalttig1 bildirilmekle beraber, bu
yiiksek dozlarin zararlar1 géz oniinde bulundurulmalidir. Az rastlanan ve TIMP-3
mutasyonu gosteren Sorsby fundus distrofisi boyle hastalara ornektir. RP’li bazi
hayvan modellerinde A vitamini takviyesinin uygun olabilecegi gosterilmistir.
Kullanan hasta varsa yillik karaciger enzimleri ve A vitamini diizeyi 6l¢iilmelidir
(106). Bir omega-3 poliansature yag asidi ve antioksidan olan ve dis segment
membranlarinin  6nemli bir komponenti olan dokosaheksaenoik asit (DHA)
kullaniminin faydasi ile ilgili ¢eligkili bilgiler mevcuttur ve bazi1 6zel durumlarda
faydal1 olabildigi bildirilmistir (107). Sonug olarak antioksidan kullaniminin teorik
ve hayvan modellerindeki yararlari insan gozii i¢in de gegerli olursa, sebebe yonelik
olmasa da RP tedavisinde 6nemli bir basamak olusturabilir. Makuler 6dem ile
seyreden RP olgularinda oral asetozolamid 6demi azaltarak gormeyi arttirmak
acisindan kullanilabilir (108). Topikal asetozolamid o kadar etkili degildir. Oral
kullanimin yorgunluk, bobrek taglari, istah kaybi, ellerde karincalanma, anemi gibi
yan etkileri kullanimini kisitlamaktadir. Kortikosteroidler de RP’de 6demi azaltabilir,
ancak daha cok calisma gerekmektedir. Isotretinoin, Sildenafil, E vitamini gibi ilaglar
ise RP hastalarina potansiyel olarak zararli olabilirler (109, 110).

Gerektiginde uygulanacak katarakt cerrahisi gormeyi arttirmakla beraber,
postoperatif 6demi engellemek amaciyla perioperatif kortikosteroidler tavsiye
edilmektedir (111). RP’nin 6zel bir mutasyon seklinde (rodopsindeki Pro23His
mutasyonu), 11k ile retina hasar1 artmaktadir. UV emen gozlikler, ozellikle
mutasyon tipi RP’lerde tavsiye edilebilir ve kon dejeneresanslari renklendirilmis

merceklerden yararlanabilirler.
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1.1.8.1. Transplantasyon

1.1.8.1.1.Fotoreseptor ve RPE Hiicre Transplantasyonu

Yillar icinde transplantasyon teknolojilerinin gelismesi ile hayvan
modellerinde gelistirilen RP’lerde, fotoreseptor transplantasyonu ile alinan anatomik
ve gorsel bagarili sonuglar insan ¢alismalarina imkan vermistir. 1997°de Kaplan ve
ark., insanda transplantasyonun giivenli oldugunu gosterdikten sonra, Radtke ve ark.,
1999°da 2 gormeyen hastada, subretinal bosluga fetal retina tabakasi
transplantasyonu uygulamiglardir. Postoperatif 6. ayda bir miktar subjektif ve
objektif gelisme bildirilmistir. Bu tabaka naklinden sonra, retina hiicre nakli {izerinde
de calistlmistir. Bu ¢aligmalarda, pozitif bir etki goriilmemekle beraber, nakledilen
hiicrelere tolerans yiiksek olarak bulunmustur. Radtke, son olarak RP’li insanlar
tizerinde yaptig1 klinik aragtirmada transplantasyondan birka¢ ay sonra gorme artist

bildirmektedir (112).

1.1.8.1.2. RPE Hiicre Transplantasyonu

Teorik olarak RPE hiicre transplantasyonu, RP’de fotoreseptdr hiicre
tabakasinin yasamini arttirmakta, ayrica RPE65 mutasyonu gibi RPE’de primer
lezyon olan durumlarda, defekti diizeltmek igin gerekli hiicreleri saglamaktadir.
Allograft RPE hiicre transplantasyonundan bir siire sonra hiicresel immiinite ile
reddedildiklerini = gostermistir. RCS rat modelinde, subratinal insan RPE
transplantasyonlarin1 uygulamis ve iyi olarak degerlendirdikleri sonuglar almislardir.
CNTF, BDNF, GDNF gibi trofik faktorleri olusturan Schwann hiicrelerini subretinal
olarak nakletmisler, bir siire sonra fotoreseptorler lizerindeki pozitif yagama etkisinin
kayboldugunu bulmuslardir. Onemli soru, transplantlarda goriilen bu pozitif
cevaplarin hiicrelerin kendine mi, yoksa cerrahi veya implantasyona bagli tam veya
kismi norotrofik etkilerine mi bagli oldugudur ki, heniiz agikliga kavusmamistir

(105).

1.1.8.1.3. Kok Hiicre Transplantasyonu

Kok hiicre tedavisi bliylik bir potansiyel tasimaktadir. Klasik olarak
embriyonik dokudan elde edilmekle beraber, RPE hiicreleri, iris, Miiller glial

hiicreler ve bagka hiicre tipleri fotoreseptdr 6zellik ve fonksiyonunu gelistirmek
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tizere yonlendirilebilir. Embriyonik retinadan elde edilen retina progenitor hiicreleri,
subretinal bosluga verildiginde, prolifere olur, yasar, 6zel ndronal isaretleyiciler
salgilar. RP hayvan modellerinde, eriskin retinaya nakledilen kok hiicrelerindeki
retinal progenitor hiicrelerin rodopsin salgiladigini, tabakalar halinde organize
oldugunu ve alic1 retinaya kismen integre oldugunu bulunmustur. Bu davranista i¢
sinyallerin rolii oldugu diistiniilmektedir. Ayrica yetigkin fare gdzlerinde pigmentli
silier kenarda, rod fotoreseptorleri, bipolar hiicreler ve Miiller hiicrelerine kismen
diferansiye olabilen bir miktar kok hiicre bulunmustur. G6z harici kaynaklardan elde
edilen hipokampus progenitor hiicreleri, Miiller hiicreleri, memeli ve rat irisleri gibi
dokular retina Ozellikleri gosterebilir. RP’li farelerde, yetiskin kemik iligi kok
hiicreleri kullanarak ndronlar1 koruyabildiklerini goriilmiistiir. Ancak RP tedavisinde
bu kadar biiyiik potansiyel tasiyan bu tedavide, hiicrelerin ¢ogalma kapasitelerinin
kontrol edilebilmesi, hiicrelerin fonksiyonel fotoreseptor veya RPE hiicrelerine mi,
yoksa baska retina hiicrelerine mi doniistiigliniin gosterilmesi gibi ¢oziilmesi gereken

problemler vardir.
1.1.8.2. Elektronik Protezler

1.1.8.2.1. Retinal implantlar

Retinitis pigmentosa’da fotoreseptorlerin tam veya kismi kaybi oldugu
durumlarda, bir kamera vasitasi ile aliman goriintiilerin kalan hiicreler tarafindan
beyne iletilmesi i¢in fotoreseptdr tabakasina yakin subretinal veya retina ganglion
hiicre tabakas1 tarafindan epiretinal ¢ipler yerlestirilmesi icin ¢aligmalar yapilmistir.
Kamera goz dis1 veya lens yerine yerlestirilebilir. 2004°te, Optobionics Co.’a ait
yapay bir silikon retina mikrogipi retina altina yerlestirilmis ve implanttan uzak
bolgelerde gormede iyilesme goriilmesini bu implantin ndrotropik etkilerine
baglanmustir. Implant uygulanan hastalardaki subjektif gérme artisinin yapay silikon
¢ip ile retinanin zayif elektriksel stimiilasyonu mu, yoksa ameliyat ile olusturulan
travma ve norotropik faktorler sonucu mu ortaya c¢iktigi bilinmemektedir (113).
2005’te, once hayvan deneyleri, sonra insanlarda epiretinal bir yaklagimda
bulunmustur. Hastanin gozliigiine yerlestirilen (ileride goz igine yerlestirilebilir) bir
kamera, bir mikropressore sinyal yollar, bu elektrige ¢evrilerek kulak arkasindaki

radyo alicisina ve oradan retina {lizerindeki ¢ip biyoelektrotlara ulasir. Gorsel imaj
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alan retina, kalan i¢ noronlar ile bunu beyne aktarir. Su andaki ¢ip 16 elektrotlu
olup, 250 tizerinde elektrot planlanmaktadir. Biiyiik yazi okumak ve yiizleri tanimak
i¢cin, 1000 elektrot gerektigi diisiiniilmektedir (114, 115).

Diinyada c¢ip gelistirmekle ugrasan Japon, Avustralya, Belcika, Kore
aragtirma guruplarinin yaninda, Almanya’da Intelligant Medical Implants (IMI),
Zrenner Implant GmbH ve yukarida sayilan Amerikan firmalart ve arastiricilar
ciplerin insan tizerinde uygulanmasi ve klinik caligmalar1 igeren aktif bir program
yuriitmektedir. Bu guruplar ayrica suprakoroidal transretinal stimulasyon,
elektrodlara yoneltilmis noronlar ve uygulanmasi diisiiniilen karbon nanotiip
mikroelektrod dizini gibi yeni konular iizerinde ¢alismaktadir. Bu klinik caligmalar
ciplerin uzun donem giivenlik, etkinlik, stabilite, retinanin c¢ipe reaksiyonu ve

gelisebilecek dejeneratif degisiklikler konusunda heniiz devam etmektedir (105).

1.1.8.2.2. Kortikal Implantlar

1960 yillarinda baslayan calismalar, 2000 yilinda insanlarda televizyon
kamerasini viziiel kortekse baglayan kortikal elektrodu, 1999°da kedilerde uygulanan
Utah elektrot dizini ile devam etmistir. 2003-2005 yillarinda egitilmis maymun
modellerinde uygulanan implantlarin sensoriyel algilamalar olusturdugu da tespit

edilmis olup ¢alismalar devam etmektedir.

1.1.8.3. Gen Tedavisi

Basit gen mutasyonlarinda ve fotoreseptorler heniliz yasarken erken
uygulanan gen tedavisi RP’de uygun bir tedavi se¢enegidir. Gen kullanilarak yapilan
farmakolojik tedaviler, 6rnegin norotrofik ajanlar i¢in kullanilan gen tedavisi de bir
secenektir. Geni tasimak i¢in ¢ogunlukla adenoassociated virus/AAV), adenovirus
(AV), lentivirus (LV) gibi modifiye bir viriis kullanilir. Viriitik olmayan stratejiler de
incelenmektedir. Gen tedavisi icin resessif RP’de gen replasmani1 (augmentation),
otozomal dominant tiplerde zararli gen {irliniinii ribozom kullanarak yok etmeyi
amaclayan ribozom gen tedavisi, norotrofik bir faktorii retinaya ulastirmak icin
ozellikle bir gen tirlinlinii ortadan kaldirmak istedigimiz otozomal dominant tiplerde
gene dayali farmakolojik tedavi uygulanabilir. Tedavi ile retinadaki dejeneratif
islemin yavaslamasi yaninda gérmede artis da saglanabilir. Ik kez 1996°da rd fare

modelinde gen tedavisinin etkisi gosterildikten sonra, 2001 yilinda RPE 65
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mutasyonu olan, Leber konjenital amarozlu Briard kdpeginde, adeno associated virus
(AAV) kullanarak subretinal gen tedavisi uygulanmis, RPE hiicrelerinin %20’si
fonksiyonel proteini eksprese etmis ve ERG’de belirgin diizelme ortaya ¢ikmistir
(116).

Giivenlik ¢aligmalar1 2006’da maymunlar {izerinde uygulanmistir. Daha sonra
insanlarla ilgili Faz 1 ¢aligmalar1 baslamistir. Ancak RP’deki heterojenite sebebi ile
gen tedavisi her mutasyona 6zel olarak yonlendirilmelidir. ABD’de ve Ingiltere’de,
Leber konjenital amarozlu ve RPE65 subtipi olan 6 hastada RPE65 geni replasmani
uygulanmis, yan etki goriilmemis, ERG’de diizelme olmamakla beraber gérme ve
gorsel fonksiyonlarda artis izlenmistir. Gen tedavisi ile ilgili caligmalar devam

etmektedir (117, 118).
1.1.8.4. Farmakolojik Tedavi

1.1.8.4.1. Norotropik Faktorler

Fotoreseptorlerin canlt olup iyi fonksiyon yapamadigi durumlarda (RPE65
mutasyonu olan Leber konjenital amarozu gibi), fotoreseptorlerin, diger retinal
noronlarin ve RPE hiicrelerinin yasamini uzatmak ve fonksiyonuna yardimci olmak
icin, farmakolojik tedavi uygulanabilir. 1990°da RCS ratlarinda subretinal ve
intravitreal basic fibroblast growth factor (bFGF) uygulamalar1 ile nérotrofik
ajanlarin fotoreseptorlerin dejenerasyonunu geciktirdigi goriilmiis, 28 civarinda
madde bulunmus, bunlarin ic¢inde silier ndrotropik faktor (CNTF), Axokine
(CNTF’nin aminoasit modifikasyonu), 16semi inhibitor factor, brain derived growth
factor (BDGF), rod-derived cone viability factor (RACVF), pigment epitel-derived
growth factor (PEDF) 6nem arz etmis ve deneysel hayvan modellerinde retina
dejeneresanslariin gelismesini yavaslatmiglardir. Bu maddelerin  kombinasyon
halinde kullanilmalar1 ve protez implantlari ile beraber uygulanmalar diisiiniilebilir

(105).

