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KISALTMALAR

RGH
GIiB
EVK
GFAP
GA
NO
NOS
ALS
MS
iv
HSP
OSB

: Retinal Ganglion Hiicresi

: Goz I¢i Basme1

: Episkleral Ven Koterizasyonu
: Glial Fibriler Asidik Protein
: Glutamik Asit

: Nitrik Oksit

: Nitrik Oksit Sentetaz

: Amyotrofik Lateral Skleroz
: Multiple Skleroz

: Intra vitreal

: Heat Shock Protein

: Optik Sinir Bas1
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1.GiRiS

Glokom geri dontiisii olmayan en 6nemli korliik nedenlerinden biridir. Glokom ilerleyici
retinal gangliyon hiicre (RGH) hasarmna ikincil ilerleyici gorme alami kaybmin eslik ettigi
norodejeneratif bir hastaliktr. Artmis g6z ici basinci (GIB) RGH 6liimiine neden olan en
onemli risk faktorii olarak kabul edilmektedir. Ancak bazi olgularda yeterli GIB diisiisii
saglanmasina ragmen, gorme alami kaybinda ilerlemeler goriilebilmektedir ve glokom
progresyonununda  GIB  vyiiksekliginden baska faktorlerin  de etkili oldugunu
diistindiirmektedir.

Retinal gangliyon hiicreleri ve optik sinir santral sinir sisteminin bir parcgasi olarak kabul
edilmekte ve glokomdaki gangliyon hiicre dliimleri parkinson, amyotrofik lateral skleroz
(ALS), Alzeimer hastaligi gibi norodejenratif hastaliklarla  benzerlik gdstermektedir.
Norodejeneratif hastaliklarin  tedavisinde kullanilan noroprotektif ajanlarmm noroprotektif
etkileri; glokom tedavisinde hasarlanmis RGH’ lerin iyilestirilmesinde ve ikincil sinir
kayiplarinin 6nlenmesi amaclanarak bir¢ok calismada arastirilmaktadir.

Glokomatoz ndropatinin yalniz retinay1 etkilemeyip, santral sinir sistemi hasar1 da
olusturdugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. GIB yiiksekligi sonrasinda lateral genikulat
nukleus (LGN) ve gorsel kortekste noron kaybi, azalmis metabolik aktivite ve sinaptik
plastisite markerlarinda degisiklikler meydana gelmektedir.

HMG-CoA rediiktaz inhibitorii olarak hiperlipidemi tedavisinde kullanilan statinler, iskemik
inme, Alzeimer hastaligi, inflamatuar santral sinir sistemi hastaliklar1 gibi akut ve kronik
ndrodejeneratif hastaliklarda ndroprotektif tedavi segenegi olarak kullanilmaktadir. Ratlarda
serebral arter tikaniklig1 ile olusturulan akut inme modelinde simvastatin uygulamasi ile
norolojik kayiplarda azalma gosterilmistir. Statinler noroprotektif etkilerini endotelyal ENOS
indiiksiyonu, metalloproteinaz inhibisyonu, lokal anti-oksidan etki, anti-inflamatuar etki, heat-

shock protein aktivasyonu gibi farkli mekanizmalarla gostermektedir.



Caligmamizda, ratlarda kronik glokom modelinde sistemik ve/veya intravitreal
rosuvastatin - uygulamasinin RGH iizerine noroprotektif etkisinin degerlendirilmesi

amaglanmgtir.

2. GENEL BILGILER
2.1. Glokomda Noron Koruyucu Tedavi

Multifaktéryel norodejeneratif bir hastalik olarak kabul edilen glokom, diinyada

korliik nedenleri arasinda ilk siralarda yer almaktadir (1-4).

Kronik ve ilerleyici RGH ve aksonlarin kayb1 ile karakterize olan glokomda, ciddi
gorme alan1 ve gdrme keskinligi kayiplar1 gelisebilmektedir. Gegmis zamanlarda GIB
yiiksekliginin sebep oldugu diisiiniilen bu hastalikta, giiniimiizde GIB’ in sadece bir risk
faktodrii oldugu bilinmektedir. Tedavide tek silah GIB’ i diisiirmek gibi gdriinse de (5-6), GIB
yeterince diiglirlilmesine ragmen, optik sinir hasarinda ilerleme gozlenen olgulara

rastlanabilmektedir (7-9).

Glokomun patogenezinde, GIB’ in mekanik etkisi, genetik faktorler, ndrotrofik
faktorlerin eksikligi, eksitoksisite, artmig oksidatif stres, immiinolojik faktorler, vaskiiler
yetmezlik, otoregiilasyon bozuklugu, nitrik oksit (NO) norotoksisitesi, ekstraseliiler matriks
artmug rijiditesi gibi pek cok faktdr rol oynamaktadir (10-14). Bu faktorlerin etkisi ile noral
hiicrelerde mitokondriyal fonksiyon bozuklugu gelismekte ve apoptozis yani programlanmis

hiicre 6liimii neticesinde glokomat6z hasar meydana gelmektedir (15-16).

Noron koruyucu ilaglar, multiple skleroz (MS), Alzheimer hastaligi, Amyotrofik
lateral skleroz (ALS) ve Parkinson gibi baz1 nérodejeneratif hastaliklarda kullanilmaktadir
(17). Noron koruyucu ilaglarin glokom hastaliinda kullanimi ise, son yillarda yogun bir
bicimde giindeme gelmektedir (15,18). Bu ajanlar glokomatéz ndropati patogenezinde rol
oynayan pek cok faktore etki edebilmekle birlikte, cogunun etkisi deneysel ¢alismalarla
gosterilmis olup, klinik kullanimlar1 bulunmamaktadir. Noron koruyucu ilag¢ denilebilmesi
icin bu ajanlarin RGH ve optik sinirde spesifik hedefleri bulunmali, ayrica RGH yasamina

olumlu etkileri deneysel ve klinik ¢aligmalarda gosterilmelidir.



2.1.1.Eksitoksisite: Glutamik Asit ve Glutamik Asit Reseptorlerini Hedefleyen Ajanlar

Bir amino asit olan glutamik asit (GA), merkezi sinir sistemi (MSS) ve retinada,
ozellikle heyecan, stres gibi durumlarda hiicresel iletisimi saglayan 6nemli bir ndrotransmitter
olup, fizyolojik dozu astig1 durumlarda ndrotoksik etkisi bulunmaktadir. Yapilan pek c¢ok
calismada, glokom ile yiksek GA diizeyi iliskisi gosterilmistir (19-21). Glokom
patogenezinde tetigi ¢eken ilk mekanizmanin GIB yiiksekligi ve bazi vaskiiler faktorler
oldugu ileri siiriilmekte ve bu faktorlerin noral ve glial hiicrelerde fazla miktarda GA
iiretimine sebep oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica metabolizmalar1 bozulmus ve strese girmis
olan bu hiicreler, fazla GA’ y1 sinaptik ortamdan uzaklastiramamakta ve bu da kisir dongiiyii
artrrarak eksitoksisiteye neden olmaktadir (15). GA’ nin primer reseptdrleri , N-metil-D-
aspartat (NMDA) reseptorleridir. Bu reseptorlerin GA ile uyarimi ile, hiicre dis1 kalsiyum
iyonu (Ca*?) hiicre i¢ine girmekte ve eksitoksisite ve apoptozis ile sonuglanan bir seri

reaksiyon gelismektedir.

Bir dopaminerjik amantadin derivesi olan memantin, NMDA reseptorlerininin  orta
afinitede non-kompetatif antagonisti olup, acik kanal blokaji yapmaktadir. Normal ndronal
fonksiyonlar1 bozmazken, ancak GA’ nm fizyolojik dozu astig1 durumlarda etkili olarak
hiicre i¢ine Ca*? girisine engel olmaktadir (22). Glokom deneysel hayvan c¢alismalarinda,
memantinin cilt alti1 ve intraperitoneal ve oral kullaniminda, ndéron koruyucu etkisi
gosterilmistir (23-24). Bu caligmalar sonucunda GA’ nin noral hiicrelerde, ©once nukleus
sonra diger organeller ve en son hiicre zarmin tahrip oldugu sekonder dejenerasyonu onledigi
bildirilmistir. Insanlar iizerinde faz 3 klinik calismasi halen devam etmekle birlikte, heniiz
yayinlanmamis sonuglara gore, plasebodan etkinlik farki bulunmamistir. NMDA reseptorleri
hem RGH hem de amakrin hiicrelerde bulunmasma ragmen, glokomda sadece RGH’nin,
glokom dis1 ndropatilerde ise her iki hiicre tipinin de tahrip olmasi, bu celiskili sonucu

dogrulamaktadir.
2.1.2. Norotrofik Faktorlerin Eksikligini Gidermeyi Hedefleyen Ajanlar

Noronlar yasamlarini siirdiirebilmek i¢in, retrograd aksoplazmik akim ile elde ettikleri
norotrofik biiylime faktorlerine gereksinim duymaktadir. Bu faktorler noral hiicrenin yasam

sinyallerini artirirken, apoptozisi inhibe etmektedir.