1.1.8.4.2. Retinaya Ilac Ulasim ve Enkapsiile Hiicre Teknolojisi

Retinaya labil peptid ve proteinlerin ulagsmasi i¢in intravitreal enjeksiyon, kisa
stireli ve asir1 yliksek dozda ilacin goz igine verilmesine sebep olur. Terapotik

norotropinlerin, intravitreal veya subretinal gen tedavisi ile retinaya ulastirilmalari,
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daha uzun siireli bir depo-kaynak islevini goriir. Skleral yama bu problemlerin bir
kismi icin faydali olabilir. Yeni tasima sistemlerinden birisi, Neurotech isimli
Amerikan firmasinin tescilli Encapsulated Cell Technology (ECT) isimli kiiclik
kapstiliidiir. Bu kapsiil vitreusa verilir, i¢inde canli hiicre vardir, kapsiil membrani
immun sistem komponentlerinin igeri girigini engeller ancak tizerindeki kiiciik porlar
oksijen ve besleyici maddelerin igeri girisini saglar. Retina dejeneresansi tedavisi i¢in
NTC 200 hiicreleri ve CNTF geni birlikte kullanilarak CNTF proteini olusturulur.
Kapsiille beraber goz i¢ine verilen bu protein, porlardan gegerek retinaya ulasir. Bu
protein ile ilgili olarak 10 kisi lizerinde yapilan Faz 1 ¢aligmalar1 giivenli oldugunu
gostermis, hatta bazi olgularda gorme artis1 tespit edilmis ve Faz II, Faz III
caligmalar baslamistir. Teorik olarak, CNTF tedavisi, caligmalar istenilen sonucu
verirse, RP’nin baz1 fomlarinda ve Usher, Stargardt, Leber konjenital amarozu gibi

nadir RP’lerde ilk yaygin uygulanan tedavi se¢cenegi olma yolundadir (119, 120).
1.1.9. Antioksidan Savunma Sistemleri

1.1.9.1. Antioksidanlar

Hiicrelerdeki tepkimelerden, radyasyona kadar bircok kaynaktan serbest
radikaller ortaya ¢ikmakta ve bu radikaller hiicrelerde mutasyon veya oliime neden
olabilmektedirler. Siiperoksit ve hidroksil radikalleri hiicre ve organellerdeki
membranlarda lipit peroksidasyonunu baslatmakta, ayrica mitokondrial hasara neden
olan kalsiyumun hiicreye akin etmesine neden olmaktadirlar (121).

Antioksidanlar, oksidanlarin zararli etkilerini ortadan kaldiran veya sinirlayan
organizmada bulunan bazi enzim ve bilesikler veya disaridan alinan maddelerdir.
Dokulardaki yerlesimlerine gore intraselliiler ve ekstraselliiler olmak iizere iki grupta
incelenmekte olup fonksiyonlarina gore radikal olusumunu onleyen (metal selatorler,
SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz) ve varolan radikallerin dokudaki etkilerini
ortadan kaldiran (E vitamini, ubikinon, retinoik asit,  karoten, glutatyon, firat)
antioksidanlar olarak iki kategoride siniflandirilirlar. Antioksidanlar etkilerini alti
degisik mekanizma ile gostermektedirler (122):

1. Ortamdaki oksijen ile tepkimeye girerek lokal oksijen seviyesini
diistirebilirler

2. Metal iyonlarin1 baglayarak radikal olusum reaksiyonlarini onleyebilirler
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3. Siiperoksit ve hidrojen peroksid gibi reaktif oksijen tiirlerini
uzaklagtirabilirler

4. Hidroksil, alkoksil, peroksil radikallerini uzaklastirabilirler ve peroksitleri
alkol gibi nonradikal {iriinlere doniistiirerek etkilerini azaltabilirler

5. Baslamis olan oksidasyon zincirini kirabilirler. Serbest radikallerle
reaksiyona girebilir ve yag asidi zincirlerinden hidrojen iyonu salinimini
Onleyebilirler

6. Membran lipitlerini etkileyerek peroksit olusturabilen oksijeni

baskilayabilirler (122).
1.1.9.2. Enzimler

1.1.9.2.1. Sitokrom oksidaz

Mitokondrideki solunum zincirinin en son basamaginda yer alan, bakir i¢ceren
bir transmembran proteinidir ve yapisindaki demir iyonu tersinir olarak okside ve
rediikte olur. Bu enzim elektron tasima sisteminde, siiperoksit radikalinin suya

doniisiimiinii de saglamaktadir (123).

40," + 4H" + 4¢ - 2H,0

1.1.9.2.2. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Serbest oksijen radikallerinin etkilerini azaltan birincil enzimdir. Siiperoksit
dismutaz, siiperoksit molekiiliiniin hidrojen peroksite ve suya doniisiimiinii katalize

eder (102,103)
2 02" + 2H+—) H202 + Oz

Stiperoksit dismutaz katalizorlik yaptigi bu reaksiyon ile siiperoksitin
hiicrelere olan toksik etkilerini ortadan kaldirir. Oksijen kullanimi yiiksek olan
dokularda SOD aktivitesi fazla iken ekstraselliiler sivilarda ise aktivitesi diisiik

olmaktadir (123).
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1.1.9.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Sitozolde yer alan, merkezinde selenyumun yer aldigi tetramer yapili bir
bilesiktir (124). Fosfolipaz A, ile olusan lipid hidroperoksidlerin yikimini
katalizleyerek membran lipitlerini ve hemoglobini oksidatif strese karsi
korumaktadir. Glutatyon peroksidazin hidrojen peroksit ve hidroperoksitleri
indirgemesi ortamda yeterli diizeyde glutatyon rediiktaz ve NADPH mevcudiyetine
baghdir. Glutatyon rediiktaz, glutatyonunun okside formunu indirgemede rol oynar.
Glutatyon peroksidaz aktivitesindeki azalma siddetli hiicre hasarina yol agmaktadir
ki bu durum ozellikle selenyum eksikliginde belirginlesir. Vitamin E yetersizligi

durumlarinda membranlar1 oksidatif strese karsit GSH-Px korumaktadir (126, 127)

1.1.9.2.4. Katalaz

Peroksizom, sitozol ve mitokondride bulunan bu enzim hem grubu igeren bir
enzimdir ve siiperoksit dismutaz ile olusan hidrojen peroksiti su ve oksijene
katalizorler. Ayrica metil ve etil hidroperoksitin indirgenme reaksiyonlarinda rol
oynar. Insan eritrositleri katalazdan zengin olup kandaki katalaz aktivitesi

eritrositlerden kaynaklanmaktadir (126).

1.1.9.3. Enzim Olmayanlar

Lipid fazda bulunanlar: Vitamin E, karotenler, flavonoidler (128).

Sivi fazda bulunanlar: Albumin, askorbik asit, bilirubin, ferritin, glutatyon,
laktoferrin, melatonin, tirat ve sistein (128).

1.1.9.3.1. Karotenler (A Vitamini)

Karotenler baglica narenciyeler olmak {izere yesil sebze ve siit {iriinlerinde
bulunan son derece 6nemli non enzimatik antioksidandir. Retinol, retinal ve retinoik

asit gibi ¢esitleri vardir ama en etkili ve en yaygin tiirii - karoten’dir (129).

Beta karotenler, hiicreleri oksidan strese kars1 {li¢ farkli yolla korurlar:
a. Flavinler ve porfirinler gibi triplet uyaricilarin zararl etkilerini baskilama
b. Singlet oksijeni baskilama

c. Peroksit radikallerini temizleme
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A vitamini immiin sistemi giiclendirmekte, eksikliginde kurugdz,
konjonktival keratoz ve gorme problemine neden olabilmektedir. A vitamininin
antioksidan etki yaninda hiicre ve intraselliiler zar dayanikliliginin saglanmasinda,
epitel dokunun biitiinliigiinlin siirdliriilmesinde ve glikoprotein sentezinde de rolii

oldugu bilinmektedir (129).

1.1.9.3.2. Askorbik Asit (C Vitamini)

Askorbik asit, yesil sebze, meyve ve turunggillerde bulunan suda eriyen
esansiyel bir antioksidandir. Askorbik asit plazma ve hiicre zarinda bulunan major
antioksidanlardan biridir. Giicli bir indirgendir ve kollajen ¢apraz baglarindaki lizin-
prolin hidroksilasyonunu katalizleyerek kollajen sentezinde hayati rol oynar. Ferri
demirin ferro demire indirgenmesinde de gorev alir. Tokoferoller peroksidler ve

stiperoksit gibi reaktif oksijen tiirlerini rediiklemektedir.

Askorbik asitin antioksidan olarak esas gorevi lipit hidroperoksitlerinin
olusumunu engellemektir. Lipid peroksidasyonunu baslatic radikalleri temizleyerek

lipidleri ve zarlar1 oksidan hasara karsi korumaktadir (130).

1.1.9.3.3. E Vitamini

Tahil, sebze ve siit iiriinleri gibi genis bir kaynak yelpazesi olan vitamin E en
biiylik yapili vitamindir. Hepsi tokol tiirevi olan tokoferol ve tokotrienol tiirevlerini
kapsayan bir vitamindir. Biyolojik olarak en yaygin ve en aktif E vitamini o-
tokoferoldiir. Gliglii bir antioksidan olarak, zarlarda bulunan fosfolipidlerin
yapisindaki ¢oklu doymamis yag asidlerini serbest radikallerin etkisinden koruyan ilk
savunma hattin1 olusturur. Yagda coziinen fakat suda ¢oziinmeyen bu bilesikler
oksijen bulunmayan ortamlarda asit ve 1s1ya dayaniklidir (131).

Vitamin E LDL kolesterolii oksidasyona karsi korur, immiin sistemi
giiclendirir ve kolesterol yapimini azaltir. Tokoferoller, eslesmemis elektronlarla
reaksiyona giren ve onlar1 indirgeyebilen hidroksil grubu igermektedirler. Radikal
reaksiyonlar1 sirasinda zincir kirict etkiye sahip olup glutatyon ve askorbik asit ile

antioksidan etkileri artmaktadir (132, 133).
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1.1.9.3.4. Flavonoidler

Lipidlerde ¢ozlinen antioksidan smifindan olan flavonoidler bitkilerdeki
kirmizi, mavi ve sart renk pigmentlerini olusturan flavan halkasi igeren
polifenollerdir. Portakal, limon, elma, karnabahar ve patateste bulunurlar.
Antioksidan, antiarteriyosklerotik, antienflamatuvar, antitiimér, antitrombojenik,
antiviral ve antiallerjik etkileri vardir. Flavonoidler flavonlar, flavonollar,
flavanonlar, katesinler, isoflavonlar ve antosiyanidinler olmak iizere alti smifa
ayrilmaktadirlar ve simiflama doymamishk derecesi, hidroksil grubu sayisi ve iiglii
karbon sayisinin oksidasyon derecesine gore yapilmaktadir. Flavonoidler, lipid
peroksidasyonunu serbest oksijen radikallerini baglayarak ve radikal olusturucu
enzimleri inhibe ederek engellemektedirler. Flavonoidler tarafindan temizlenebilen
ve olusumlar1 inhibe edilebilen reaktif oksijen fiirlinleri; siiperoksit anyonlari,

hidroksil radikali, alkol radikali, peroksil radikali ve perhidroksi radikalidir (134).

1.1.9.3.5. Glutatyon (GSH)

Glutatyon tripeptid (L-y-glutamil-L-sisteinil-glisin) yapisinda, oksidatif strese
kars1 hiicrelerin korunmasinda 6nemli rol oynayan antioksidan ve indirgeyici bir
ajandir. Bir¢cok dokuda iiretilen glutatyon, redoks dongiisiinde substrat olarak rol alir.
Suda ¢oziinebilen glutatyonun birgok metabolik gorevi vardir (135).

Glutatyonun hiicre i¢i diizeyi y-glutamil transpeptidaz, glutatyon sentetaz,
glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktazi iceren enzim kompleksi tarafindan
dengede tutulmaktadir (136)

Rediikte glutatyon cesitli reaksiyonlarda yiikseltgenerek, okside glutatyona
(GSSG) dontismektedir. Yiikseltgenmis glutatyonun tekrar indirgenmesi NADPH’1n
da rol aldig1 bir reaksiyonla olmakta ve bu sekilde dokularda GSSG/GSH orani
diistik tutulmaktadir (137).

1.1.9.3.6 Ellajik asit

1.1.9.3.6.1. Ellajik Asiti’n Kimyasal Yapisi

Ellajik asit (EA), dogada birgok bitkide bulunan zayif asitli bir polifenolik
bilesiktir. Ellajik asit’in kimyasal yapis1 hidrofilik kism1 temsil eden dort fenolik ve
iki lakton gruplarindan olusmaktadir. Ellajik asit kimyasal yapisi nedeniyle 1siya
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olduk¢a dayaniklidir. Ellajik asitin suda ¢oziiniirliigl diistiktiir (138), metanol, etanol
ve dimetil siilfoksitte ise iyi ¢ozlinmektedir (139). Sekil 22°de Ellajik asit’in

kimyasal yapis1 gosterilmistir.

Sekil 22. Ellajik Asit kimyasal yapisi
1.1.9.3.6.2. Ellajik Asit’in Biyolojik Aktivitesi

Bir¢ok c¢aligma ellajik asidin antioksidan, antikanserojenik, antidstrojenik ve
antimutajenik etkilerinin bulundugunu gostermektedir (140,141). Ellajik asit’in
dokularda serbest radikal olusumunu inhibe ettigi, varolan serbest radikalleri
stiptirdiigii ve DNA hasarini engelleyici fonksiyonlar1 oldugu bilinmektedir. Ellajik
asit ayrica lipidleri ve hiicre zarimi1 oksidasyona karsi koruyucudur. Ellajik asit’in
suda ¢oziintirliigiiniin diistik olmasi, organik coziiciilerde daha 1yi ¢dziinmesinden
dolay1 iyi bir lipofilik antioksidan gibi rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (142,
143).

1.1.9.3.6.3. Ellajik Asit’in Etki Mekanizmasi

Ellajik asit, DNA’ya kanserojen maddelerin baglanmasi engelleyerek,
protoonkojenlerin inhibisyonunu ve kanserojen detoksifikasyonunu arttirarak ve
kanserojenlerin reaktif formlar1 ile kompleks olusturarak etkisini gostermektedir.
Ayrica Ellajik asit polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), mikotoksinler ve
nitrozaminlerin kanserojen etkilerini de inhibe etmektedir. Ellajik asit insan
viicudunda Ostrojen reseptoriiniin alt tipleri olan ERa ve ERf yoluyla dstrojenik ve

antiostrojenik aktivite gosterdigi bildirilmistir (143, 144).