Glokomda, lamina kribrosa rijiditesinin artmasi ve vaskiiler yetersizlikten dolayi,

aksoplazmik akim yavaslamakta ve hatta durmaktadir (15,25). Bu biiylime faktorlerinden



baslicalar1; beyin kokenli norotrofik faktor (BDNF), sinir biiyliime faktorii (NGF), nérotrofin-
3 (NT-3), ve norotrofin-4 (NT-4)’ tiir. Bu faktorleri elde edemeyen RGH’ de bir siire sonra
oliim gerceklesmektedir. BDNF ve NGF’ nin yilizey reseptorleri TrkA ve TrkB, ayrica tiim
norotrofinlerin ortak reseptorii p7SNTR retinada gosterilmistir (15,25). Deneysel optik sinir
yaralanmalar1 ve glokom hayvan calismalarinda, norotrofik faktorlerin intravitreal (iv)
enjeksiyonu ve optik gliomlu bir olguda NGF’ nin damla formunda kullanimi ile ndron

koruyucu etkiler gosterilmistir (26-28).
2.1.3. Nitrik Oksit Norotoksisitesini Hedefleyen Ajanlar

Nitrik oksit (NO), arjininden nitrik oksit sentetaz (NOS) ile iiretilen bir serbest radikal
olup, pek ¢ok norodejeneratif hastalik gibi glokom patogenezinde de 6nemli rol oynadigi
disiiniilmektedir (15). Fizyolojik bir vazodilatator gorevi gorerek, optik sinir kanlanmasmi
artirict yani ndron koruyucu etkiye sahip oldugu gibi, yiiksek dozlarda ise nérotoksisite etkisi

gostermektedir (15).
Ug tip NOS mevcuttur:

Tip 1 (NOS-1 ya da nNOS ) noronal tip olup, glokomlu gbzlerde lamina kribrosada
gosterilmistir (30).

Tip 2 (NOS-2 ya da iNOS) indiiklenen tip olup, GIB yiiksekligi ve eksitotoksisite gibi stres

durumlarinda aktive olmaktadir.
Tip 3 (NOS-3 ya da eNOS) ise endotelyal tiptir.

Glokomda lamina kribrosa seviyesinde aksonal harabiyet sonucunda, optik sinir
basindaki reaktif astrositler, mikroglial ve noral hiicrelerden, fazla miktarda NO sentezlendigi,

en cok NOS-2 olmak iizere ii¢ tip NOS’ un da aktivasyonunu arttig1 bildirilmistir (15,31-32).

Yiiksek NO diizeyi, serbest radikal olusumu, NMDA reseptor aracili hiicre i¢i Cat*?
alimi ve Bad-Bax protein uyarimi ile apoptosis indiiklemesi yolu ile ndral hasara sebep

olmaktadir. Spesifik bir NOS inhibit6rii halen bulunmamaktadir.

Genel bir glikolizasyon inhibitorii olan aminoguanidinin, esas NOS-2 ve kismen NOS-
1 inhibisyon etkisi olmakla beraber, deneysel glokom caligmalarinda plasebodan fark:

gosterilememistir (15,33).



2.1.4. Apoptosis inhibisyonunu Hedefleyen Ajanlar

Programlanmig hiicre 6liimii olan apoptosis; hiicrenin 6nce niikleer icerigi, ardindan
diger organelleri ve en son zarinin harap oldugu, yavas gelisen sekonder dejenerasyonudur
(15). Hiicre zarmin harabiyeti sonucunda hiicrenin siserek hizli O6liimii, yani primer
dejenerasyondan farklilik gostermektedir. Apoptosisi intrinsik ve ekstrinsik bazi olaylar

tetiklemektedir.

Intrinsik faktdrler, NMDA aracili hiicre i¢i Ca™? girisi ve eksitotoksisitedir. Ekstrinsik
faktorler ise TNF-alfa ve FasL gibi 6liim reseptorlerinin uyarilmasi ile gergeklesmektedir

(15).

Bcl-2  protein ailesi, mitokondriyal zara baglhi olan hiicre i¢i apoptosis
diizenleyicileridir. Bunlardan Bcl-2 ve Bcl-XL apoptosisi inhibe ederken, Bad, Bax ve Bid ise

apoptosisi indiiklemektedir.

Glokomda apoptosisi 6nlemeye yonelik tedavi, apoptosis karsit1 hiicre dis1 sinyaller ile
diizenlenen ozel kinazlarin (ERK ve Akt) aktivasyonu sonucunda, Bcl-2 ve Bcl-XL’ i1
arttirmak yoluyla gerceklesebilir. Daha sonraki boliimlerde daha detayli anlatilacagi gibi,
brimonidin ve bir keton cismi olan lityum asetoasetat, bu sekilde noron koruyucu etki

gostermektedir.
2.1.5. Oksidatif Stres Inhibisyonunu Hedefleyen Ajanlar

Hiicrelerde hergiin binlerce oksidatif reaksiyon meydana gelmekte ve bunun
sonucunda serbest radikaller olusmaktadir. Kuvvetli reaktanlar olan serbest radikaller,
elektron kaybetmis oksijen kaynakl iiriinler olup (Or: H,0, , O; , OH™), elektron aglig
cekmektedir.

Bundan dolay1 basta hiicre zar1 olmak {izere pek ¢ok yapi ile hizla reaksiyona girerek,
protein yikimi, lipid peroksidasyonu ve niikleik asit dejenerasyonuna sebep olmakta ve hiicre
olimii gerceklesmektedir. Bunlara ihtiya¢ duyduklar1 elektronu vererek hiicrelere yapacagi
zarara engel olabilecek antioksidanlarin varligi, tiim hastaliklarda oldugu gibi glokomda da
cok onemlidir. Siiperoksit dismutaz, katalaz, askorbik asit ve rediikte glutatyon viicudun dogal

antioksidan sistemleridir (15, 34-35)



Glokomda, iskemi ve eksitotoksisite nedeniyle strese girmis ve metabolizmas1 artmig

RGH ve reaktif glial hiicrelerde serbest radikal olusumu artar (15).

Ayrica glokom ile ilgili yapilan pek ¢ok caliymada antioksidan eksikligi bildirilmistir
(34-35). Glokomda bir antioksidan olan alfa Tokoferol (Vitamin E) ile ilgili pek ¢cok deneysel
ve klinik ¢aligma bulunmaktadir (36-38). Diet ile vitamin E alim1 az olan ratlarda daha fazla
RGH harabiyeti (37), Vitamin E tedavisi alan glokom olgularida okiiler kan akimlarinin daha
fazla oldugu gosterilmistir (38). Egb 761 Ginkgo Biloba agacinin yapraklarindan elde edilen
potansiyel bir antioksidan maddedir (39-41). Saglikl1 bireylerde okiiler kan akimmi arttirdig:
gosterilmistir (39).

Normal basmmghi glokom olgularinda kullaniminm, goérme alani {izerinde olumlu

etkileri bildirilirken, GIB iizerine etkisi gdsterilememistir (40).
2.1.6. immiinite ile ilgili Mekanizmalar1 Hedefleyen Ajanlar

Glokomun bir otoimmiin hastalik olup olmadigi sorusu, yillardan beri glindeme
gelmekte, antijen olarak da 1s1 sok proteinleri (HSP) ve miyelinizasyon ile ilgili proteinler
diisiiniilmektedir (15). HSP stres proteinleri olup, pek ¢ok hiicre hiicre tarafindan 6zellikle 1s1
degisimi, anoksi, beslenme bozuklugu gibi durumlarda sentezlenmektedir. Bu proteinler

viicudun savunma mekanizmalarindan birini teskil etmektedir.

Bu proteinlerin glokomlu olgularda ve deneysel calismalardaki hayvanlarda fazla
salindig1 bildirilmistir. Ancak glokomda artmis diizeyleriyle, ters etki olarak antijenik uyarim

yaptig1 ileri siiriilmektedir (42).

Glokomda, optik sinirde lokalize immiin sistem aktivasyonu oldugu ve 6zellikle aktive
T lenfositlerin hastaligin patogenezinde 6nemli rol oynadiklar1 diisiiniilmektedir. Bu da,

glokom tedavisinde asilama ve immiinomodiilasyon tedavilerini akla getirmektedir (15).

Myelin bazik proteine (MBP) spesifik T lenfositlerin pasif transferi ile, optik sinir
bolgesindeki antijenik proteinlerin etkisiz hale getirilmesi bir tedavi yaklasimidir. Ayrica bu
sekilde, lokal immiinite uyarilarak mikroglial hiicrelerin aktivasyonu ve RGH yasami i¢in

bazi desteklerin saglanmasi amaglanmaktadir (42).

Aktif immiinizasyon yani asilamada ise, glatiramer asetat proteini kullanilir. Lokal

antijenik protein transferi ile bunun otoantijenleri taklit etmesi, otoimmiinite kazanmis T



lenfositlerle ¢apraz reaksiyona girerek RGH harabiyetine engel oldugu diisiiniilmektedir. Bu

asilamanin MS hastalig1 icin FDA onay1 mevcuttur (43).

2.1.7. Kalsiyum ve Diger Iyon Kanallar1 ve Renin Anjiyotensin Sistemini Hedefleyen

Ajanlar

Viicutta reseptdr aracili (6r: NMDA reseptorii), voltaj bagimli ve depo kontrollii olmak
iizere ii¢ tip Ca*? kanali bulunmaktadir. Ozellikle reseptor aracili Ca*? kanallari, glokom
patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir. Glokomda kalsiyum kanal bloker’ lerinin kullanimi,
esas olarak kan dolagimini arttirmaya yonelik olsa da, deneysel ¢alismalarda eksitotoksisiteye
engel olarak ndron koruyucu etkileri gdsterilmistir (44-46). Ozellikle normal basingli glokom
ile ilgili klinik caligmalarda, dolagimi arttiric etkileri bildirilmistir (46). Ayrica bu ilaglar, bu
etkilere ilaveten, endotelin-1 (ET-1) salinimimi azaltarak, ET-1" in kan dolasimini ve

aksoplazmik akimi azaltici etkilerine de engel olmaktadir (44).

Voltaj bagimli sodyum (Na+) kanallarinin blokajinin da, néron koruyucu etkileri
giindeme gelmektedir (33,47). Bir antiepileptik olan ve Na kanal inhibisyonu yapan
fenitoinin, deneysel caligmalarda RGH yasami iizerine olumlu etkileri gosterilmistir (47).
Renin-anjiotensin sistemi (RAS), sistemik kan basinci kontrolii ve elektrolit dengesinde

Oonemli bir yere sahiptir.

Anjiotensin-1’ i anjiotensin-2’ ye c¢eviren anjiyotensinojen konverting enzim
inhibitorlerinin (ACE) kan dolagimimi arttirict etkileri yaninda, kininaz 2 enzim blokaj1 ile
bradikinin diizeyini arttiric1 ve bu etkiyle prostaglandin sentezini arttirici, GA sentezini ise
azaltic1 fonksiyonlar1 bulunmaktadir (48). Bradikinin retinal noral hiicre kiiltiirlerinde néron
koruyucu etkileri, ayrica deneysel ¢alismalarda, eksitotoksisiteye engel olarak néron koruyucu

etkinlikleri gosterilmistir (49).
2.1.8. Biyoenerjik Tedavi Yaklasimlar

Glokomda, mitokondriyel fonksiyonlarm bozularak hiicre i¢in gerekli enerjinin

yeterince liretilemedigi ve bunun da RGH yasami {izerine olumsuz etkileri bilinmektedir (15).

Biyoenerjik tedavi yaklasimlari, mitokondriyel fonksiyonlara etki ederek ATP
dretimini arttrmaya yonelik yontemlerdir. ALS ve Parkinson hastaliginda, beyin travmalar:

ve deneysel glokom modellerinde néron koruyucu etkileri gosterilmistir (50-51).

2.2.Anti-Glokomatoz Ajanlar



2.2.1. Brimonidin Tartrat: Bir alfa-2 mimetik adrenerjik ajan olan brimonidin, GiB
diisiirme yaninda néron koruyucu etkisi, deneysel ve klinik ¢aligsmalarda gosterilmistir. Noron
koruyucu etkinligi, esas olarak hiicre dis1 sinyaller ile diizenlenen 6zel kinazlarin (ERK ve
Akt) aktivasyonu sonucunda, anti-apoptotik protein olan Bcl-2’yi arttrmak yoluyla

gerceklesmektedir.

Bunun yaninda 6zel protein kinazlari uyararak apoptotik yollar1 inhibisyon, ndrotrofik
faktor salimimi, GA salinim inhibisyonu ve dogrudan NMDA reseptor inhibisyonu gibi

etkileri de bulunmaktadir (18,52-54).

Krupin ve arkadaslarinin diisiik basingli glokom olgularinda bromidin kullanan

olgularda timolol maleata oranla gérme alaninda daha az progresyon bildirmislerdir (55).

2.2.2. Beta-Blokerlar: Betaksolol ve daha az olarak diger beta-bloker ajanlarm,
glokom deneysel ¢alismalarinda, néron koruyucu etkileri bildirilmistir. Voltaj bagimlhi Ca ve
Na kanal blokaji ile eksitotoksisiteye engel olarak bu etkilerini gerceklestirmektedir (56-57).
Ayrica klinik ¢aligmalarda, glokomlu olgularda okiiler kan akimini arttirici etkilerine ek

olarak, gérme alani progresyonuna yonelik olumlu etkileri de saptanmistir (58).

2.2.3. Prostaglandin (PG) Analoglarn: Glokomda giicli GIB diisiiriicii etkileri
nedeniyle en ¢ok tercih edilen ilaglardan olan PG analoglarmin, deneysel g¢alismalarda,
mekanizmasi net olarak aydinlatilmamasma ragmen, néron koruyucu etkileri bildirilmistir.
Bu etkinin siklooksijenaz-2 aktivasyonuna negatif feedback etkisi ile eksitotoksisiteyi

onlemek yoluyla oldugu diistintilmektedir (59).

2.2.4. Karbonik Anhidraz Inibitérleri (KAI): KAI’ nin GIB diisiiriicii etkilerinden

bagimsiz olarak, koroid ve optik sinir kanlanmasini arttirdig1 bilinmektedir (59).
2.2.5. Diger Tedavi Yaklasimlar:
2.2.5.1.0strojen: Erken menapozun primer agik agili glokom igin bir risk

faktorii oldugu ve hormon replasmani alan kadinlarda okiiler kan akiminin daha iyi

oldugu bildirilmistir (60-61).

Bu sonuglar da glokom ile Gstrojen arasinda bir ters iliskiyi akla getirmektedir. Retina
ve koroidde Ostrojen reseptorlerinin bulundugu bilinmektedir. Yapilan deneysel caligmalarda

Ostrojenin, eksitotoksisiteyi engelleyici etkileri gosterilmistir (62)



2.2.5.2. Melatonin: Deneysel glokom c¢alismalarinda, antioksidan 6zelligi nedeniyle,

ndron koruyucu etkisi gosterilmistir (63).

2.2.5.3. Aspirin: Antiinflamatuar, dolasim arttirici ve hipotermi etkisi nedeniyle,

ndron koruyucu etkisi 6ne siiriilmektedir (64).

2.2.5.4. Eritropoetin: Bir hematopoetik sitokin olup, glokom deneysel ¢aligmalarinda,

memantin benzeri néron koruyucu etkisi gosterilmistir (65).

2.2.5.5. Magnezyum (Mg): Bir fizyolojik Ca kanal bloker olan Mg’ un kan akimini
arttirict etkisi bilinmektedir. Aydm ve arkadaglarinin normal basingli glokom olgulari
ile yaptiklar1 klinik calismada, 1 aylik oral Mg preparati aliminin okiiler kan akimi

iizerine etkileri saptanmazken, gérme alani tizerine olumlu etkileri bildirilmistir (66).
2.3. Deneysel Glokom Modelleri

Glokom patogenezinde en dnemli risk faktdrlerinden biri artmis GIB’ dir. Glokom
gelisiminde etkili olan ve retina hasarina yol agan mekanizmalarin ayrintili bir sekilde
anlasilabilmesi i¢in hizli, ucuz ve tekrarlanabilir hayvan glokom modellerinin ihtiyag
duyulmaktadir (67). Gegtigimiz 10-15 yilda, glokom ¢alismalarinda rodentler popiiler model
hayvan olarak kullanilmaktadir; kolay erisilebilirlik, goreceli olarak diisiik maliyet, kisa
yasam sliresi ve genetik ve deneysel manipiilasyonlara uygun olmalar1 nedeniyle bir¢ok in

vivo ve in vitro glokom modeli gelistirilmistir.

Giiniimiizde uygulanan deneysel glokom modellerinde GIB’ de kronik artis
indiiklenmesi amag¢lanmaktadir. Bu artis akkdz hiimoriin  gdzden disa akiminin azaltilmasi ile
saglanabilmektedir. Akk6z hiimor drenaji, iki veya li¢ episkleral vene uygulanan koterizasyon
(68) ya da ratlarda episkleral venlere hipertonik tuzlu su enjeksiyonu (69) ile bloke
edilebilmektedir.

Ayrica, laser enerjisi kullanilarak direkt trabekiiler agda (70); ya da hem trabekiiler
agda hem de episkleral venlerde yanik olusturulabilmektedir (71). Trabekiiler ag diizeyinde
akkoz hiimor drenajini bloke eden diger yontemlerde, gozlin vaskiiler yapilarma
manipiilasyondan kaginilmaktadir. Boylece, hayalet kirmizi kan hiicreleri (72) ya da lateks
mikrosferler (73) gibi farkli maddelerin 6n kamaraya enjeksiyonu ile trabekiiler ag drenaji
bloke olmaktadir. Ayrica, tavsanlarda On kamaraya viskoelastik madde enjeksiyonu

sonrasinda trabekiiler agda mekanik tikaniklik sonucunda GIB’ de artis saglanmistir (74-76).



2.3.1. Episkleral Ven Koterizasyonu (EVK)

Ratlarda iki veya daha fazla episkleral vene koterizasyon uygulanarak; schlem
kanalinmn toplayici yollarmdan akkdz hiimér drenajini bozarak, kronik yiikselmis GIB elde
edilebilmektedir (68). Bu modelde koterize edilen episkleral ven sayisi ile basing artisi
arasinda korelasyon bulunmaktadir. Bir episkleral ven koterizasyonu GiB’ de belirgin bir artis
saglamazken; iki veya ii¢ ven koterizasyonu sonrasi kontrol gozlerde 10-15 mmHg olan GIB
20 mmHg’ 1i degerlere yiikselmektedir. Dort ven koterizasyonu sonucu GIB 60 mmHg
degerlerine ulasmaktadir. Ug vene koterizasyon uygulamasi ise GIB’ de 50 mmHg
degerlerine kadar yiikselip, sonrasinda en az 2 ay siire ile 20-30 mmHg diizeylerinde devam
etmektedir. Bu GIB yiiksekligi ile RGH’ de haftalik % 4-10° luk ortalama kayip meydana
gelmektedir (77) ve okiiler hipertansiyonun indiikledigi RGH 6liimiinde apoptozis aracili
gergeklestigi gosterilmistir (78).