Ellajik asit GIS’de kanserojen maddelerin emilini inhibe etmekte ve atilimini
da artirmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda Ellajik asit’in  prokanserojenlerin

aktivasyonunu azalttig1r ve sitokrom P450 miktarin1 diistirdiigli gézlenmistir (145).
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Calismalarda  Ellajik asit’in  DNA  replikasyonunda, transkripsiyonunda,
rekombinasyonda, hiicre ¢ogalmasi ve farklilagsmasinda énemli olan Topoizomeraz I
ve II enzimlerinin ¢aligmasini onleyerek tiimor hiicresinin gelisimini engelledigi de
gosterilmistir (146).

Polisiklik aromatik hidrokarbonlarin kanserojen etkilerininin inhibisyonunun
fenolik asitler icerisinde en fazla Ellajik asit ile saglandig1 goriilmiistiir (145). Ayrica
Ellajik asit’in bir ¢esit mikotoksin olan aflatoksinin DNA’ya baglanmasint ve onun
mutajen etkisini azaltict 6zelligi de mevcuttur (147). Kanser genetiginde son derece
onemli bir esik olan mutasyon olusumu ortamda yeterli mutajen oksidan varligiyla
kolaylikla asilabilir. Ellajik asit ise bu prosesi engelleyebilen kuvvetli bir
antioksidandir (148). Yapilan bir c¢alismada katarakti Onleyici etkisi oldugu da
gosterilmistir (149).

1.1.9.3.7. Edaravon
1.1.9.3.7.1. Edaravon’un Kimyasal Yapisi

Edaravon (3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-one, MCI-186) hidrazin ve 3-
oksopropiyonik asit esterlerinin kondansasyonu ile sentezlenmektedir. Amin, keto ve
enol formlar1 olmak flizere ii¢ tatomerik forma sahiptir. Edaravon'un pKa degeri
7,0'dir. Edaravon'un yaklasik %50'si fizyolojik pH'ta anyonik bir formda bulunur; bu
form beyindeki ROS ile kuvvetli reaksiyona girebilir (150). Edaravon hem suda hem
yagda etkinlik gosteren diisiik molekiil agirlikli bir ajandir (151, 152). Bu sekilde
hem vitamin C hem de vitamin E 06zelliklerine sahip olup, diger serbest radikal
kurtaricilarinin aksine kan beyin bariyerini kolaylikla gegebilir. Bu 06zelliginin

noroprotektif etkisinde onemli oldugu belirtilmistir (26). Sekil 23’te Edaravon’un

h
N o

kimyasal yapis1 gosterilmistir.

Sekil 23. Edaravon kimyasal yapisi
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1.1.9.3.7.2. Edaravon’un Biyolojik Aktivitesi

Edaravon yar1 omrii 5.4 dakika olan serbest radikal tutucudur. Antioksidatif,
antiapoptotik, néroprotektif ve anti-enflamatuvar etkileri bildirilmistir (25, 26).

Edaravon, iskemik inme ve ALS gibi dejeneratif norolojik bozukluklar gibi
birgok serebral vaskiiler bozukluktan kaynaklanan ndronal hasar / 6liim ile yiliksek
oranda iliskili olan serbest hidroksil radikallerini ve peroksinitrit radikallerini
temizler (152). Noroprotektif ve antioksidan etki gosterir. Serbest radikal olusumu ve
oksidatif strese karsi hiicre zar1 hasar1 yoluyla lipid peroksidasyonunun kapsamini
siirlandirarak hastaligin ilerlemesini geciktirir (154). Iskemik inme durumunda
bolgesel kan akimi ve serebral 6demdeki azalmay: tersine g¢evirdigi belirtilmistir

(153).

1.9.3.7.3. Edaravon’un Etki Mekanizmasi

Nootropik ve noroprotektif etkilerini, lipid peroksidasyonunu inhibe ederek
ve serbest radikalleri temizleyerek gosterir. Edaravon prostasiklin iiretimini arttirir,
hidroksil radikallerini yakalayarak arasidonik asidin lipoksijenaz metabolizmasini
azaltir ve alloksanin neden oldugu lipid peroksidasyonunu inhibe eder ve aktif
oksijen tiirlerini bastirir (26). Noronlar, endotel hiicreleri ve miyokard hiicreleri de
dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli hiicreleri hedefler.

Edaravon’un direkt olarak hidroksil radikalini kurtarip, lipoksijenaz
aktivitesini inhibe etmesi nedeniyle kardiyak iskemi reperfiizyon hasarini1 dnlemede
o6nemli bir rol oynadig1 diisiiniilmiistiir. Birgok calismada Edaravon’un beyin ve
karaciger hasarinda iskemi bagsladigi zamanda bile verilmesinin koruyucu etkisi
oldugu gosterilmis (155). Edaravon’un antioksidatif etkisinin oldugu ve apoptozisi
azalttigr belirtilmistir (151,154). Edaravon iskemi reperflizyon beyin hasarinda
Bax/Bcl 2 bagimli antiapoptotik mekanizmayla noroprotektif etki gosterir (155).
Deneysel retina dekolmaninda Bcl 2 ekspresyonunu arttirarak fotoreseptor hiicre
Olimiini diizenledigi gosterilmistir (156). Edaravon’un antiapoptotik etkisini yani
sira antienflamatuar etkisi de bulunmaktadir (157).

Yapilan deneysel hayvan ¢alismalarinda, Retinitis pigmentosa modellerinde
Edaravon’un oksidatif stresi azaltarak dig niikleer tabakadaki incelmeyi ve apoptoza

ugrayan hiicre sayisini azalttig1 gosterilmistir (27).
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Sekil 24. Edaravon etki mekanizmasi
1.1.10.Deneysel Retinitis Pigmentosa Modelleri

1.1.10.1. Herediter Hayvan Modelleri

1951°de Briickner ve ark. bir fare tiiriinde ciddi retinal dejenerasyon farkedip
bunlara rd (retinal dejenerasyon) faresi adin1 vermislerdir (158). Uzun dénemler OR
RP caligmalarinda bu fareler kullanilmistir. Sonraki ¢aligmalarda rod
fotoreseptorlerin ¢cGMP fosfodiesteraz genindeki nonsense mutasyonuna bagl
oldugu gosterilmistir (115, 160). Ilerleyen yillarda sadece kemirgenlerde degil kedi
(161-163), kopek (164,165) ve tavuk (166, 167) gibi diger hayvanlarda da herediter
retinal defektler tamimlanmistir. Diger bir model olan rds (yavas retinal
dejenerasyon) faresi hem rod hem de kon fotoreseptdr hiicrelerinin yapisal proteini
kodlayan rds / periferin genindeki bir ekleme mutasyonu tasir (168). Sonug olarak,
homozigot rds farelerindeki rod ve kon fotoreseptor dis boliimleri hi¢ gelismez ve
fotoreseptor ¢ekirdekleri, postnatal 21.giinde apoptoz sonucunda 6lmeye baslar ve 12
aylikken tiim dis niikleer tabakasi (ONL) ortadan kalkar (169). Ilgingtir ki,
fotoreseptdr hiicre kaybi paterni, rds faresinde periferden merkeze dogruyken, rd

farelerde merkezi retinada baslar ve periferde dogru ilerler.

1.1.10.2.Transgenik Hayvan Modelleri

1980°de Bhattacharya ve ark. X’e bagli RP hatalarinda hastaliktan sorumlu
gen haritasin1 kesfetmislerdir. Ileriki yillarda diger kalitimsal RP tiplerinin gen

haritalarindaki mutasyonlar tespit edilmistir (170). Ilk olarak rodopsin mutasyonu
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(171, 172) sonraki yillarda da fosfodiesteraz, 4 peripherin (173) ve rod outer segment
protein 1 (ROM-1) (174) mutasyonlar1 gibi birgok mutasyon tanimlanmistir. 1981°de
ilk defa tavsandaki globin genini fare embriyosuna transplante ederek transgenik
hayvan olusturmuslardir (175).

RP’deki mutasyonlarin belirlenmesiyle birlikte transgenik hayvan modeli RP
calismalarinda da ¢ok kullanilmis ve kullanilmakta olan bir modeldir. Fare ve ratlarin
yani sira (176-178) domuzlardaki kon dagiliminin insanlardaki dagilimina benzemesi

nedeniyle domuzlarda da RP transgenik hayvan modeli ¢alisilmistir (179).
1.1.10.3. indiiklenebilir Hayvan Modelleri

1.1.10.3.1. Isikla indiiklenen Hayvan Modeli

1960'larin  baslarinda ilk olarak Werner Noéll 1s181in  kalitsal retinal
dejenerasyonuna etkisini arastirmis ve devam eden c¢aligmalarda 15181 gorsel
hiicreler ve retina pigment epiteline hasar verdigini ortaya koymustur (180). Sonraki
yillarda yapilan transgenik mutasyonlarla da 1s18a maruz kalmanin kalitsal retinal
dejenerasyonlu hastalarda fotoreseptor harabiyetini arttirdig1 gosterilmistir (181, 182)

Noéll, vahsi ratlar1 15182 maruz birakarak ilk indiiklenebilir hayvan modelini
gelistirmistir. Hayvanlara eksternal zarar verilerek model olusturmanin avantajlari
mevcuttur. Hayvanlar retinal gelisme tamamlayincaya kadar beklenebilir ve 15181n
yogunluguna gore retinal hasarin boyutu ayarlanabilir (183,184). Bu ylizden

aragtirmalar i¢in uygun bir model olarak gortilmiistiir (185).

1.1.10.3.2. N-Metil N-Nitroziire (MNU) ile indiiklenen Hayvan Modeli

o
I
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Sekil 25. MNU yapisi
N-Metil-N-Nitroziire (MNU) ile olusturulan hayvan modeli retinal

dejenerasyon uzun zamandir yogun olarak c¢alisilmaktadir. MNU guanin
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metilasyonuna neden olan ve farkli tiimdrlerin olusumunu tetikleyen alkilleyici bir
ajandir (186, 187). Herald ve ark. MNU’nun fotoreseptor hiicre kaybina neden
oldugunu ortaya koymustur (188). MNU ile retinal dejenerasyonda apoptozis
indiiklenip, kaspazlarin aktivasyonuyla fotoreseptor hasar1 ortaya ¢ikmaktadir (189,
190). Ayn1 zamanda kaspaz bagimsiz apoptozisin de mevcut oldugu gosterilmistir
(191). MNU’ya bagli sadece fotoreseptdr hiicre 6liimii olmakta, diger retinal yapilar
ve hiicreler zarar gérmemektedir (192). Yapilan calismalarda MNU etkisiyle dis
niikleer tabakada dramatik incelme oldugu, diger tabakalarda herhangi bir
dejenerasyonun olmadigi gosterilmistir (193). MNU verilen hayvanlarda RP benzeri
etkiler goriilmesinden &tiirii, MNU ile indiiklenmis hayvan modeli, RP modeli i¢in
calisilmis ve calisilmaya devam edilen kolay uygulanabilir ve hizli sonug veren bir
modeldir (194). Ozellikle tiim viicutta var olup sadece fotoreseptorleri etkiledigi i¢in
gen ugbirlestirme (gensplicing) mutasyonlarinin neden oldugu RP tipleri i¢in MNU

modeli ideal model olarak diistiniilmiistiir (195).

1.1.10.3.3. Diger modeller

Vitreusa demir implantasyonu ve intravitreal L-ornithine hidroklorid

enjeksiyonu diger indiiklenebilir hayvan modellerindendir (185, 196).
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2. GEREC VE YONTEM

Firat Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde yetistirilen 49
adet Sprague Dawley cinsi, ortalama 250 gram agirhiginda 6-8 haftalik ratlar
kullanildi. Ratlar 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde sirkadiyen ritme
uygun olarak, 23 °C oda 1sisinda, kafesler i¢inde, siirekli serbest yem ve su verilmek

suretiyle beslendi.

2.1. Retinitis Pigmentosa Olusturulmasi

Ratlara intraperitoneal 60mg/kg MNU verilerek Retinitis pigmentosa modeli

olusturuldu.

2.2. Gruplandirma

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

Grup I (Kontrol grubu) (n=7); Herhangi bir islem yapilmadi ve tedavi

verilmedi. Yedinci giinde analjezi ve anestezi verilerek gozler eniikle edildi.

Grup II (indiiksiyon grubu, Sham 1) (n=7); Bu gruptaki hayvanlara
intraperitoneal 60 mg/kg N-Metil-N-Nitroziire enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyondan
30 dakika (dk) once ve enjeksiyon sonrasi giinlilk 100 mg/kg intraperitoneal PBS
(Phosphate Buffered Saline pH 7.2) soliisyonu uygulandi. Ugiincii giinde analjezi ve

anestezi verilerek gozler eniikle edildi

Grup III (indiiksiyon grubu, Sham 2) (n=7); Bu gruptaki hayvanlara
intraperitoneal 60 mg/kg N-Metil-N-Nitroziire enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyondan
30dk once ve enjeksiyon sonrast giinliik 100 mg/kg intraperitoneal PBS (Phosphate
Buffered Saline pH 7.2) soliisyonu uygulandi. Yedinci giinde aneljezi ve anestezi

verilerek gozler entikle edildi.