Morrison ve arkadaslari, EVK modelindeki patofizyolojinin daha 6nce tanimlanmais iki okiiler
hipertansiyon modelinden farklilik gosterdigini ileri siirmiisler (79-80). Koterizasyon sonrast
GIB’ in hizli yiikselisinde, okiiler vendz konjesyonun okiiler hipertansiyona belirli bir oranda
katkida bulundugu hipotezi ileri siiriilmiistiir (81). Bu okiiler hipertansiyonda yegane
mekanizma olmayip, ESK uygulanan fare modellerinde akkdz hiimér dis akiminda da
tikaniklik gosterilmistir (82). Ayrica, bu modelde indiiklenmis RGH 6liimii paterni de farklilik
gostermektedir. Diger iki modelde aksonal dejenerasyon optik sinirin superior bolgesinde
meydana gelirken, EVK ile retinanin tamaminda yaygm RGH kaybi olusmaktadir (83).
Morrison kiimiilatif GIB maruziyeti normalize edildiginde RGH kayb1 ve yaygmlhigmin EVK
da diger iki modele gore daha diisiik oldugunu retrospektif olarak gozlemis ve goz icinde

farkli stres faktorlerinin altta yatan neden olabilecegini ileri siirmiistiir (79).

2.3.2. Rodentlerde GIB 6l¢iimii

Farkli glokom modelleri ile elde edilen GiB yiiksekliginin siiresi ve miktarmm, RGH
kaybi, optik sinir hasar1 ve fonksiyonel gérme kaybi ile aralarinda pozitif korelasyon oldugu
gosterilmistir. Okiiler hipertansiyon modellerinden elde edilen verileri yorumlayabilmek i¢in
canli hayvanlarda yapilan dogru ve kesin GIB &l¢iimii 6nemli yer tutmaktadir. Rodentlerde
GIB 6lgiimiinde kullanilan en iyi direkt dlgiim metodunda; 6n kamara mikro igne yardimiyla
kantiile edildikten sonra, basing probu ile sivi manometre ile dl¢iim yapilabilmektedir (84)
Bu altin standart yiiksek dogrulukta olan teknigin invaziv metod olmasi nedeniyle bazi
smirliliklart mevcuttur. Korneadaki kaniilasyon bolgesinin dl¢iimler arasinda iyilesmis olmasi

gerekmektedir. Ayrica, genel anestezi altinda yapilmasi gerekli bu yontem ile bazi olgularda



GIB hizli ve kademeli diismektedir (85,86). Ancak anesteziklerin etkisi uygun &nlemler

almarak minimuma indirilebilmektedir.

Invaziv yontemlerin sinrrhliklarinin iistesinden gelmek icin rodentlerde invaziv
olmayan tonometri yOntemleri uygulamaya gecmistir. Goldmann tonometri ve
pnomotonometride yapilan modifikasyonlar ile rodentlerde GIB &lgiimii yapilabilmesine
ragmen; bu yaklagimlar kullanighh degildir. Tonopen rodentlerde basarili bir sekilde
kullanilmaya baglamis ancak; insan i¢in tasarlanan ve goreceli olarak genis olan genis ug
nedeniyle farelerde daha az giivenilir sonuglar elde edilmistir (87). Son yillarda bilinci agik
rodentlerde daha yiiksek giivenilirlikte GIB 6l¢iimii yapan bir darbe-indiiksiyon tonometre
olan TonoLab gelistirilmistir. TonoPen, TonoLab ve mikro igne manometri
karsilastirildiginda, TonoLab’ in daha dogru olclimler sagladigr goriilmiistiir (88-89). Ancak
daha diisiik GIB degerlerinin 6lgiimiinde TonoLab degerlerinin dogrulugu konusunda ¢eliskili
sonuglar olmakla birlikte; ratlarda orta GIB deger degisikliklerinde TonoPen, TonoLab’ 1n
tespit edemedigi Ol¢iimleri yapabilmektedir (83). Hem TonoPen hem TonoLab ile giivenilir

Olgtimler elde edebilmek i¢in arastiricilarin kullanma egitimi almalar1 gerekmektedir.

2.4. Glokomda Glial Cevap

Glial hiicrelerin, sinir sisteminin bir parcasi olan optik sinir ve retinada 6nemli yapisal
ve fonksiyonel gorevleri bulunmaktadir. Insan géz dokularinda farkli glial hiicre cesitleri
mevcuttur. Optik sinir basindaki glial hiicreler; astrositler, oligodendrositler ve mikroglial
hiicrelerden olugsmaktadir. Retina da ise esas glial hiicreler, Miiller hiicreleri ve astrositlerdir.
Miiller hiicreleri retinada 1smsal yerlesmis olup; ayaksi u¢ kisimlari i¢ ve disg limitan
membrant meydana getirmektedir. Astrositler ise foveal avaskiiler zon gibi vaskiilarize
olmayan alanlar haricinde retinanin tamaminda dagilmislardir. Uzun asrosit uzantilar1 sinir
lifi tabakasinin i¢inde ganglion hiicre aksonlari ile birlikte paketlenmis bandlar olustururken;
yildiz astrositler ganglion hiicre tabakasi seviyesinde bal petegini andiran pleksus meydana

getirir (90-91).

Glokom noéropatolojisinde; retina ve OSB’ deki glial hiicreler “glial aktivasyon”
olarak adlandirilan siirecte, protein ekspresyonu ve morfolojilerini degistirir. Hiicre

lokalizasyonu ve tipine gore aktivasyon Ozellikleri farklilik gostermektedir. Deneysel olarak



GIB vyiiksekligi ile hasarlanmis retinadaki astrosit ve miiller hiicrelerinde glial fibriler asidik
protein (GFAP) ekspresyonu artmaktadwr. OSB’ deki glial nukleuslarin normal kolumnar
dagilimi1 bozulur ve ekstraseliiler matriks protein ekspresyonu artmaktadir. Sonunda aksonal
debrisler fagosite edilir, noral alan kontrakte olur ve yerini GFAP pozitif astrositik skara
birakir (92). Normal kosullar altinda astrositler ve miiller hiicreleri; ekstraseliiler iyonlar,
glukoz ve diger metabolitler, su, ph ve glutamat ve GABA gibi norotransmitter maddelerin
homostasisinin idame ettirilmesinde rol alir. Ayrica kan-beyin bariyerine de katkilari
bulunmaktadir (93). Hasarlanmamis noral dokularda beynin immiin hiicresi olan mikroglialar,
mikrocevrelerinde hareketli uzantilar1 sayesinde dolasir. Travmayi takiben mikroglial hiicreler
hipertrofiye ugrar ve hasarlanmig alandaki debrisleri uzaklastirarak prolifere olur, antijen
sunucu hiicre gibi davranarak sitokin salgilamaya baglar. Kan-beyin bariyerini bozan
travmatik yaralanmalarin aksine; glokomda inflamatuar hiicre invazyonunu destekleyen veri

bulunmamaktadir (94).

Glial hiicrelerin glokomatdz aktivasyonunda, bu siirecteki olaylarin etkilerinin dogru
bir sekilde degerlendirilmesi O6nemlidir. Kuramsal olarak, iskemik kosullarda daha once
gosterilmis oldugu gibi, glial hiicrelerin normal destekleyici fonksiyonlarmin artmasi, RGH
ve aksonlar1 daha fazla hasardan koruyabilir (95). Bir bagka secenek ise; beyin iskemisi
sonras1 reperflizyona bagli glutamat eksitotoksistesinde gosterilmis oldugu gibi, glial

aktivasyon daha fazla hasara yol agacak yolaklar1 tetiklemesi olabilir (96-97).

Glokomatoz retinada glial aktivasyonu RGH {iizerinde hem hasarlayict hem de
koruyucu etkileri oldugu ileri siiriilmiistiir (98-100). Glokomlu gozlerin retinal kesitleri
degerlendirildiginde, glial hiicrelerde mitojen aktive protein kinaz boyanmasinda artis oldugu
ve bu yollarin glial aktivasyondan sorumlu olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Ayrica bu yolaklarin
aktivasyonunun hiicre surveyi ile iligkili oldugu ve glokomatoz retinada RGH ile
karsilastirildiginda glial hiicrelerde kinaz aktivasyonu olmadigi icin glial hiicreler goreceli
olarak korunmaktadir (101). Hasarlanmis retinada glial hiicrelerin yasam siiresinin artmasi,
destekleyici fonksiyonlarmm siirdiiriilmesine olumlu katki saglamaktadir. Artmis GIB
maruziyeti sonrasinda; miiller hiicrelerinde, anti-apoptotik bir protein olan, bcl-2
ekspresyonunun artmis oldugu goézlenmis ve bdylece miiller hiicre yasam siiresinin ve
fonksiyonlarini iyilestirdigi ve dolayli yollardan da RGH’ ni korudugu ileri siiriilmiistiir (102)
Glial hiicreler norotrofik maddeleri saglayarak da RGH fizerinde koruyucu etkileri

bulunmaktadir (103).



Deneysel GIB artis1 sonrasinda, retinanin tamaminda mikroglial hiicre say1 ve boyutunda
artis ile karakterize retinal mikroglial aktivasyon da olmaktadir (98,104). Genetik fare
glokom modelinde i¢ retinada mikroglial hiicre proliferasyonu gosterilmistir. Bu cevaplarin,
noronal markerlarda azalma ile korelasyon gosterdigi ve miiller hiicre cevabinda oldugu gibi
glial cevabin glokomatdz glial dejenerasyonla kuvvetli iligkili oldugu diisiiniilebilir. Ancak;
glial cevaplar ya RGH oOliimiinde anahtar rol oynamakta ya da hiicresel debrislerin

uzaklagtirilmasi gibi ndronal hasara ikincil reaksiyon olarak rol oynamaktadir.

GFAP, siklikla astrosit marker1 olarak kullanilmakta olan yalnizca miiller hiicrelerinde
eksprese edilen filaman proteindir. Normal gozlerde retinal astrositler GFAP antikoru ile
boyanma gosterirken, Miiller hiicrelerinde az miktrada boyanma olmaktadir (98). Iskemi ve
makula dejenarasyonu gibi ¢esitli retina patolojilerinde artmis GFAP ekspresyonu olmakta ve
glial aktivasyonun belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Deneysel ve genetik
glokom modelleri ile bir¢ok arastirmaci, GFAP ekspresyonu artigin1 hem miiller hiicrelerinde
hem de retinal astrositlerde gdstermis olsa da (98,100-102); retinal astrositlerde azalmig
ekspresyonu gosteren calisma da mevcuttur (105). Glokomlu insan retinalarinda GFAP ile
boyanmis astrositlerin peripapiller bolgede damarlanma ile iligkili olarak artmis hiicre
yogunlugu gosterilmisken, sinir lifi tabakasindaki astrositlerde degisiklik gézlemlenmemistir

(106).

2.5. Statinler
2.5.1. Statinlerin Farmakolojisi

Statinler, 3-hidroksi-3-metilgluteral koenzim A (HMG-Koa) rediiktaz inhibitorleri,
kolestrol diisiirlicii ilaglar olarak yaygin kullanilmakta ve klinik ¢aligmalarda primer ve

sekonder kalp hastaliklar1 insidansinda azalma sagladiklar1 gosterilmistir (107-108).

Statinler, kolesterol sentezinde bir ara {iriin olan L-mevalonat sentezinde gorevli olan
enzimi bloke ederek etki gostermektedir. Ancak son ¢aligmalarda kolestrol diisiiriicii etkinin

sadece mevalonat yoluna bagli olmadigi; hiicre sinyalinde etkili mekanizmalarin da 6nemi

bildirilmistir (109-110).

Son yillarda yapilan caligmalarda, statinlerin ndroprotektif etkinligi {izerinde

durulmaktadir. Statin tedavisi alan hastalarda alzheimer hastalig1 insidansinda azalma



sagladig bildirilmistir. Bu iligki hakkinda farkli goriisler bildirilmis olsa da, bir¢ok c¢alismada
statinlerin amiloid peptid beta {liretimini azalttig1 in vitro gosterilmistir (111-112). Ayrica son
calismalarda, statinlerin Parkinson hastalig1 insidansi {izerine olan beklenilmedik etkileri de
bildirilmistir (112-114). Son ¢aligmalarla hayvan modellerinde statinlerin multiple skleroz
hastalig1 tedavisindeki (115-118) ve akut inme modellerindeki (119-121) olumlu etkileri

gosterilmistir.

Statinlerin birincil etkileri hiicresel kolesterol sentezi inhibisyonu olmakla birlikte,
kolesterol sentez yolaginda iiretilen non-sterol isoprenoidler gibi bir¢ok ara iiriiniin hiicresel
fonksiyonlarda o©Onemli etkileri bulunmaktadir. Ayrica diisiik kolestrol seviyeleri ile
kolestrolden zengin hiicre membran yapilarmi1 azaltarak hiicresel haberlesmeye etkileri

olabilmektedir.

Statinler hem kolestrol bagimli hem kolestrol bagimsiz etki gostermekte ve farkl
ndroproteksiyon yolaklarmi aktive edebilmektedir: beyin kaynakli ndrofaktor (BDNF) tiretimi

ve PKB/Akt, Wnt ve ERK yolaklar1 aktivasyonu.

2.5.2. Statinlerin sistemik etkileri

Tiim statinlerin kan-beyin bariyerini gecebilme 6zelligi olmasa da, periferik etkileri ile
norolojik etki gosterebilmektedir. Statinlerin ndroproteksiyon saglayan ii¢ farkli periferik
etkileri bulunmaktadir: 1) oksidatif hasar1 azaltma 2) vaskiiler fonksiyonda iyilesme ve 3)
periferik inflamatuar cevabin modiilasyonu
2.5.2.1.0ksidatif hasar azaltma

Statinlerin hiicre ve dokularda oksidatif hasara kars1t koruyucu etkileri doku
kiiltlirlerinde in vivo modellerde (122-125), ve bir klinik ¢aligmada (126) gdsterilmistir.
Noronlarda lipid peroksidasyonunu, reaktif oksijen radikal iiretimini azaltarak ve NO

iiretimini diizenleyerek etkili olduklar1 gésterilmistir.

2.5.2.2. Vaskiiler fonksiyonda iyilesme

2.5.2.2.1. Nitrik oksit iiretimi regiilasyonu
Bir oksijen radikali olan NO vaskiiler sistemde sinyal molekiilii olarak fonksiyon
gostermektedir. NO lokal etki gostererek vasodilatasyona neden olarak kan akimini

artirmaktadir. NO {i¢ enzim tarafindan olusturulmaktadir: endotelyal NO sentetaz (eNOS),



noronal NO sentetaz (nNOS) ve indiiklenebilir ya da inflamatuar NO sentetaz (iNOS).
Iskemik siirecin erken donemlerinde eNOS aktive olarak vasodilator etkisi ile koruyucu
mekanizmay1 olusturmaktadir. Iskemik uyaranin devam etmesi halinde nNOS ve iNOS aktive
olarak NO fazla iiretimi oksidatif hasara neden olmaktadir (127,128).

Statinler erken donemde eNOS ile yararli NO sentezini artirirken, ge¢ donemde iNOS

inhibisyonu ile NO fazla {iretimini azaltarak etki gostermektedir.

2.5.2.2.2. Koagiilasyon inhibisyonu

Statinler koagiilasyon yolagini bir¢ok noktada etkileyerek inme hasarindan beyni
koruduklar: bildirilmistir. Plazminojenin plazmine doniisiimiinii hizlandirarak fibrin pihtinin
uzaklastirilmasinda etkilidir (129). Ayrica statinler protrombin gibi koagiilasyon yolagindaki

proteazlarin aktivasyonunu inhibe ederek etkili olurlar (130).

2.5.2.2.3. Anjiogenesis iizerine etkileri
Statinler uzun donemde neovaskiilarizasyonu uyararak ve dolasimdaki endotelyal

progenitor hiicreleri uyararak kan akiminda artisa neden olurlar (131,132).

2.5.2.3. immiin cevabin diizenlemesi

Immiin cevap ndrodejenerasyon patogenezinde dnemli rol almakta olup; Alzheimer,
multiple skleroz ve Parkinson hastaliginda 6nemli rol oynamaktadir (133). Statinlerin immiin
sistem tizerinde c¢esitli etkileri olsa da; ¢alismalarin ¢ogunda statinlerin immiin cevap
aktivasyonunu ve dokulara hiicre infiltrasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Antijen sunma
isleminin inhibe edilmesi, inflame dokulara 16kosit migrasyonu ve infiltrasyonun azaltilmasi

statinlerin etki noktalaridir.

2.5.2.4. Statin tedavisinin davramssal etkileri

Statinlerin noroprotektif mekanizmalarmi goézden gecirdikten sonra, statinlerin
ndrodejeneratif hastaliklarda fonksiyonel iyilesme saglayip saglamadigi akillara gelen
sorulardan biridir. Caligmalarin biiyiik ¢ogunlugunda beyin hasar1 6ncesi ya da hemen
sonrasinda uygulanan statin tedavisinin Ogrenme ve hafiza iizerinde olumlu etkileri

bildirilmistir (134-136).

2.5.2.5. Periferik inflamatuar cevabin modiilasyonu



3.GEREC VE YONTEM
3.1.Deney Hayvanlan

Long-Evans cinsi disi ratlar, her birinin agirligi1 290-330 gram, on iki saat aydinlik/ on
iki saat karanlik dongiisiinde, yem ve suya serbest ulasim imkani olan standart hayvan
kafeslerinde bakmmlar1 yapildi. Tiim cerrahi islemler ve goz i¢i basmg (GIB) &lgiimii
intramuskuler Ketamine HCI (20 mg/kg) ve Xylazine (2mg/kg) enjeksiyonu sonrasi genel
anestezi altinda yapildi. Hayvan bakimlar1 ve tiim islemler Gazi Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu ve Oftalmik ve Gorsel Arastirmalarda Hayvanlarin Kullanimi
protokollerindeki standart kilavuzlara uygun sekilde yapildi. Okiiler hipertansiyon modeli
ratlari sag gozlerinde episkleral ven koterizasyonu (EVK) yolu ile olusturuldu. Ratlarin diger
gozleri kontrol grubu olarak alindi. Ratlar her grubta 6 adet deney hayvani olacak sekilde 5
gruba ayrildi:

GRUP 1: Oral Statin

Herbir rata (6) 1mg/kg/giin dozunda, rosuvastatin tabletler; havanda ezilerek serum
fizyolojik (SF) icerisinde, gavaj yardimiyla 4 hafta boyunca verildi. Ugiincii haftada herbir
ratin (6) sag gozine EVK ile glokom modeli olusturuldu. Giinde 4 defa topikal % 0,2
prednisolon disodyum asetat ve antibiyotikli damlalar uygulandi ve postoperatif 1. giin ve

daha sonra haftada bir kere goz kontrolii yapilarak enfeksiyon varligi degerlendirildi.