Grup IV (indiiksiyon + Edaravon grubu) (n=7); Bu gruptaki hayvanlara
intraperitoneal 60 mg/kg N-Metil-N-Nitréziire enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyondan
30dk once, hemen sonra ve giinliik 2x3 mg/kg intraperitoneal Edaravon enjeksiyonu

uygulandi. Ugiincii giinde analjezi ve anestezi verilerek gozler eniikle edildi.
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Grup V (indiiksiyon + Edaravon 2 grubu) (n=7); Bu gruptaki hayvanlara
intraperitoneal 60 mg/kg N-Metil-N-Nitroziire enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyondan
30dk once, hemen sonra ve glinliik 2x3 mg/kg intraperitoneal Edaravon enjeksiyonu

uygulandi. Yedinci giinde analjezi ve anestezi verilerek gozler eniikle edildi.
Grup VI (indiiksiyon + Ellajik asit grubu) (n=7)

Bu gruptaki hayvanlara intraperitoneal 60 mg/kg N-Metil-N-Nitroziire
enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyondan 30dk 6nce, hemen sonra ve giinlilk 1x200 mg/kg
intraperitoneal Ellajik asit enjeksiyonu uygulandi. Ugiincii giinde analjezi ve anestezi

verilerek gozler eniikle edildi.
Grup VII (Indiiksiyon + Ellajik asit 2 grubu) (n=7)

Bu gruptaki hayvanlara intraperitoneal 60 mg/kg N-Metil-N-Nitroziire
enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyondan 30dk 6nce, hemen sonra ve giinliik 1x200 mg/kg
intraperitoneal Ellajik asit enjeksiyonu uygulandi. Yedinci giinde analjezi ve anestezi

verilerek gozler eniikle edildi.

2.3. Goz Dokularinin Alinmasi

Hayvanlara analjezi ve anestezi verilerek dekapite edildikten sonra gozler
eniikle edilmistir. Posterior segmentten retinal tabaka diseksiyonu yapildi ve sag
gozler ELISA yontemiyle Bax ve Bcl 2 degerlerinin belirlenmesi i¢in biyokimya
labaratuvarina, sol gozler ise H&E boyama ile retinal tabakalarin kalinlik 6l¢timii ve
immunohistokimyasal olarak rodopsin boyanmasi i¢in patoloji, apopitozisin TUNEL
(terminal deoxyribonucleotityl transferase-mediated dUTP-biotin end labeling)

isaretleme teknigi ile boyanarak gosterilmesi i¢in histoloji laboratuvarina génderildi.

2.4. TUNEL Boyama ile Apoptotik Hiicre Taramas

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

Xylene ile deparafinize edilen dokular, dereceli alkol serilerinden gecirilerek

phosphate buffered saline (PBS) ile yikandi. 0.05%°lik proteinase K ile 10 dakika
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inkiibe edilen dokular, endojen peroksidaz aktivitesini engellemek i¢in %3 hydrogen
peroxide ile 5 dakika inkiibe edildi. PBS ile dokular yikandiktan sonra, 6 dakika
Equilibration Buffer ile inkiibe edilip, 37° C’ de nemli ortamda c¢aligma soliisyonu
(%70 pl Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme) ile 60 dakika inkiibe edildi.
Stop/Wash Buffer da 10 dakika bekletilen dokular, Anti-Digoxigenin-Perosidaz ile
30 dakika muamele edildi. Diaminobenzidine (DAB) substrati ile apoptotik hiicreler
gorlntiilendi. Harris hematoksilen ile zit boyasi yapilan kesitler uygun kapatma
soliisyonu ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Novel N-800M mikroskobunda
incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL boyamanin
degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmis ¢ekirdekler normal,
kahverengi niikleer boyanma gdsteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi.
Kesitlerde 10'luk biiyiitmede rastgele secilen alanlarda, normal ve apoptotik en az
500 hiicre sayildi. Apoptotik hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik) hiicrelere
oranlanmasi ile Apoptotik indeks (AI)’i hesaplanarak istatistiksel analizleri yapildi.
Boyama metodu asagidaki tabloda ayrintili olarak verilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. TUNEL Boyama Prosediirii

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

Immiinohistokimyasal boyama igin retina ve OD’den gecen, dort mikron
kalinliginda kesitler parafin bloklardan hazirlandi. Kesitler rodopsin kiti (LifeSpan
BioSciences, Seattle, ABD, (1/500)) kullanilarak otomatik immunohistokimyasal
boyanma cihaz1 (Ventana, Benchmark XT) yardimiyla boyandi. Preparatlar 6zel
kapatma maddesi ile kapatilarak Olympus marka 1sik mikroskopu ile randomize
olarak incelendi. Ayni mikroskopun fotograf atagmani ile dokularin X40 biiyiitmede

dijital fotograflari ¢ekildi.

Boyamada immiinreaktivitenin yayginligt (0.1: <%?25,0.4: %26-50, 0.6:
%51-75, 0.9: %76-100) ve siddeti (0: yok, +0.5: ¢cok az, +1:az, +2: orta, +3: siddetli)
esas almarak histoskor olusturuldu. ‘Histoskor = Yayginlik x Siddet’ olarak

hesaplandi.

2.6. Bax- Bl 2 Degerlerinin Olgiimii

Rat retina doku supernatantlarinda; B-Cell Leukemia/Lymphoma 2 (Bcl2)
diizeyleri, (Rat Bcl2; Katalog no: SEA778Ra Cloud — Clone Corp., USA), Elisa
yontemiyle kit kataloglarinda belirtilen ¢alisma prosediirlerine uygun olarak calisildi.
Rat Bcl2 elisa kitinin 6l¢tim araligi: 78-5000 pg/mL, Intra-Assay: CV degeri <10%,
Inter-Assay: CV degeri <12 % sensitivitesi 28 pg/mL idi. Plate yikamalarinda
otomatik yikayici Bio-Tek ELXS50 (BioTek Instruments, USA), absorbans
okumalarinda ChroMate, Microplate Reader P4300 cihazlar1 (Awareness
Technology Instruments, USA) kullanildi. Test sonuglari diliisyon faktorii ile
carpilarak pg/mg olarak belirtildi.

Rat retina doku supernatantlarinda; Bcl2 Associated X Protein (Bax)
diizeyleri, (Rat Bax; Katalog no: SEB343Ra Cloud —Clone Corp., USA), Elisa
yontemiyle kit kataloglarinda belirtilen calisma prosediirlerine uygun olarak ¢alisildi.
Rat Bax elisa kitinin dl¢tim araligi: 12,5-800 pg/mL, Intra-Assay: CV degeri <10%,
Inter-Assay: CV degeri <12 % sensitivitesi 4,8 pg/mL idi. Plate yikamalarinda
otomatik yikayic1 Bio-Tek ELX50(BioTek Instruments, USA), absorbans
okumalarinda ChroMate, Microplate Reader P4300 cihazlar1 (Awareness
Technology Instruments, USA) kullanildi. Test sonuglar1 diliisyon faktori ile

carpilarak pg/mg olarak belirtildi.
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2.7. istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme SPSS 25,0 paket programi kullanilarak yapildi.
Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verildi. Her degisken i¢in normallik ve
varyanslarin esitligi varsayimlarinin saglanip saglanmadigi test edildi. Normal
dagilima uyan veriler i¢in parametrik olan Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA)
Testi kullanildi, varyanslarin esit olup olamama durumuna gore ise LSD ve Games
Howell test istatistiklerinden yararlanilarak p degerinin 0.05’in altinda olmasi

anlamli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

Deney siiresince deneklerin genel goriinim ve hallerinde degisiklik

gozlemlenmemistir.

3.1. TUNEL Boyama Sonuclari

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 1s1k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; diger gruplar kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, diger tiim gruplarda TUNEL boyama indeksi istatistiksel olarak
anlamli derecede artmusti (p<0.05). Sham 1 (PBS 3.giin) ile karsilastirildiginda
TUNEL pozitifligi sham 2 (PBS 7.giin)’de istatistiksel olarak anlamli derecede
artmistt (p<0.05). Sham 1 (PBS 3.giin) ile karsilagtirildiginda TUNEL pozitifligi
Edaravon 3. giinde istatistiksel olarak anlamli derecede azalmisti (p<0.05). Sham 1
(PBS 3.giin) ile karsilastirildiginda TUNEL pozitifligi Ellajik asit 3.giinde
istatistiksel olarak anlamli derecede azalmisti (p<0.05). Sham 2 (PBS 7.giin) ile
karsilastirildiginda TUNEL pozitifligi Edaravon 7.glinde istatistiksel olarak anlamli
derecede azalmisti (p<0.05). Sham 2 (PBS 7.giin) ile karsilastirildiginda TUNEL
pozitifligi Ellajik asit 7.giinde istatistiksel olarak anlamli derecede azalmisti
(p<0.05). Edaravon 3.giin ile karsilastirildiginda TUNEL pozitifliginde Edaravon
7.glinde istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0.05). Ellajik asit 3.giin ile
karsilastinlldiginda TUNEL pozitifliginde Ellajik asit 7.giinde istatistiksel olarak
anlaml bir fark yoktu (p>0.05). Edaravon 3.gilin ile karsilastirildiginda TUNEL
pozitifliginde Ellajik asit 3.giinde istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0.05).
Edaravon 7.glin ile karsilastirildiginda TUNEL pozitifliginde Ellajik asit 7.glinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p> 0.05).
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Tablo 2. Apoptotik indeks (%)

Grup OrtSD £ SD
Kontrol 0,57 £ 0,53
Sham 1 (PBS-3.giin) 6,85 + 0,89"
Sham 2 (PBS-7.giin) 1957 + 1,61°"
Edaravon-3.giin 1,71 £ 048"
Edaravon-7.giin 242 + 0,78"¢
Ellajik Asit-3.giin 1,42 + 0,53
Ellajik Asit-7.giin 242 + 1,139

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
*Kontrol grubuna gore karsilagtirildiginda,

®Sham1 (PBS 3.giin)’e gore karsilastirildiginda,
“Sham?2 (PBS 7.giin)’e gore karsilastirildiginda

4 Edaravon 3.giin’e gore karsilastirildiginda,
“Edaravon 7.giin’e gore kargilastirildiginda,

"Ellajik asit 3.giin’e gore karsilagtinldiginda,

€ Ellajik asit 7.giin’e gore karsilastirildiginda anlamh farklihig gostermektedir.

(*p<0.05)

H Apoptotik indeks (%)

27

24

i8

15

12

e

B &

Kontrol PBS (3. PBS (7. Edaravon Edaravon Ellajik Asit Ellajik Asit
giin) giin) (3. giin) (7. giin) (3. giin) (7. giin)
p<0,05 - ——====-- p>0,05

Sekil 26. Gruplara gore apoptotik indeks ytlizdelerinin karsilagtirilmasi

3.2. Retinal Hematoksilen-Eozin ile Boyanma Sonuclari

3.2.1. Dis Niikleer Tabaka Kahnhk Olgiimleri

Yapilan Hematoksilen — Eozin boyamanin

151k mikroskopi

incelenmesi sonucu; retina dokusu kontrol grubunda normal goriinlimdeydi.
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Fotoreseptorler

Sekil 27. Kontrol grubu Hematoksilen-Eozin boyanmasi
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda diger tiim gruplarda retinal dis niikleer

tabaka kalinlig istatistiksel anlamli derecede incelmisti (p<0.05).

Sekil 28. Sham 1 Hematoksilen-Eozin boyanmasi

Sham 1 (PBS 3.giin) ile karsilagtirildiginda sham 2 (PBS 7.giin)’de retinal dis

niikleer tabaka istatistiksel olarak anlamli derecede incelmisti (p<0.05).
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Sham 1 (PBS 3.giin) ile karsilastirildiginda Edaravon 3.giinde dig niikleer
tabaka istatistiksel olarak anlamli derecede kalind1 (p<0.05). Sham 1 (PBS 3.giin) ile
karsilastirildiginda Ellajik asit 3.giinde dis niikleer tabaka kalinliginda artis olmasina
ragmen, bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).

Sekil 29. Ellajik asit 3.giin Hematoksilen-Eozin boyanmasi

Sham 2 (PBS 7.giin) ile karsilagtirildiginda Edaravon 7.giinde dis niikleer
tabaka istatistiksel olarak anlamli dercede kalind1 (p<0.05).
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Sekil 30. Edaravon 7.glin Hematoksilen-Eozin boyanmasi

Sham 2 (PBS 7.giin) ile karsilastirildiginda Ellajik asit 7.giinde dis niikleer
tabaka kalinliginda artis olmasina ragmen, bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0.05). Edaravon 3.giin ile karsilastirildiginda Edaravon 7.giinde dis niikleer
tabaka kalinlig istatistiksel olarak anlamli derecede incelmisti (p<0.05). Ellajik asit
3.giin ile karsilastirildiginda Ellajik asit 7.glinde dis niikleer tabaka kalinligi
istatistiksel olarak anlamli derecede incelmisti (p<0.05). Edaravon 3.giin ile
karsilastirildiginda Ellajik asit 3.giinde dis niikleer tabaka kalinlig istatistiksel olarak
anlamli derecede incelmisti (p<0.05). Edaravon 7.giin ile karsilastirildiginda Ellajik
asit 7.glinde dis niikleer tabaka kalinligi istatistiksel olarak anlamli derecede

incelmisti (p<0.05).
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Tablo 3. D1s Niikleer Tabaka Kalinlig1 (um)

Grup OrtSD = SD
Kontrol 48,84 £ 2,08
Sham 1 (PBS-3.giin) 33,66 + 3,65
Sham 2 (PBS-7.giin) 2439 + 288"
Edaravon-3.giin 39,81 + 0.67°"
Edaravon-7.giin 3705 + 090"
Ellajik Asit-3.giin 3522 + 287
Ellajik Asit-7.giin 2613 + 1,399

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

*Kontrol grubuna gore karsilagtirildiginda,

®Sham1 (PBS 3.giin)’e gore karsilastirldiginda,

“Sham?2 (PBS 7.giin)’e gore karsilastirildiginda

4 Edaravon 3.giin’e gore karsilastirildiginda,

“Edaravon 7.giin’e gore karsilastirildiginda,

"Ellajik asit 3.giin’e gore karsilagtinldiginda,

¢ Ellajik asit 7.giin’e gore karsilastirildiginda anlamh farklihig gostermektedir.
(*p<0.05)

H Dis Niikleer Tabaka Kalinhg (um)
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Kontrol PBS (3. PBS (7. Edaravon Edaravon Ellajik Ellajik
giin) glin) (3.gilin) (7.glin)  Asit(3. Asit (7.
giin) giin)

p<0,05 ~ —=—==—=-=- p>0,05
Sekil 31. Gruplara Gore D1s Niikleer Tabaka Kalinliklarinin Karsilastirilmasi

3.2.2. D1s Niikleer Tabaka/ Total Retinal Kalinhk Orani

Yapilan Hematoksilen — Eozin (H&E) boyamanin 151k mikroskopi altinda
incelenmesi sonucu; dis niikleer tabaka kalinligt (DNTK) / total retinal
kalinlik(TRK) ol¢iimleri sonucunda; kontrol grubu ile karsilagtirildiginda tim

gruplarda DNTK/TRK orani istatistiksel olarak anlamli derecede diisiiktii (p<0.05).