GRUP 2: intravitreal (iv) Statin

Herbir ratin (6) sag goziine EVK ile glokom modeli olusturuldu. DMSO ile ¢6ziiniir hale
getirilmis 2 mikrolitre rosuvastatin (goz icerisinde 30uM konsantrasyonda) genel anestezi
altinda; 30G igne yardimiyla ora serrata posteriorundan iv enjekte edildi. Giinde 4 defa
topikal % 0,2 prednisolon disodyum asetat ve antibiyotikli damlalar uygulandi ve postoperatif
1. giin ve daha sonra haftada bir kere goz kontrolii yapilarak enfeksiyon varligi

degerlendirildi.

GRUP 3: Oral Statin+intravitreal (iv) Statin

Herbir rata (6) 1mg/kg/giin dozunda, rosuvastatin tabletler; havanda ezilerek serum
fizyolojik (SF) igerisinde, gavaj yardimiyla 4 hafta boyunca verildi. Ugiincii haftada herbir
ratin (6) sag goziine EVK ile glokom modeli olusturuldu. DMSO ile ¢dziiniir hale getirilmis 2
mikrolitre rosuvastatin (goz igerisinde 30uM konsantrasyonda) genel anestezi altinda; 30G

igne yardimiyla ora serrata posteriorundan intravitreal enjekte edildi. Giinde 4 defa topikal %



0,2 prednisolon disodyum asetat ve antibiyotikli damlalar uygulandi1 ve postoperatif 1. giin ve

daha sonra haftada bir kere géz kontrolii yapilarak enfeksiyon varligi degerlendirildi.

GRUP 4: inravitreal (iv) Sham (DMSO)

Herbir ratin (6) sag gozine 2 mikrolitre DMSO, 30G igne yardimiyla ora serrata
posteriorundan iv enjekte edildi. EVK ile glokom modeli olusturulmadi. Giinde 4 defa topikal
% 0,2 prednisolon disodyum asetat ve antibiyotikli damlalar uyguland1 ve postoperatif 1. giin

ve daha sonra haftada bir kere goz kontrolii yapilarak ve enfeksiyon varlig1 degerlendirildi.

GRUP 5: Kontrol

Herbir ratin (6) sag goziine EVK ile glokom modeli olusturuldu. Iv ya da sistemik ilag
verilmedi. Giinde 4 defa topikal % 0,2 prednisolon disodyum asetat ve antibiyotikli damlalar
uyguland1 ve postoperatif 1. giin ve daha sonra haftada bir kere g6z kontrolii yapilarak ve

enfeksiyon varligr degerlendirildi.

3.2. Ratlarda Glokom Modeli

Ratlarm sag gozlerinde ii¢ episkleral vene koterizasyon yapilarak glokom modeli
olusturuldu. Sol gozler kontrol grubu olarak belirlendi. Ketamin-xylazin karisimi (80:5
mg/kg) ile ratlarda derin anestezi saglandi. Kapaklardan gegirilen traksiyon siitiirleri ile géziin
acik kalmasi saglandi ve superior rektus altindan gecirilen traksiyon siitiirii ile glob
manipiilasyonu saglandi. Konjonktiva insizyonunu takiben, kiint diseksiyon ile limbus
kaynakli 4 ana venden 3 tanesi ekvator diizleminde agiga cikarildi. Herbir ven ince disli
penset yardimiyla kaldirildiktan sonra, ven lizerine oftalmik cerrahi koter (Acuderm EI
Koterleri®, Leofarma Tibbi Uriinler Ltd Sti.) ile direkt koterizasyon yapildi. Basarili
koterizasyon islemi; koterize edilen damar ucunda kanama goriilmemesi ve hizli bir sekilde
retrakte olmasi seklinde tanimlandi. Giinde 4 defa topikal antibiyotikli damlalar enfeksiyon

kontrolii i¢in uygulanda.
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Resim3.Ratin sag goziine genel anestezi altinda episkleral ven koterizasyon uygulamasi



Resim 4.Ratin sag goziine genel anestezi altinda intravitreal rosuvastatin uygulamasi

3.3. GIB Ol¢iimii

Intramuskuler Ketamine HCl (20 mg/kg) ve Xylazine (2mg/kg) enjeksiyonu sonrasi
ylizeysel genel anestezi altinda, ratlarda elektronik el tonometresi (Tonopen Medtronic Solan,
FL, USA) ile kornea yiizeyine dik olacak sekilde ardisik bes GIB 6l¢iimii alind1. Degiskenlik
katsayr degeri < % 5 olarak belirlendi. Ortalama GIB degeri analiz i¢in kullamildi. Islem

oncesi 0.giin, 1.giin, 1.hafta ve 2 haftada bilateral GIB 6l¢iimleri tekrarlandi.

Resim 5. Ratim sag gdziiniin TonoPen ile goz i¢i basing (GIB) dlgiimii



3.4.Doku Hazirlanmasi ve RGH Degerlendirilmesi

Ratlar yiiksek doz pentobarbital verildikten sonra sakrifiye edildi. Retinanin tamaminda
RGH yogunlugu degerlendirilmesi yapildi. Rat gdzlerine eniikleasyon islemi yapildiktan
sonra % 4 lik paraformaldehid igerisinde oda sicakliginda fikse edildi. On segment
yapilarinin uzaklastirilmasini takiben kalan posterior géz kasesi ayrildi. Takiben goz kasesi
periferine radyal dort kesi yapilarak dikkatli bir sekilde retina, retina pigment epitelinden
ayrildi. Diiz kesitler elde edebilmek i¢in, retina alttaki iliskili yapilardan ayrildi ve dort radyal
kesi ile diizlestirildi. Formalinde fikse edilmis parafine gomiilii doku bloklar1 kesilerek 4 mm’
lik doku kesitleri elde edildi. Kesitler xylen ile deparafinize edilerek rehidrate edildi. Her
ornek hematoksilen-eozin ile boyandi. RGH tabakasindaki hiicreleri sayan patolog deney
gruplar1 agisindan tek kor seklinde maskelendi. Posterior retinadan dort farkli alan 40x
objektif (Olympus, BX51, Japan) ile degerlendirildi. RGH” deki hiicre sayimi bu biiyiitmede
0.25 mm?’ lik alanda degerlendirildi. RGH” deki hiicre sayilar1 herbir alan i¢cin hesaplandi ve
dort alandaki toplam hiicre sayis1t mm? olarak belirlendi. RGH tabakasinda genis yuvarlak
hiicre yapilar1 goriildiiglinde, hiicreler RGH olarak siniflandi. OSB merkezinden retinanin
uzak periferine uzanacak sekilde hiicre sayimlar1 horizontal diizlemde yapildi. Hiicre sayimi
sirasinda santral alanda kalmaya dikkat edildi. Sayim igslemi sirasinda santral alanin altinda ve
istiindeki alanlar degerlendirilirken, en yliksek hiicre yogunlugunun sayim i¢in se¢ildigine

dikkat edildi.

3.5. TUNEL boyama

Okiiler hipertansiyon olusturulmus gozlerde ve kontrol grubu olan goézlerde ikinci hafta
sonunda apoptotik hiicreler TUNEL boyama ile degerlendirildi. Retina koroidden diseke
edildikten sonra; superior ve nazal kadranin merkezi pargasi optik diskten 1,5 mm uzaklikta
olacak sekilde, kiiciik parcalara ayrildi; 50 um’ lik retina kesitleri alindiktan sonra % 4’ lik
paraformaldehidde fikse edilerek dengeli tuz ¢ozeltisi ile yikandi. Dokular TUNEL boyama
ile iiretici firma prokoliindeki yonteme uygun olarak boyandi (ApopTag® Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit, S7110, Chemicon International, Inc., Temecula, CA, USA). Bu
yontem, apoptotik kaskadin erken evrelerinde parcalanmis DNA’ nin 3 hidroksi ug¢larini tespit
etmekte ve TUNEL boyamada hiicre i¢i ayrilmis DNA’ daki agiga ¢ikan 3 hidroksi uglarina
baglanabilen diaminobenzidin kullanilmaktadir.

Metil yesili (% 0,5) niikleer boyama i¢in kullanildi. Her bir kesitteki TUNEL pozitif
hiicrelerin yaygmligi ve lokalizasyonu 15tk miroskobu (Olympus, BX51, Japan) altinda



degerlendirildi. TUNEL-pozitif hiicrelerin sayismin nicel analizi i¢in, ganglion hiicre
tabakasindaki hiicreler 3 veya daha fazla kesitte sayildi. Her bir gruptaki farkli retinal kesitler
icin lic veya dort bagimsiz test tekrarlandi. Her kesitteki ortalama hiicre sayisi kullanilarak her

bir tabakadaki apoptozise ugramis hiicre oranlar1 belirlendi.

3.6. GFAP immun reaktivitesi

Retinada GFAP immiino rektivitesi ikinci hafta sonunda okiiler hipertansiyon
olusturulmus gozlerde ve kontrol grubu olan gozlerde degerlendirildi. Retina koroidden
diseke edildikten sonra; superior ve nazal kadranmn merkezi parcas: optik diskten 1,5 mm
uzaklikta olacak sekilde, kiiclik parcalara ayrildi ve dengeli tuz ¢ozeltisi ile herbiri on dakika
olacak sekilde lic kez yikandi. Yikama sonrasinda 50 pm’ lik doku kesitleri elde edildi.
Parafin kesitler deparafinize edilerek ¢esme suyu ile yikandi. Slaytlar % 3 lik H202 ile 10
dakika peroksidaz blokaj1 yapildi. Distile sudan gecirildikten sonra ph 6.0 citrate buffer icinde
mikrodalgada yiiksek sicaklikta 20 dakika bekletilip sonra oda sicakliginda 20 dakika daha
bekletildi. PBS (fosfat buffer saline ph 7.6) ile 5 dakika yikandi. Protein blok damlatilip 10
dakika blokaj1 takiben bir gece oda sicakliginda primer antikor (ABCAM GFAP antibody-
Astrocyte Marker (ab4648) 100ul at mg/ml, United Kingdom) ile enkiibe edildi. PBS ile 5
dakika yikandiktan sonra Streptavidin/peroxidase complex damaltilip 20 dakika bekleme
stiresinin ardindan PBS ile 5 dakika yikandi. Renkli tanimlama AEC kromojen damlatilip 5
dakikalik beklenilerek tamamlandi. Slaytlar Mayer’s Hematoksilen ile zit boyandi ve ¢esem
suyu ile yikama islemini takiben lamlar su bazli kapatici ile kapatilarak  GFAP
immiinreaktivite degerlendirilmesi islemine gecildi.
GFAP immiino reaktivitesi degerlendirmesinde yaygmlik ve siddet i¢cin derecelendirme
skalas1 kullanildi. Yayginlik i¢in; 0 boyanma yok, 1 fokal boyanma, 2 yaygin boyanma; siddet
icin; 0 boyanma yok, 1 zayif, 2 orta, 3 siddetli seklinde derecelendirildi.
Gruplar aras1 ve kontrol gézlerdeki GFAP immiino reaktivitesi ki-kare testi ile karsilastirildi

ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.7. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizde SPSS 15,0 (SPSS for Windows; SPSS Inc., Chicago, IL) versiyonu
kullanildi. Gruplar aras1t RGH say1 farklari istatistiksel olarak Mann-Whitney-U testi ile analiz
edildi. EVK 6ncesi ve sonrast GIB farklar1 ise Wilcoxon testi ile karsilastirildi. Apotozise
ugramis hiicre oranlarmni karsilagtirmada Mann-Whitney-U testi uygulandi. Gruplar arasi ve

kontrol gozlerdeki GFAP immiino reaktivitesi ki-kare testi ile karsilastirildi P<0,05 degeri



istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Tiim istatistiksel veriler ortalama deger+standart

sapma seklinde gosterildi.



4. BULGULAR
4.1. Goz ici basing (GIB) degerleri

Ratlarin ¢alisma gozleri ile kontrol gozleri karsilastirildiginda, baslangic GIB degerleri

arasinda fark bulunmadi (p>0,05). EVK uygulanan gozlerde yiiksek GIB degerleri 2 hafta

siiresince korundu (Grafik.1). EVK islemi sonras1 Grup 1, 2, 3 ve 5’ te 1.giinde ortalama GIB
degeri 28,73 mmHg+2,45 (25,50-34,00) bulundu ve ratlarin kontrol grubu olan diger

gozleriyle karsilastirildiginda ortalama 1,9 kat GIB degerleri elde edildi. Grup 1, 2, 3 ve 5’ te

artmis GIB degerleri kontrol sol gdzlerine gore istatistiksel anlamli yiiksek bulundu (gruplara

gore sirastyla p degerleri 0.002, 0.002, 0.003, 0.002). Ratlarin tamaminda GiB artis1 basarili

bir sekilde saglandi. Grup 1, 2, 3 ve 5’ te 2. haftadaki artnus GIB degerleri baslangic GIB

degerlerine gore istatistiksel anlamli yiliksek bulundu (gruplara gore swrasiyla p degerleri

0.028, 0.027, 0.028, 0.028). Grup 4’ teki ratlarmn iv enjeksiyon sonras1 GIB degerleri ile

baslangic GIB degerleri arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulunmadi (p=0,95)
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Grafik.1. Ratlarda zamana gore gz ii basing (GIB) degisimi



TO TO TO TO P degeri
0.giin 1.giin 1.hafta 2.hafta

)0 08 16,45+0,83 27,25+1,47 28,20+1,40 28,62+0,98 0,028%
(15,0-17,25)  (25,50-29,25)  (27,00-30,50)  (27,50-30,0)

SNl 15,95+0,64 15,50+0,75 16,40+0,98 16,50+1,27 0,002
(14,75-16,50)  (14,25-16,00)  (15,50-17,00)  (15,50-17,40)

002409908 15,95+0,36 26,33+0,80 26,3340,75 26,95+0,81 0,027%
(15,50-16,25)  (25,50-27,75)  (25,00-27,00)  (26,00-28,25)

(C10 )P 14,95+1,82 15,60+1,32 15,40+1,60 14,70+1,45 0,002
(12,25-17,00)  (14,75-1625)  (14,50-16,00)  (14,20-15,75)

GRUP 3R BEFIISWI 30,0443,65 29,4143,10 29,66+2,71 0,028%*
(13,50-16,75)  (26,00-35,50)  (26,50-34,00)  (27,00-33,00)

GRUP 3L BURIISEN 14,70+1,40 15,2041,60 14,70+1,30 0,003%*
(12,75-16,50)  (13,00-15,50)  (14,00-16,00)  (12,50-15,50)

(O 1 14,45+1,24 15,75+£2,71 15,20+2,75 15,50+3,07 0,95%*
(12,50-16,00)  (13,00-16,00)  (13,50-15,50)  (13,00-16,50

(IO IS 15,20+0,78 15,40+0,90 15,00+1,2 15,50+1,1 0,90%:*
(14,00-16,00)  (14,20-16,00)  (13,50-15,70)  (14,00-15,75)

GRUP 5R BURSSWES 26,1620,88 26,75+1,89 28,08+2,82 0,028%
(12,75-1625  (25,25-27,50)  (24,50-30,00)  (25,50-32,75)

00 5 I 15,29+1,29 15,40%1,60 15,6042,00 15,8042,50 0,002

(13,00-16,50)

(13,00-15,75)

(13,40-16,20)

(13,50-16,50)

Tablo 1. Zamana gore Goz ici basing (GIB) degerleri.

Degerler ortalama +SD olarak gosterilmekte. * Istatistiksel fark degerlendirilmesinde
Wilcoxon testi kullanildi (n=6). EVK 6ncesi ve sonras1 GIB farklar1 karsilastirilmasi. **
[statistiksel fark degerlendirilmesinde Mann-Whitney-U kullanildi (n=6). GIB degerlerinin
kontrol sol gozler ile karsilastirilmasi.

4.2. Total Retinal Ganglion Hiicre Sayis1 .
EVK ile deneysel glokom modeli olusturulduktan sonra, GIB yiiksekliginin neden oldugu

retinal ganglion hiicre hasar1 ve farkli statin uygulama sekillerinin retinal ganglion hiicre
sayisina etkisi degerlendirildi. Kronik okiiler hipertansiyon olusturulduktan sonra, RGH
sayisinda, kontrol gozlerle karsilastirildiginda, grup 5° te istatistiksel olarak anlamli azalma
gorildii (70,33+18,30 hiicre, p=0,03). Oral rosuvastatin alan ratlarda (grup 1) RGH kaybinin
az oldugu ve grup 5 ile karsilastirildiginda RGH sayis1 anlamli olarak yiiksek bulundu
(92,40+7,30 hiicre, p degeri= 0,03). Iv rosuvastatin uygulamasi sonrasi (grup 2) RGH sayis1
en diisiik bulundu (57,33+8,23 hiicre, p degeri= 0,002). Oral ve iv rosuvastatin uygulamasi
sonrasinda (grup 3) RGH sayis1 60,50+12,90 hiicre olarak bulundu (p degeri= 0,004). Iv sham



enjeksiyonu yapilan grup 4’ te ise RGH sayis1 92,16+10,53 hiicre (p degeri= 0,95) olarak

bulundu.

Total RGH P degeri
CALISMA KONTROL
92,40+7,30 94,83+9,78 0,90
57,33+8,23 92,00+17,27 0,002*
60,50+12,90 90,54+15,43 0,004*
92,16+10,53 91,00+21,89 0,95
70,33+18,30 92,50+13,72 0,03

Tablo 2. Rosuvastatin Uygulamasimin Total Retinal Ganglion Hiicre (RGH) Sayisi Uzerine
Etkisi. RGH tabakasindaki ortalama RGH hiicre sayilari goriilmekte. Degerler ortalama £SD
olarak gosterilmekte. Istatistiksel fark degerlendirilmesinde Student’s t-test kullanildi (n=6).*

p<0,05 ratin islem yapilmayan kontrol gozii ile karsilastiriimasi.
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Grafik 2. Gruplara gore total Retinal Ganglion Hiicre (RGH) sayilar1
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Resim 6. Oral ve/veya iv rosuvastatin uygulamasinin Retinal Ganglion Hiicre (RGH) Sayisi
lizerine etkisi. Retinal ganglion hiicre sayis1 (H&E x400) a) Kontrol g6z normal RGH sayis1
b) grup 1 (oral rosuvastatin) normale yakin RGH ¢) grup 2 (iv rosuvastatin) azalmig RGH d)
grup 5 (kontrol glokom) azalmis RGH.