68



L=45.476um

=162.858um

L=48.080um

Sekil 32. Dis Niikleer Tabaka/ Total Retinal Kalinlik Olgiimii

Sham 1 (PBS 3.glin) ile karsilastirildiginda sham 2 (PBS 7.giin)’de
DNTK/TRK orani istatistiksel olarak anlamli derecede diisiiktii (p<0.05). Sham 1
(PBS 3.giin) ile karsilastirildiginda Edaravon 3.giinde DNTK/TRK orani istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksekti (p<0.05). Sham 1 (PBS 3.giin) ile
karsilagtirildiginda Ellajik asit 3.giinde DNTK/TRK oraninda artig olmasina ragmen,
bu artig istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Sham 2 (PBS 7.giin) ile
karsilastirildiginda Edaravon 7.giinde DNTK/TRK orani istatistiksel olarak anlamli
yiiksekti (p<0.05). Sham 2 (PBS 7.giin) ile karsilagtirildiginda Ellajik asit 7.giinde
DNTK/TRK oraninda artis olmasina ragmen, bu artis istatistiksel olarak anlamli
degildi (p>0.05). Edaravon 3.glin ile karsilagtinnldiginda Edaravon 7.glinde
DNTK/TRK oran istatistiksel olarak anlamli diistiktii (p<0.05). Ellajik asit 3.giin ile
karsilagtirildiginda Ellajik asit 7.glinde DNTK/TRK orani istatistiksel olarak anlaml
diistiktli (p<0.05). Edaravon 3.giin ile karsilagtirildiginda Ellajik asit 3.giinde
DNTK/TRK oran istatistiksel olarak anlamli diisiiktii (p<0.05). Edaravon 7.giin ile
karsilastirildiginda Ellajik asit 7.glinde DNTK/TRK orani istatistiksel olarak anlamli
diisiiktii (p<0.05).
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Tablo 4. DNT/Total Retinal Kalinhk Yiizdesi (%)

Grup OrtSD + SD
Kontrol %2823 + 1,50
Sham 1 (PBS-3.giin) %21,83 + 2,19"
Sham 2 (PBS-7.giin) %15,55 =+ 1,97
Edaravon-3.giin %24,48 = 1,064
Edaravon-7.giin %2339 =+ 3,23 ¢
Ellajik Asit-3.giin %22,01 + 2,184
Ellajik Asit-7.giin %1743 + 1,384

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

*Kontrol grubuna gore karsilagtirildiginda,

®Sham1 (PBS 3.giin)’e gore karsilastirldiginda,

“Sham?2 (PBS 7.giin)’e gore karsilastirildiginda

4 Edaravon 3.giin’e gore karsilastirildiginda,

“Edaravon 7.giin’e gore karsilagtirildiginda,

"Ellajik asit 3.giin’e gore karsilagtinldiginda,

¢ Ellajik asit 7.giin’e gore karsilastirildiginda anlamh farklilig gostermektedir.
(*p<0.05)

H DNT/Total Retinal Kalinlik Orani
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Kontrol PBS (3. PBS (7. Edaravon  Edaravon Ellajik Asit  Ellajik Asit
giin) giin) (3. giin) (7. giin) (3. glin) (7. giin)

BOO05 L p>0,05

Sekil 33. Gruplara Gore Dis Niikleer Tabaka/ Total Retinal Kalinlik Oranlarinin

Karsilastirilmasi

3.3. Retinal Rodopsin Boyanma Sonuclari
Rodopsin i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin 1s1k mikroskopi
altinda incelenmesi sonucu; rodopsin immiinreaktivitesi kontrol grubunda

fotoreseptdr hiicre tabakasinda belirgin olarak izlenmistir.
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Sekil 34. Kontrol grubu rodopsin boyanmast
Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda diger tiim gruplarda rodopsin

immiinreaktivitesi istatistiksel olarak anlamli derecede diisiiktii (p<0.05).
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Sekil 35. Sham 1 rodopsin boyanmasi
Sham 1 (PBS 3.giin) ile karsilagtirildiginda sham 2 (PBS 7.giin)’de rodopsin

immiinreaktivitesi istatistiksel olarak anlamli derecede diisiiktii (p<0.05).
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Sekil 36. Sham 2 rodopsin boyanmasi

Sham 1 (PBS 3.giin) ile karsilastirildiginda Edaravon 3.giin’de rodopsin
immiinreaktivitesi istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti (p<0.05). Sham 1
(PBS 3.giin) ile karsilastinldiginda  Ellajik asit 3.giin’de  rodopsin
immiinreaktivitesinde artis olmakla beraber, sonuglar istatistiksel olarak anlamli

degildi (p>0.05).
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Sekil 37. Ellajik asit 3.giin rodopsin boyanmasi

Sham 2 (PBS 7.giin) ile karsilastirildiginda Edaravon 7.giin’de rodopsin

immiinreaktivitesi istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti (p<0.05).

.
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Sekil 38. Edaravon 7.giin rodopsin boyanmasi
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Sham 2 (PBS 7.gilin) ile karsilastirildiginda Ellajik asit 7.giin’de rodopsin

immiinreaktivitesinde artis olmakla beraber, sonuglar istatistiksel olarak anlamli

degildi (p>0.05).

Sekil 39. Ellajik asit 7.giin rodopsin boyanmasi

Edaravon 3.giin ile karsilagtirlldiginda rodopsin immiinreaktivitesinde
Edaravon 7.glinde diisiis olmakla beraber istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0.05). Ellajik asit 3.giin ile karsilastirildiginda rodopsin immiinreaktivitesi Ellajik
asit 7.giinde istatistiksel olarak anlamli derecede diisiiktii (p<0.05). Edaravon 3.giin
ile karsilastirildiginda rodopsin immiinreaktivitesi Ellajik asit 3.glinde istatistiksel
olarak anlamli derecede diisiiktii (p<0.05). Edaravon 7.giin ile karsilastirildiginda
rodopsin immiinreaktivitesi Ellajik asit 7.glinde istatistiksel olarak anlamli derecede

diisiiktii (p<0.05).
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Tablo 5. Rodopsin Immiinreaktivitesi

Grup Ort SD + SD
Kontrol 2,54 + 0,07
Sham 1 (PBS-3.giin) 1,47 + 0.11*
Sham 2 (PBS-7.giin) 1,27 + 0,25
Edaravon-3.giin 1,94 + 0,605
Edaravon-7.giin 1,75 + 0,293
Ellajik Asit-3.giin 1,62 + 0,17
Ellajik Asit-7.giin 1,29 + 0,066 "

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

*Kontrol grubuna gore karsilagtirildiginda,

®Sham1 (PBS 3.giin)’e gore karsilastirldiginda,

“Sham?2 (PBS 7.giin)’e gore karsilastirildiginda

4 Edaravon 3.giin’e gore karsilastirildiginda,

“Edaravon 7.giin’e gore karsilastirildiginda,

"Ellajik asit 3.giin’e gore karsilagtinldiginda,

¢ Ellajik asit 7.giin’e gore karsilastirildiginda anlamh farklihig gostermektedir.

(*p<0.05)
M Rodopsin immiinreaktivitesi
3.0 pE— @2 ] TEEETESRAREREEETRSEEEsTaAReERs
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Kontrol PBS (3. PBS (7. Edaravon Edaravon Ellajik Asit  Ellajik Asit
giin) glin) (3. glin) (7. giin) (3. gtin) (7. giin)
p<0,05 === ===- p>0,05

Sekil 40. Gruplara Gére Rodopsin Immiinreaktivitelerinin Karsilastirilmasi
3.4. Elisa Sonuclarn

3.4.1. Bcl 2 Diizeyleri

Tabloda gosterildigi gibi gruplar kendi aralarinda karsilagtirildiklarinda
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda diger tiim gruplarda ortalama Bcl 2 diizeyleri
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiiktii (p<0.05). Sham 1 (PBS 3.giin) ile
karsilastirildiginda sham 2 (PBS 7.giin)’de Bcl 2 ortalama degerleri istatistiksel
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olarak anlamli derecede diisiiktii (p<0.05). S6z konusu gruplarin ortalama Bcl 2
degerleri incelendiginde 7. giin sonunda, 3. giin sonuna gore yar1 yariya bir diisiis
oldugu goriilmektedir. Sham 1 (PBS 3.giin) ile karsilastirildiginda Edaravon
3.glin’de ortalama Bcl 2 degerleri anlamli derecede yiiksekti (p<0.05). Sham 1 (PBS
3.giin) ile karsilagtirlldiginda Ellajik asit 3.glin’de ortalama Bcl 2 degerleri anlamli
derecede yiiksekti (p<0.05). Sham 2 (PBS 7.giin) ile karsilastirildiginda Edaravon
7.giin’de ortalama Bcl 2 degerleri anlamli derecede yiiksekti (p<0.05). Sham 2 (PBS
7.glin) ile karsilastinldiginda Ellajik asit 7.giin’de ortalama Bcl 2 degerleri anlamli
derecede yliksekti (p<0.05). Edaravon 3.giin ile Edaravon 7.gilin karsilastirildiginda
gruplar arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0.05). Ellajik asit 3.gilin ile Ellajik asit
7.giin karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0.05). Edaravon
3.giin ile Ellajik asit 3.giin karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark yoktu
(p>0.05). Edaravon 7.giin ile Ellajik asit 7.glin karsilastirildiginda gruplar arasinda
anlamli bir fark yoktu (p>0.05). Sonug olarak ilaglar arasinda ve uygulanilan ilacin
farkli giinlerindeki Olc¢limleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu
(p>0.05). Edaravon 3.giin ve Ellajik asit 3.giin dl¢limlerinin Bcl 2 degerlerinin, 7.
giine gelindiginde her iki ilagta da diisiis gosterdigi tespit edildi.
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Tablo 6. Bcl 2 Diizeyleri (pg/mg)

Grup OrtSD = SD
Kontrol 768,48 =+ 94,25
Sham 1 (PBS-3.giin) 469,38 +  91,20"
Sham 2 (PBS-7.giin) 293,55 +  61,49""
Edaravon-3.giin 607,50 +  106,45*"
Edaravon-7.giin 51621 +  133,18%
Ellajik Asit-3.giin 550,60 +  137,46*™
Ellajik Asit-7.giin 531,54 + 102,28

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

*Kontrol grubuna gore karsilagtirildiginda,

®Shaml (PBS 3.giin)’e gore karsilagtirildiginda,

“Sham? (PBS 7.giin)’e gore karsilagtirildiginda

4 Edaravon 3.giin’e gore karsilastirildiginda,

Edaravon 7.giin’e gore karsilagtirildiginda,

"Ellajik asit 3.giin’e gore karsilastirldiginda,

£ Ellajik asit 7.giin’e gore kargilastirildiginda anlamh farklihg géstermektedir.

*(P<0.05).
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giin) giin) (3.gun) (7. gin) (3. giin) (7. gin)
p<0,05 - - p>0,05

Sekil 41. Gruplara gore Bcl 2 degerlerinin karsilagtirilmasi
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3.4.2. Bax Diizeyleri

Tabloda gosterildigi gibi gruplar kendi aralarinda karsilagtirildiklarinda
kontrol grubu ile karsilastirildiginda diger tiim gruplarda ortalama Bax diizeyleri
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti (p<0.05). Sham 1 (PBS 3.giin) ile
karsilastirildiginda sham 2 (PBS 7.giin)’de ortalama Bax degeri istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksekti (p<0.05). Sham 1 (PBS 3.giin) ile karsilastirildiginda
Edaravon 3.giin’de ortalama Bax degeri istatistiksel olarak anlamli derecede diistiktii
(p<0.05). Sham 1 (PBS 3.giin) ile karsilastirildiginda Ellajik asit 3.giin’de ortalama
Bax degeri istatistiksel olarak anlamli derecede diisiiktii (p<0.05). Sham 2 (PBS
7.giin) ile karsilastirildiginda Edaravon 7.glinde ortalama Bax degerinde azalma
olmakla birlikte, bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Benzer
sekilde sham 2 (PBS 7.giin) ile karsilastirildiginda Ellajik asit 7.glinde ortalama Bax
degerinde azalma olmakla birlikte, bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0.05). Edaravon 3.giin ile Edaravon 7.glin arasinda Bax degerleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktu (p>0.05). Ellajik asit 3.giin ile Ellajik
asit 7.glin arasinda Bax degerleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
yoktu (p>0.05). Edaravon 3.giin ile Ellajik asit 3.giin ile arasinda Bax degerleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktu (p>0.05). Edaravon 7.giin ile
Ellajik asit 7.gilin ile arasinda Bax degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik yoktu (p>0.05).

Tablo 7. Bax Diizeyleri (pg/mg)

Grup OrtSD =+ SD
Kontrol 2505 =+ 3,68
Sham 1 (PBS-3.giin) 43,09 + 3,44
Sham 2(PBS-7.giin) 60,10 =+ 13,14*"
Edaravon-3.giin 3527 + 2,58
Edaravon-7.giin 4136 =+ 4,43
Ellajik Asit-3.giin 34,17 + 551"
Ellajik Asit-7.giin 48,18 + 15,27

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

*Kontrol grubuna gore karsilagtirildiginda,

®Sham1 (PBS 3.giin)’e gore karsilastirldiginda,

“Sham?2 (PBS 7.giin)’e gore karsilastirildiginda

4 Edaravon 3.giin’e gore karsilastirildiginda,

¢ Edaravon 7.giin’e gore karsilastirildiginda,

"Ellajik asit 3.giin’e gore karsilastirildiginda,

£ Ellajik asit 7.giin’e gore karsilagtirildiginda anlamli farklilig gostermektedir.

#(p<0.05).
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i Ortalama Bax Degerleri (pg/mg)
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Sekil 42. Gruplara gore Bax degerlerinin karsilagtirilmasi

3.4.3. Bax / Bel 2 orani

Tabloda gosterildigi gibi gruplar kendi aralarinda karsilastirildiklarinda
kontrol grubu ile karsilastirildiginda diger tiim gruplarda ortalama Bax / Bcl 2
diizeyleri istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti (p<0.05). Sham 1 (PBS
3.giin) ile karsilastirildiginda Bax / Bel 2 orant Sham 2 (PBS 7.giin)’de istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksekti (p<0.05). Sham 1 (PBS 3.giin) ile
karsilagtirildiginda Bax / Bel 2 oran1 Edaravon 3.giin’de azalma olmakla birlikte bu
azalma istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Sham 1 (PBS 3.giin) ile
karsilastirildiginda Bax / Bel 2 orani Ellajik asit 3.glin’de azalma olmakla birlikte bu
azalma istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Sham 2 (PBS 7.giin) ile
karsilagtirildiginda Bax / Bel 2 oran1 Edaravon 7.giin’de istatistiksel olarakli anlaml
derecede diisiiktii (p<0.05). Sham 2 (PBS 7.giin) ile karsilastirildiginda Bax / Bcl 2
orani Ellajik asit 7.glin’de istatistiksel olarakli anlamli derecede diisiiktii (p<0.05).
Edaravon 3.giin ve 7.glin karsilastirildiginda Bax / Bel 2 orani agisindan gruplar
arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0.05). Edaravon 3.giin ile Ellajik asit 3.giin
karsilastirildiginda Bax / Bcl 2 orami acisindan gruplar arasinda anlamli bir fark

yoktu (p>0.05). Ellajik asit 3.giin ve 7.glin karsilastirildiginda Bax/ Bcl 2 orani
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acisindan gruplar arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0.05). Edaravon 7.giin ile Ellajik
asit 7.gilin karsilastirildiginda Bax / Bel 2 oran1 agisindan gruplar arasinda anlamli bir
fark yoktu (p>0.05). lilaglar arasmnda ve uygulanilan ilacin farkli giinlerindeki
Olctimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0.05). Edaravon
3.giin ve Ellajik asit 3.giin dl¢iimlerinin Bax / Bel 2 oranlarinin, 7.giine gelindiginde

her iki ilacta da artig gosterdigi tespit edildi.

Tablo 8. Bax / Bcl 2 Orani

Grup OrtSD =+ SD
Kontrol 0,033 <+ 0,004
Sham 1(PBS-3.giin) 0,097 =+ 0,024
Sham 2(PBS-7.giin) 0207 =+ 0,027
Edaravon-3.giin 0,060 = 0,011*
Edaravon-7.giin 0,089 = 0,034
Ellajik Asit-3.giin 0,066 + 0,020
Ellajik Asit-7.giin 0,094 + 0,037

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

*Kontrol grubuna gore karsilagtirildiginda,

®Sham1(PBS 3.giin)’e gore karsilastirildiginda,

“Sham2(PBS 7.giin)’e gore karsilastirildiginda

4 Edaravon 3.giin’e gore karsilastirildiginda,

Edaravon 7.giin’e gore karsilagtirildiginda,

"Ellajik asit 3.giin’e gore karsilastirildiginda,

€ Ellajik asit 7.giin’e gore karsilastirildiginda anlamh farklilign gostermektedir.
#(p<0.05).
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i Bax / Bcl 2 Orani
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Sekil 43. Gruplara gére Bax/Bcl 2 oraninin karsilastirilmasi
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4. TARTISMA

Retina distrofileri geri doniisiimii olmayan fotoreseptor hasari ile giden,
kalitsal ve genetigi karmasik bir grup hastaliktan olusmaktadir (1,2). Tiim diinyada
korliik ve az gérme nedenleri arastirildiginda; erigskin hastalarda katarakt, glokom ve
yasa bagli makula dejenerasyonu; cocukluk ¢aginda ise retina hastaliklari, 6zellikle
herediter retina distrofileri (HRD) 6nemli bir yer tutmaktadir (3-8). Herediter goz
hastaliklarinin 6nemli bir boliimiinii olusturan retina dejenerasyonlari, Retinitis
pigmentosa’dan (RP) makiiler dejenarasyonlara kadar uzanan genis bir spektrum
gizer.

Retinitis pigmentosa, en sik goriillen herediter fundus distrofisidir (3). RP;
retinadaki RPE ve rod fotoreseptor hiicrelerine ait genlerde meydana gelen veya
kalitilan mutasyonlar sonucu, zaman igerisinde ilerleyici dejenerasyon ve fonksiyon
kayb1 ile giden heredoretinal hastaliktir. Bilateral ve simetrik olan RP’nin insidansi,
1: 3000- 1: 5000 arasindadir. Dolayzisi ile bu hastaligin diinyada 1,5-2 milyon insant,
tilkemizde ise 15- 20 bin kisiyi etkiledigi diisiiniilmektedir.

Hastalar dogduklarinda herhangi bir klinik belirti gostermezler. Bununla
birlikte hayatlarmin gesitli dekadlarinda semptomlar belirmeye baslar ve zamanla
tam korliikle sonuclanir. Hastaligin erken evrelerindeki baslica bulgu gece
korligiidiir. Karanli§a uyum azalmistir, 1518a hassasiyet, yesil ve mavi
diskromatopsi, subkortikal katarakt, optik diskte gliotik mumsu solukluk, retina
damarlarinda atrofi mevcuttur. Periferal gérme tamamen kaybolmustur. Kon
hiicreleri korundugu i¢in, tiinel goriintisii seklinde merkezi gorme mevcuttur.
Hastalarin bir¢ogunda rodlardan sonra kon hiicreleri de atrofiye ugradigindan zaman
icerisinde tam korliik gelismektedir.

Retinitis pigmentosa’da {i¢ temel kalitim sekli tanimlanmistir. Hastalarin %20
— 25’inden otozomal dominant (ODRP), %15- 20’sinden otozomal resesif (ORRP)
ve %15-10’undan X’e bagl gecis (XBRP) sorumlu iken; aile hikayesinin olmadigi
‘simplex’ ya da izole grup hastalarin %40- 50’sini olusturmaktadir (60,61).
Hastaligin seyri hastadan hastaya hatta ayni ailenin degisik bireyleri arasinda dahi
farkliliklar gosterse de hastaligin seyrinin X’e bagli formda en hizli, dominant

formda en yavas ve resesif tipte orta siddette oldugu kabul edilmektedir (62). RP
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hastaligi, Usher sendromu veya Bardet-Biedl sendromu ile beraber ‘Sendromik RP’
klinik tablosunu olusturur (72,75).

Genetik mutasyonlarin séz konusu olan hiicrelere olan etkileri bilinse de
hangi mekanizma veya mekanizmalarla hiicrelerin 6liimiine neden oldugu
bilinmemektedir. Kalitsal retina dejenerasyonlarinin molekiiler patolojisi ayrintili
olarak incelenen giincel aragtirma konularindan biridir. Norodejeneratif
hastaliklardan Parkinson, Alzheimer hastalifi ve Down Sendromunda oldugu gibi
Retinitis pigmentosada ortak patolojik siire¢ apoptozistir. Insanlarda oldugu gibi
degisik hayvan RP modellerinde de fotoreseptdr hiicre 6liim yolunun apoptozis
oldugu gosterilmistir. RP’deki asil gizemli olay ise, genlerde olusan mutasyonlarin
ne sekilde apoptozise yol actigidir.

Bulmacanin bir diger pargasi ise merkezi gérmeden sorumlu kon hiicrelerin,
rod hiicrelerinin maruz kaldigi genetik defektten etkilenerek apoptozise ugrama
nedenidir. Membran stabilitesindeki bozukluk, anormal fototransdiiksiyon kaskad
proteinleri, direkt hiicre i¢i Ca++/Na+ arasindaki sitotoksik dengesizlikler ve hiicre
ici ¢cGMP seviyelerinin artmasi; rod ve kon hiicrelerin oliimlerine yol agan
olasiliklardandir. Tiim bu olasiliklar muhtemelen fotoreseptor hiicreleri, apapotozise
stiriikleyerek Oliimlerine neden olmaktadir. Retinanin oldukca yiiksek bir metabolik
hiz1 vardir ve ihtiya¢ duydugu enerji, oksijen varliginda sentez edilir (90). Retinadaki
tim hiicrelerin bu nedenle hipoksiye karsi direngleri diisiiktiir. Hiicre igerisinde
meydana gelen metabolik faaliyetler sonucu olusan oksidatif stres etkileri RP’li
hastalarda fazla bilinmemekle birlikte, hiicreleri apoptozise stiriikleyerek liimlerine
neden olduklar1 diisiiniilmektedir. Rodlarin 6liimiine yol agan diger olasi
mekanizmalar arasinda, hiicrenin metabolik aktivitesini durduran, membran
biitiinltiglinli bozan basit nekrotik isleyis vardir ki; serbest radikaller, cesitli toksinler
ve enflamatuvar ajanlar tarafindan gergeklestirilir. Retinada oksijen kullaniminin
dogal sonucu olarak reaktif oksijen metabolitleri (ROS) meydana gelmektedir. Basta
mitokondriyal elektron transportu olmak {izere, fagositik aktivasyon, ¢esitli sentez ve
degradasyon reaksiyonlarinda ROS olusmakta ve prooksidan/antioksidan dengenin
prooksidanlar lehine kaymasi1 sonucunda gelisen oksidatif stres, ¢esitli mekanizmalar
ile biyomolekiillere hasar vermektedir (207). ROS olusumundaki artma, antioksidan

enzim diizeylerindeki azalma sonucu hiicrenin oksidatif strese karst savunma hatti
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kirilmakta ve hiicreler Olime siirliklenmektedir (93). Prooksidan/antioksidan
dengesindeki bu degismeler dogal olarak antioksidanlarin hastaligin seyrini
degistirmekte etkili olabilecegi fikrini diistindliirmiistiir. Cesitli antioksidanlarla ilgili
farkli bir¢cok arastirma yapilmistir (78).

Berson ve ark. (106) giinliik 15,000 IU vitamin A palmitat’mm RP ve Usher
sendromlu hastalarda etkisini aragtirmiglardir. Vitamin A palmitat tedavisi alan
grupta kontrol grubuna gore elektroretinogram (ERG) yanitlarinda zaman iginde
daha az diisiis saptamiglardir. RP’li hastalarda giinlik 15,000 IU vitamin A
palmitat’in hastaligin progresyonunu yavaslatmada faydali olacagini belirtmislerdir.

Retinitis pigmentosa tedavisi i¢in docosahexaenoic acid (DHA)nin rolii de
arastiritlmistir. Berson ve ark. RP’li hastalardan vitamin A palmitat tedavisine
baslanilan hastalara es zamanli gilinliik 1200 mg DHA takviyesi vermisler ve
hastalardaki retinal dejenerasyon oranini arastirmislardir. Vitamin A palmitat tedavisi
ile es zamanl giinlik 1200 mg DHA takviyesi alan hastalarda, DHA takviyesi
almayanlara gore daha az retinal dejenerasyon gozlemislerdir. Hastalarin gérme alan
duyarliliginda ve ERG yanitlarinda belirgin iyilesme saptanirken, bu faydalarin iki
yildan fazla siirmedigi tespit edilmistir (107).

Berson ve ark.’nin yaptiklar1 diger bir ¢alismada sigara igmeyen ve vitamin A
takviyesi alan RP’li hastalara lutein takviyesi vererek Humphrey Field Analyzer
(HFA) 60—4 programu ile hastalar1 takip etmiglerdir. Caligma sonucunda vitamin A
tedavisi ile birlikte lutein takviyesinin RP’li hastalarda midperiferal gérme alani
kaybini1 yavaslattigini tespit etmislerdir (200).

Berson ve ark. (201) vitamin A tedavisi yaninda giinliik diisiik ve yiliksek
omega 3 diyetiyle beslenen RP’li hastalarin 4-6 yillik siire zarfinda gorme
keskinliklerindeki degisimini degerlendirmislerdir. Vitamin A tedavisi alan RP’li
hastalarda yiiksek omega 3 diyetinin gérme keskinli§inde daha az diisiis sagladigim
tespit etmislerdir.

Pasantes-Morales ve ark. (202) taurin, diltiazem ve vitamin E birlesiminin
RP’li hastalarin gérme alani progresyonuna olan etkisini arastirmiglardir. 3 yillik
izlem sonrasinda taurin, diltiazem ve vitamin E tedavisini alan hastalarin plasebo

grubuna gore gorme alan kaybinin daha az oldugunu tespit etmislerdir. Bu etkinin,
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fotoreseptorlerin serbest radikal hasarindan korunmalar1 neticesiyle oldugunu
belirtmislerdir.

Lee ve ark. (203) deneysel RP modelinde oral N-acetylcystein (NAC)’1n kon
hiicrelerine olan etkisini aragtirmiglardir. NAC verilen grupta kontrol grubuna gore
kon hiicre oliimiinde azalma tespit etmislerdir. Ayrica oksidatif hasarin daha az
olmasi nedeniyle kon hiicre fonksiyonlarimi korundugunu da tespit etmislerdir.

Kiuchi ve ark. (204) deneysel RP Modelinde Nikotinamid (vitamin B3,
NAM)’in MNU’nun indiikledigi fotoreseptor hiicre kaybina etkisini arastirmiglardir.
NAM’m doz bagimli sekilde fotoreseptor hiicre Oliimiinii baskiladigini tespit
etmislerdir.

Kiuchi ve ark. (205) deneysel RP modeliyle yaptiklar1 diger bir ¢alismada
1000 mg/kg NAM’1n rod ve kon hiicreleri iizerindeki etkisini aragtirmiglardir. 1000
mg/kg NAM’in rod ve kon hiicrelerini MNU’ya bagli olusan hasardan korudugu
skotopik ve fotopik ERG sonuglariyla tespit etmislerdir. 1000 mg/kg NAM ile
fotoreseptdr hiicre kaybinin baskilandigi yapisal ve fonksiyonel olarak tespit
etmislerdir.

Emoto ve ark. (206) deneysel RP modelinde bir antioksidan ajan olan
Curcumin (zerdecal saris1)’in  roliinii arastirmiglardir. Gilinlik 200 mg/kg
Curcumin’in fotoresptor hiicre kaybini baskiladigini tespit etmislerdir. Curcumin’in
RP baslangig ve ilerleyisini yavaslatmada faydali olabilecegini belirtmiglerdir.

Komeima ve ark. (94) deneysel RP modelinde fotoreseptdr hiicreleri oksidatif
hasardan maksimum korumak amacli antioksidan karisim (o tokoferol (200 mg/kg),
askorbik asit (250 mg/kg), Mn (Ill)tetrakis (4-a benzoik asit), porfirin (10 mg/kg) ve
a lipoik asit (100 mg/kg) tedavisinin etkisini aragtirmiglardir. Calisma sonucunda
antioksidan karigiminin kon hiicrelerindeki oksidatif hasar1 azalttigi ve kon hiicre
dansitesinde %50 artisa neden oldugunu tespit etmislerdir.

Lin ve ark. (208) deneysel RP modelinde antioksidan 6zelligi de bulunan
Chrysphanol’un  fotoreseptér hiicreleri {izerindeki etkisini aragtirmiglardir.
Chrysphanol’un ndroprotektif etkisiyle fotoreseptor hiicre apoptozisini azaltip, glial
aktivasyonu inhibe ettigini tespit etmislerdir. RP tedavisinde Chrysphanol’un

terapdtik amacla kullanilabilecegini belirtmislerdir.
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Emoto ve ark. (209) MNU ile olusturulan RP modelinde yesil cay ekstratinin
fotoreseptor hiicreleri tizerindeki etkisini aragtirmiglardir. Yesil ¢ay ekstratinin ‘hem
oksijenaz 1’1 baskilayarak fotoreseptor hiicre apoptozisini azalttigini tespit
etmiglerdir. Bu etkinin yesil ¢ay ekstratinin antioksidan etkisiyle oldugunu
distinmislerdir.

Imai ve ark. (199) isikla fotoreseptdr hiicre hasari olusturarak sistemik
Edaravon’un fotoreseptor hiicrelere etkisini degerlendirmislerdir. Fotoreseptor
hasarini; dis retinal kalinlik 6l¢iimii ve ERG ile; retinal hiicre hasarini ise TUNEL
boyama ve 8-hidroksi-2-deoksiguanosin(8-OHdG) ekspresyonu ve mitojen-aktive
protein kinazlar (MAPKSs)’larin fosforilasyonunun immunhistokimyasal boyama ile
degerlendirmislerdir. Caligsma sonucunda, dis retinal kalinliklar degerlendirildiginde
intraperitoneal 3 mg/kg Edaravon ve 1 mg/kg intravitreal Edaravon’un isikla
indiiklenen fotoreseptor hasarindan koruyucu oldugunu, ERG sonuglarindaysa
intraperitoneal 3 mg/kg Edaravon’un retinal disfoksiyonu inhibe ettigini tespit
etmislerdir. Ayn1 zamanda intraperitoneal 3 mg/kg Edaravon’un TUNEL-pozitif
hiicre sayisini, 8-OHdG ve fosforile INK’y1 azalttig: tespit etmislerdir. Bu bulgular,
1518a bagl retinal hasarda oksidatif stresin Onemli rol oynadigini ve sistemik
Edaravon’un fotoreseptdr dejenerasyonunu yavaslattigini gostermektedir.

Tsuruma ve ark. (27) MNU ile olusturulan RP modelinde Edaravon’un
etkisini arastirmiglardir. Edaravon’un dis niikleer tabakalarda incelmede azalma,
TUNEL pozitif hiicre sayisinda ve oksidatif stres belirteclerinde azalma tespit
etmislerdir.

Giliniimlizde ¢ogunlukla transgenik yontemler, herediter hayvan modelleri
veya 151k, MNU, vitreusa demir implantasyonu ve intravitreal L-ornithin hidroklorid
enjeksiyonu gibi ajanlarla indiiklenen hayvan modelleri ile Retinitis pigmentosa
modeli olusturulmakta ve fotoreseptdr hiicre hasarimi engelleyici etkisi bilinen ve
fotoreseptor hasarindan olas1 koruyucu etkileri olan ajanlar karsilastirilmaktadir.
MNU ile indiiklenen RP modeli insan RP hastaligiyla bir¢ok agidan benzerlik
gostermektedir. Ilk olarak 1967 yilinda Herrold (188) hamsterlara sistemik MNU
uygulayarak retinal dejenerasyon olusturmustur. Sonrasinda ratlarda Nakajima ve ark
(214), diger tiirlerde ise Yuge ve ark. (215) MNU’ya bagli retinal dejenarasonun

apoptoza bagli oldugunu gostermislerdir.
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MNU’ya bagl apoptozis kaskadinda MNU verildikten 12 saat sonra Bel 2’
nin azalmis olup, 24 saat sonra Bax’ 1n arttifi gosterilmistir (216). Hastalik
progresyonu hizli olmakta ve fotoreseptor hiicre apoptozu 7.giin sonunda sona
ermektedir (28). MNU’nun verdigi hasar DNA ile etkilesime girerek reaksiyon
triinleri  olusturmast ve bu {rlinlerin  fotoreseptér hiicre ¢ekirdeklerine
baglanmasindan kaynaklandigi belirtilmistir. Retinada sadece fotoreseptor hiicrelere
etki edip diger hiicreleri etkilememesi ve hizli etkili olmas1 nedeniyle MNU modeli
RP i¢in ideal bir modeldir.

Biz antioksidan 6zelligi bilinen Edaravon ve Ellajik asit’in, retinal oksidatif
hasar ve fotoreseptdr hiicre kaybi lizerindeki etkisini tespit etmeyi amagladigimiz bu
calismamizi, MNU ile indiiklenen Retinitis pigmentosa modeli ile gergeklestirdik. 6-
8 haftalik Sprague-Dawley cinsi ratlarda, intraperitoneal 60 mg/kg MNU’ nun 3.giin
ve 7.giin sonunda fotoreseptdr hiicrelerde apoptoza yol actigini gozlemledik.
Edaravon, Ellajik asit ve MNU’nun doz ve uygulama sekillerini daha onceki
calismalarda gosterilmis olan etkin doz ve uygulama sekillerine gore gerceklestirdik
(27,199).

Ellajik asit ahududu basta olmak iizere bir¢cok bitkide bulunan zayif asidik
yapil1 antioksidan bir ajandir. Ellajik asit kanserojen maddelerin bagirsakta emilimini
inhibe etmekte, ayrica bagirsaktan atilimimi arttirmaktadir. Yapilan g¢alismalarda
Ellajik asit’in prokanserojenlerin aktivasyonunu azaltti§i ve sitokrom P450
miktarinda da diisiise neden oldugu gosterilmistir. Ellajik asit’in DNA
replikasyonunda, transkripsiyonunda, rekombinasyonunda, hiicre ¢ogalmasi ve
farklilagsmasinda 6nemli rol oynayan Topoizomeraz I ve Il enzimlerinin ¢alismasin
onleyerek tiimdr hiicresinin gelisimini engelledigi de gosterilmistir (210). Polisiklik
aromatik hidrokarbonlarin kanserojen etkilerinin inhibisyonunun ¢aligildig1 bir
calismada fenolik asitler igerisinde bu etkinin en fazla Ellajik asit’te oldugu
gorilmistir (211). Ayrica Ellajik asit’in bir ¢esit mikotoksin olan aflatoksinin
DNA’ya baglanma ve mutajen etkisini azaltma etkileri mevcuttur (212). Kanser
genetiginde mutasyon olusumu son derece 6nemli bir esiktir, bu esik ortamda yeterli
mutajen oksidan varligiyla kolaylikla asilabilir. Ellajik asit ise bu siireci
engelleyebilen kuvvetli bir antioksidandir (213). FEllajik asit’in  retinal

dejenerasyonda kullanimina ait literatiirde herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.
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Edaravon yar1 6mrii 5.4 dakika olan serbest radikal tutucudur. Antioksidatif,
antiapoptotik, ndroprotektif ve anti-enflamatuvar etkileri bildirilmistir (25,26).
Edaravon, iskemik inme ve ALS gibi dejeneratif ndrolojik bozukluklar gibi bir¢ok
serebral vaskiiler bozukluktan kaynaklanan, noronal hasar / 6liim ile yiiksek oranda
iligkili olan serbest hidroksil radikallerini ve peroksinitrit radikallerini temizler (152).
Edaravon prostasiklin iiretimini arttirir, hidroksil radikallerini yakalayarak aragidonik
asidin lipoksijenaz metabolizmasin1 azaltir ve alloksanin neden oldugu lipid
peroksidasyonunu inhibe eder (150,151). Edaravon iskemi reperfiizyon beyin
hasarinda Bax/Bcl 2 bagimli antiapoptotik mekanizmayla néroprotektif etki gosterir
(155). Deneysel retina dekolmaninda Bel 2 ekspresyonunu arttirarak fotoreseptor
hiicre 6liimiinii diizenledigi gosterilmistir (156).

Calismamizda sham gruplarinda kontrol grubuna gore proapoptotik molekiil
olan Bax degerlerinin yiiksekligi, antiapoptotik Bcl 2 degerlerinin diistikligi,
Bax/Bcl 2 degerlerinin yiiksekligi, TUNEL boyama sonuglarinda apoptotik indeks
yiiksekligi, H&E boyamada dis niikleer tabaka kalinliklarin azalmasi ve rodopsin
boyamadaki rodopsin-immiinreaktivitelerinin azalmast MNU’nun apoptozis yoluyla
retinal dejenerasyona yol actigmin gostergesidir ve literatlir ile uyumludur. Bu
degerlerin 7.glin sonunda (Grup 3, Sham 2) 3.giine (Grup 2, Sham 1) gore daha
anlamli olmast MNU’nun etkisinin 7 giine kadar devam ettiginin gostergesidir ve
literatiirle uyumludur. Sham gruplarinda H&E boyamada dis niikleer tabaka
kalinliklarinda azalma goriiliip i¢ retinal tabakalarda degisiklik olmamasi1 ve rodopsin
immiinreaktivitesinin azalmasi da MNU’nun sadece fotoreseptor hiicrelere etki
ettiginin bir gostergesidir ve literatiirle uyumludur. Tiim bu bulgular ¢alismamizda
RP modeli olusturuldugunun bir gostergesidir.

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 11k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; sham 1 (PBS 3.giin) ile karsilastirildiginda
TUNEL pozitifliginde Edaravon 3.giin ve Ellajik asit 3.giinde istatistiksel olarak
anlamli bir azalma saptandi. Sham 2 (PBS 7.giin) ile karsilastirildiginda TUNEL
pozitifliginde Edaravon 7.gilin ve Ellajik asit 7.giinde istatistiksel olarak anlamli bir
azalma saptandi. Edaravon ve Ellajik asit karsilastirildiginda TUNEL pozitifligi
acisindan aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik saptanmadi. Bu

sonuglar her iki ilacin da sham gruplarina gore 3. ve 7.giinlerde bu parametrelerde
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istatistiksel olarak anlamli koruma sagladigim1 ve ilaglar arasi etkinlik fark:
olmadigin1 géstermistir.

Hiicrede proapoptotik proteinler fazla ise hiicre apoptoza egilimlidir.
Antiapoptotik proteinler fazla ise hiicre apoptoza daha az egilimlidir (80).
Proapoptotik tiyeler Bad, Bax, Bid, BclXs, Bak, Bim, Puma ve Noxa’dir. Bu
proteinler sitozolde yer alirlar. Sitokrom-c ve AIF (Apoptoz indiikleyici faktdr)
salinimini artirarak apoptozu indiiklerler. Antiapoptotik tliyeler ise Bcl-2, Bel-xL ve
Mcl-1°dir. Bu proteinler de mitokondriyon dis membraninda, endoplazmik
retikulumda ve ¢ekirdek zarinda yer alirlar. Por olusumunu saglaylp iyon
transportunu diizenlerler. Ozellikle hiicredeki Ca++ oranmi kontrol ederler. Ayrica
kaspazlarin oncii formlariyla AIF ve sitokrom-c salinimini bloke ederek apoptozu
inhibe ederler (80, 81, 83).

Calismamizda bir antiapoptotik protein olan Bcl 2’nin ortalama degerleri
karsilastirildiginda, sham gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak daha
diisiik degerler bulundu. Sham grubunda 7.giindeki ortalama Bcl 2 degeri 3.giine
gore istatistiksel olarak olarak anlamli diisiik saptandi. Edaravon 3.giin ve 7.giin
sirastyla sham 1 ve sham 2 ile karsilastirildiginda hem 3.giinde hem de 7.giinde
Edaravon grubunda ortalama Bcl 2 degeri istatiksel olarak anlamli yiiksek bulundu.
Benzer sekilde Ellajik asit 3.giin ve 7.giin sirastyla sham 1 ve sham 2 ile
karsilagtirildiginda hem 3.gilinde hem de 7.gilinde Ellajik asit grubunda ortalama Bcl 2
degeri istatiksel olarak anlamli yiiksek bulundu.

Edaravon ve Ellajik asit gruplart kendi aralarinda karsilastirildiklarinda
ortalama Bcl 2 degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamada.

Bir proapoptotik protein olan Bax’in ortalama degerleri karsilastirildiginda,
sham 1 ve sham 2 gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak daha yiiksek
degerler bulundu. Sham 2 grubunda ortalama Bax degerleri sham 1 grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli yiiksek saptandi. Edaravon ve Ellajik asit gruplari sham 1
grubu ile karsilastirildiginda 3.glinde Edaravon ve Ellajik asit grubunda ortalama Bax
degeri istatiksel olarak anlamli diigiik bulundu. Ancak Edaravon ve Ellajik asit 7.gilin
gruplar1 sham 2 ile karsilagtirildiginda ortalama Bax degerleri agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamadi. Edaravon ve Ellajik asit gruplar1 kendi aralarinda

Bax degerleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi.
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Bax / Bcl 2 hiicrelerin apoptoza olan egilimini gostermektedir. Bizim
calismamizda ortalama Bax / Bcl 2 orani degerlendirldiginde, sham 1 ve sham 2
gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek degerler
bulundu. Edaravon ve Ellajik asit gruplarinin Bax / Bcl 2 orani1 sham 2 grubu ile
karsilastirildiginda 7.glinde, Edaravon ve Ellajik asit grubunda istatiksel olarak
anlamli diisiik bulundu. Ancak Edaravon ve Ellajik asit 3.giin gruplari sham 2 grubu
ile karsilastirildiginda Bax / Bcl 2 oraninda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamadi. 3. Ve 7.giinde Edaravon ve Ellajik asit gruplar1 kendi aralarinda
karsilastirildiklarinda Bax / Bcel 2 orani arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamadi.

Retinitis pigmentosa’da fotoreseptdr hasar1 nedeniyle basta rod hiicrelerinin,
sonrasinda da kon hiicrelerinin apoptoza ugramasiyla dis niikleer tabakada progresif
bir incelme olmaktadir. Bizim c¢alismamizda Hematoksilen-Eozin boyama
sonucunda, retina dokusu kontrol grubu ile karsilastirildiginda sham 1 (PBS 3.giin)
ve sham 2 (PBS 7.glin)’de retinal dis niikleer tabakada anlamli incelme gozlendi.
Sham 1 (PBS 3.giin) ile karsilastirildiginda sham 2 (PBS 7.giin)’de dis niikleer
tabakadaki anlamli bir incelme saptandi. Sham 1 (PBS 3.giin) ve sham 2 (PBS 7.giin)
ile karsilastirildiginda Edaravon 3.giin ve 7.glinde dis niikleer tabaka kalinliginda
anlamli derecede artis izlendi. Fakat sham 1 (PBS 3.giin) ve sham 2 (PBS 7.giin) ile
karsilagtirildiginda Ellajik asit 3.gilin ve 7.giinde dis niikleer tabaka kalinliginda artis
saptanmig olup bu artis anlamli bulunmadi. Edaravon ve Ellajik asit
karsilasitirildiginda, Edaravon 3.giin ve 7.giin dis retinal kalinlik oranlarinda artis
Ellajik asit 3.glin ve 7.gline gore istatistiksel olarak anlamli bulundu. Dis niikleer
tabaka kalinlig1/ total retinal kalinlik 6l¢iimlerinde Edaravon 3.giin ve 7.giinde sham
gruplarina gore anlamli olarak artig saptanirken, Ellajik asit 3.giin ve 7.glinde sham
grubuna gore artis saptanmakla beraber istatistiksel olarak anlamli bulunmada.

Rod hiicrelerinde 500 nm dalga boyuna duyarli rodopsin denilen bir pigment
bulunmaktadir, rodopsin araciligiyla rodlar karanlikta gérmeden sorumludur.
Rodopsin ve renk pigmentleri konjuge proteinlerdir. Disklerin zarina transmembran
proteinleri seklinde katilirlar. Disklerdeki bu 1s18a duyarli pigmentlerin
konsantrasyonlar1 yiiksektir, sadece pigmentler tiim fotoreseptor hiicre kiitlesinin

%40 kadarint olustururlar (31). Rod hiicre oraninin belirlemek i¢in rodopsin
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immiinreaktivitesine baktigimiz ¢alismamizda; kontrol grubu ile karsilastirildiginda
rodopsin immiinreaktivitesinde sham 1 (PBS 3.giin) ve sham 2 (PBS 7.giin)’de
istatistiksel olarak anlamli bir azalma izlendi. Sham 1 (PBS 3.giin) ile
karsilastirildiginda sham 2 (PBS 7.giin)’de rodopsin immiinreaktivitesinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma izlendi. Sham 1 (PBS 3.giin) ve sham 2 (PBS
7.giin) ile karsilastirildiginda rodopsin immiinreaktivitesinde Edaravon 3.glin ve
7.glinde istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlendi. Sham 1(PBS 3.giin) ve sham 2
(PBS 7.giin) ile karsilagtirildiginda rodopsin immiinreaktivitesinde Ellajik asit 3.gilin
ve 7.giinde artis olmasina ragmen bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.
Edaravon 3.giin ve 7.gilin ile karsilastirildiginda Ellajik asit 3. ve 7.glinde rodopsin
immunrekativitesinde anlamli bir azalma s6z konusuydu. Bu sonuglar; histopatolojik
diizeyde Edaravon’un Ellajik asit’e gore RP’deki fotoreseptor hasarina karsi daha
yiiksek koruyucu etkisi oldugunu gostermistir.

MNU ile olusturulan RP modelinde Edaravon ve Ellajik asit’in etkisini
arastirdigimiz bu calismada Edaravon’un sham grubuna gore fotoreseptdr hiicre
6limiinii; TUNEL boyamada apoptotik indeks, ELISA incelemesinde Bax, Bcl 2
degerleri, H&E boyamadaki dis niikleer kalinlik ve immunhistokimyasal boyamada
rodopsin immiinreaktivitesi acisindan istatistiksel olarak anlamli derecede azalttiginm
saptadik. Ellajik asit’in, TUNEL boyamada apoptotik indeksi, ELISA incelemesinde
ortalama Bax degerini istatistiksel olarak anlamli derecede azalttigin1 ve ortalama
Bcl 2 degerini istatistiksel olarak anlamli derecede arttirdigin1 saptamamiza ragmen,
H&E boyamadaki dis niikleer kalinlik ve immunhistokimyasal boyamada rodopsin
immiinreaktivitesi a¢isindan sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptayamadik. Antioksidan 0zelligi daha ©once kamtlanmis olan Ellajik asit’in
proapototik molekiil olan Bax degerini diisiiriip antiapoptotik molekiil olan Bcl 2’yi
yiikseltmesine ve TUNEL boyamada apotozisi inhibe etmesine ragmen retinal tabaka
kalinliginda ve rodopsin immiinreaktivitesinde anlamli artis yapmamas: Ellajik
asit’in molekiiler diizeyde etkisinin olup retinal tabaka kalinligmi etkileyecek
derecede histopatolojik etkisinin olmamasindan kaynaklanabilir. Edaravon’un Ellajik
asit’te bulunmayan noroprotektif 6zelliginin olmasi, suda ¢oziiniirligliniin yiiksek
olmasi ve kan beyin bariyerini kolaylikla ge¢mesi Ellajik asit’e gore daha iyi koruma

saglamasinin nedenleri olabilir. Ayrica retinada daha Once Ellajik asit
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calisiimadigindan daha yiiksek dozlarda veya farkli uygulama yollariyla daha iyi
sonuglar aliabilir.

Tsuruma ve ark’nin yaptiklar1 bir ¢alismada 60mg/kg ip MNU ile olusturulan
RP modelinde, 0.1mg/kg iv ve Img/kg ip Edaravon’un fotoreseptdr hiicrelere etkisi
arastirilmistir. Caligma sonucunda 7.glin sonunda Edaravon verilen grupta dis
niikleer tabakadaki incelme sham grubuna gore daha az tespit edilmis, ayrica
TUNEL boyama yontemiyle apoptoza ugrayan hiicre sayist sham grubuna gore
disiik tespit edilmistir (27). Bu bulgular Edaravon’un antioksidan sistemleri
giiclendirerek ve apoptozisi inhibe ederek fotoreseptor hiicre Sliimiinii yavaslattigini
ve boylelikle hastaligin progresyonunu yavaslattigini gostermektedir. Biz de
calismamizda 60 mg/kg MNU ile fotoreseptor hasart olusturduk. Tedavi i¢in giinliik
2x3 mg/kg ip Edaravon uyguladik. Edaravonun sistemik farkli sekilde kullanimi
mevcut olup, uygulama yontemleri farkli olmasina ragmen sonug¢larimiz bu ¢aligma
ile uyumluydu. Bizim ¢aligmamizda da 7.giin sonunda Edaravon uygulanan grupta
TUNEL boyama ile apoptotik indeks karsilastirildiginda sham grubuna goére anlaml
olarak diisiik bulunmustur. Ayrica H&E boyama ile retinal kalinhik 6l¢timi
yapildiginda Edaravon uygulanan grupta dis niikleer tabaka kalinligi ve rodopsin
immiinreaktivitesi sham grubuna gore anlamli olarak yiiksek saptanmustir.

Imai ve ark. 1s1kla fotoreseptor hiicre hasar1 olusturarak sistemik Edaravon’un
fotoreseptor hiicrelere etkisini degerlendirdikleri ¢alismada, dis retinal kalinliklar1
degerlendirdiklerinde 5 giinliik 2x3 mg/kg/giin intraperitoneal Edaravon’un 1sikla
indiiklenen fotoreseptor hasarindan koruyucu oldugunu, ERG sonuglarindaysa
giinlik 2x3 mg/kg ip Edaravon’un retinal disfoksiyonu inhibe ettigini tespit
etmislerdir. Ayn1 zamanda 2x3 mg/kg ip Edaravon’un TUNEL-pozitif hiicre sayisin
azalttigini tespit etmislerdir. Bizim c¢alismamizda da giinliikk 2x3 mg/kg Edaravon
intraperitoneal olarak kullanilmis olup 7.glin sonu bulgularimiz literatiir ile uyumlu
bulunmustur (199).

Retinitis pigmentosa ¢ocukluk caginda baslayip korliige ilerleyebilen kalitsal
dejeneratif bir hastaliktir. Korliikle sonuglanmasi ve hastalarin yasam kalitesini
onemli Olcilide diisiirmesi nedeniyle {lizerinde yogun calismalar yapilan bir hastalik
grubudur. Vitamin A destegi disinda RP i¢in heniiz kanitlanmis bir tedavi mevcut

degildir. RP’deki rod fotoreseptdr hiicrelerdeki progresif 6liim, oksidatif strese yol
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acarak hem rod hiicre Oliimiinii arttirmakta hem de kon hiicre 6liimiine neden
olmaktadir. Zaman icindeki fotoreseptdor hiicre Oliimii hastalik  korliikle
sonu¢lanmaktadir. Su an RP tedavisindeki ¢alismalarin biliyiik bir boliimii olusmus
fotoreseptor hasarini engellemeye yoneliktir. Ancak rod ve kon hiicre apoptozisinin
durdurulmast hastaligin progresyonunda yavaslamaya yol acgip hastaligin erken
donemlerinde tedavi sansinin olabilecegini diisiindiirmektedir. Buna yonelik hayvan
modellerinde antoksidan calismalar1 da yapilmaktadir. Antioksidan kullaniminin
hayvan modellerindeki yararlar1 insanlar iizerinde de gosterilirse, RP’de hastaligin
progresyonunu dnlemede dnemli bir basamak olusturabilir. Bu a¢idan RP tedavisinde
antioksidan ajan ¢aligmalar1 yogunluk kazanmistir. Edaravon, ALS tedavisi i¢in FDA
onay1 almis, giiclii néroprotektif 6zellige sahip bir antioksidan ajandir. Kan beyin
bariyerini gecebilme 0Ozelligi, giiclii noroprotektif ve anti-enflamatuvar etkileri
mevcut olup daha once yapilmig calismalarda antioksidan 6zelliginin retinal
hiicrelerde de etkili oldugu tespit edilmistir. Ellajik asit dag cilegi, ahududu, kizilcik,
ceviz, findikta bulunan antioksidan 6zellige sahip polifenol bilesigidir. Deneysel
katarakt modelinde katarakt olusumunu engelledigi calismalar mevcuttur. Retina ile
ilgili herhangi bir ¢alisma yapilmamustir. Biz de ¢alismamizda Edaravon ve Ellajik
asit’in MNU ile olusturulmus RP modelinde fotoreseptor hiicre dliimiine etkisini
arastirdik. Calismamizda Edaravon RP modelinde biyokimyasal ve histolojik a¢idan
fotoreseptdr hiicre Oliimiinii azaltmistir ve sonuglarimiz Imai ve ark.’nin yaptigi
calismayla uyumlu bulunmugstur. Ellajik asit’in ise biyokimyasal parametreler ve
TUNEL boyama sonucunda apoptozisi azalttigi saptansa da retinal kalinlik ve
rodopsin immiinreaktivitesi 6l¢climlerinde anlamli etkisi saptanmamistir. Retinal doku
tizerinde ilk defa calistigimiz ve giiclii bir antioksidan olan Ellajik asit’in doz ve
uygulama yontemi ile retinal dejenerasyon iizerine etkisi i¢in ileri ¢caligmalara ihtiyag
vardir. Daha Onceki caligmalarda antioksidan ve antiapoptoik etkileri saptanmis olan
ve ¢alismamizda fotoreseptdr hiicre 6liimiinii azaltarak ratlarda retinal dejenerasyonu
engelleyici potansiyelini saptadigimiz Edaravon’un bu etkisinin insanlarda da ortaya

konulabilmesi i¢in ileri caligsmalara ihtiya¢ vardir.
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