4.3.TUNEL boyama

Apoptotik hiicre O6limii degerlendirilmesinde TUNEL boyama kullanildi. Kontrol
gozlerde kesitlerde, TUNEL pozitif hiicre goriilmedi. Kronik okiiler hipertansiyon
olusturulduktan sonra, TUNEL pozitif hiicre oram1 grup 5’ te % 5,6 olarak gorildi (p
degeri=0,001). TUNEL pozitif hiicreler ganglion hiicre tabakasinda lokalize oldugu goriildii.
Oral rosuvastatin uygulamasi sonrasi (Grup 1) TUNEL pozitif hiicre oraninin daha az oldugu
gortldi (% 0,9 ve p degeri= 0,001). Iv rosuvastatin uygulamast sonrasi (Grup 2) TUNEL
pozitif hiicre oran1 % 10,4 ile en fazla oldugu gorildi (p degeri=0,001). Oral ve iv
rosuvastatin uygulamasi sonrast (grup 3) ise TUNEL pozitif hiicre oranm1 % 3,3 olarak bulundu

(p degeri=0,001). Iv sham enjeksiyonu yapilan grup 4’ te ise TUNEL pozitif hiicre goriilmedi.

RGH' de Apoptozis Oranlari (%)
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Grafik 3. Gruplara gore Retinal Ganglion Hiicre (RGH)’ de Apoptozis Oranlari. GIB artis1
sonras1 2. Haftada retinal kesitler analiz edildi. RGH tabakasindaki ortalama TUNEL-pozitif
hiicre sayilar1 goriilmekte. Degerler ortalama +SD olarak gosterilmekte. Istatistiksel fark
degerlendirilmesinde Student’s t-test kullanild1 (n=6).* p<0,05 tedavi almayan glokom grubu

(grup 5) ile karsilastirilmast.



Resim 7. Oral ve/veya iv rosuvastatin uygulamasmim retinadaki TUNEL-pozitif hiicreler
iizerine etkisi. Retinal ganglion hiicre tabakasinda apoptotik cisimcik(ler) (TUNNEL,
Apoptag, x400)

(a) iv rosuvastatin, (b) kontrol glokom, (c¢) oral+iv rosuvastatin. Sham enjeksiyonu
sonrasinda retinal kesitlerde TUNEL-pozitif hiicre goriilmedi. Episkleral ven koterizasyonu
ve GIB yiiksekligi sonrasinda, ganglion hiicre tabakasmda TUNEL-apoptotik cisimcik(ler)
goriilmekte (ok). Ratlarda kronik okiiler hipertansiyonun indiikledigi apoptozisi, oral

rosuvastatin tedavisi azaltmaktadir.



Grup 1 Grup 5 P degeri*

(oral rosuvastatin)  (kontrol)

GIB 1.Giin 27,25+1,47 26,160,88 0,31
(mmHg) (25,50-29,25) (25,25-27,50)

GIB 2. Hafta 28,62+0,98 28,08+2,82 0,39
(mmHg) (27,50-30,0) (25,50-32,75)

u ‘

Apoptozis (%) 0.9 0,001

Tablo 4. GiB degerleri, total RGH sayis1 ve Apoptozis oranlarmin karsilastiriimasi. Grup 1 ve
5

Grup 2 Grup 5 P degeri

(iv rosuvastatin) (kontrol)

GIB 1.Giin 26,33+0,80 26,160,88 0,69
(mmHg) (25,50-27,75) (25,25-27,50)

GIB 2. Hafta 26,95+0,81 28,0842,82 0.69
( H g) (26,00-28,25) (25,50-32,75)

Apoptozis (%) 10,4 5,6 0,001

Tablo 5. GIiB degerleri, total RGH sayis1 ve Apoptozis oranlarmin karsilastiriimasi. Grup 2 ve
5



Grup 3 Grup § P degeri*

(oral+iv (kontrol)
rosuvastatin)
GIB 0. Giin 15,20+1,21 14,50+1,48 0,39
13,50-16,75 12,75-16,25
(mmHg) ( ) (
GIB 1.Giin 30,04+3,65 26,160,88 0,01
2 - 25,25-2
(mmHg) (26,00-35,50) (25,25-27,50)
GiB 1. Hafta 29,41£3,10 26,75+1,89 0,13
mmH 26,50-34 24.50-
( %) (26,50-34,00) (24,50-30,00)
GIB 2. Hafta 29,66+2,71 28,08+2,82 0,24
(mmHg) (27,00-33,00) (25,50-32,75)
Total RGH (n) 60,50+12,90 70,33+18,30 0,31
Apoptozis (%) 3,3 5,6 0,001
GFAP 0,639

Tablo 6. GIB degerleri, total RGH sayis1 ve Apoptozis oranlarmin karsilastirilmast. Grup 3 ve
5

4.4. GFAP Ekspresyonu

EVK ile deneysel glokom modeli olusturulduktan sonra, GFAP immun boyama
uygulanarak, GIB yiiksekliginin neden oldugu retinal stres ve hasara glial hiicre aktivasyon
cevab1 degerlendirildi. Farkli statin uygulama sekillerinin glial aktivasyon cevabina etkisi
degerlendirildi. Kontrol gozlerde GFAP immiinreaktivitesi, i¢ limitan membrandaki astrositler
ve miiller hiicrelerin ayaksi uclarinda sinirli olarak gdézlendi. Deneysel glokom modeli
olusturulan gozlerde (grup 5) dis niikleer tabakalara kadar uzanan artmis GFAP immiin
reaksiyonu goriildii ve kontrol goz ile karsilastirildiginda artmis ve yaygin GFAP ekspresyonu
goriildi (p degeri 0,035). Oral rosuvastatin uygulanan goézlerde (grup 1) kontrol glokom
(grup 5) ile karsilastirildiginda GFAP ekspresyonu siddeti ve yayginliginda azalma goriildi (p
degeri=0,247 ). Iv rosuvastatin uygulamasi sonrasi (Grup 2 ve grup 3) kendi kontrol gozleri
ile karsilastirildiginda GFAP ekspresyonu yaygmligr ve siddetinde artis oldugu goriildi,
ancak istatistiksel olarak anlamli degildi (p degerleri swrasiyla; 0.504, 0.502 ). Iv sham
enjeksiyonu sonrasinda (grup 4) GFAP ekspresyonunda kendi kontrol gozleri ile
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli degisiklik goriilmedi (p degeri=0,721).
Gruplarin sag (calisma) gozleri GFAP immiin reaktivitesi yayginlik ve siddet



derecelendirilerek karsilastirildiginda; istatistiksel olarak fark goriilmedi (p degeri=0,434)
(Tablo.7).

Boyanma  Zayif Zayf Orta Orta  Kuvvetli Kuvvetli
yok fokal yaygin fokal yaygin fokal yaygin
Grupl % 41,7 % 16,7 % 25 % 0 %16,7 % 0 % 0
(n=6)

Grup2 % 16,7 % 33,3 % 0 %16,7 % 25 % 0 % 8,3
(n=6)

Grup 3 % 8,3 % 33,3 % 16,7 % 0 % 25 % 8,3 % 8,3
(n=6)

Grup 4 % 25 % 50 % 16,7 % 8,3 % 0 % 0 % 0
(n=6)

Grup5 % 16,7 %167 %83 %167 %25 % 0 % 16,7
(n=6)

Tablo 7. Gruplara gore GFAP immiin reaktivitesi karsilastirmasi (¢alisma gozii) GIB artis
sonrast 2. haftada retinal kesitler analiz edildi. Retinadaki GFAP immiin reaktivitesi
degerlendirmesinde yaygmlik ve siddet derecelendirme oranlar1 goriilmekte. Istatistiksel fark

degerlendirilmesinde “Ki-Kare testi”” kullanild1 (n=6). (P degeri=0,434)

Boyanma  Zayif Zayf Orta Orta  Kuvvetli Kuvvetli

yok fokal yaygin fokal yaygin fokal yaygin

Grupl % 66,7 % 16,7  %16,7 % 0 % 0 % 0 % 0
(n=6)

Grup2 %333 % 33,3 % 0 %16,7 % 16,7 % 0 % 0
(n=6)

Grup3 % 16,7 % 50 % 16,7 % 0 % 16,7 % 0 % 0
(n=6)

Grup4 %333 % 50 % 16,7 % 0 % 0 % 0 % 0
(n=6)

Grup5S % 33,3 % 33,3 % 0 % 33,3 % 0 % 0 % 0
(n=6)

Tablo 8. Gruplara gére GFAP immiin reaktivitesi karsilastirmasi (kontrol goz)

(n=6) (p degeri= 0,615)



Resim 8. Oral ve/veya iv rosuvastatin uygulamasinin retinadaki GFAP immiinreaktivitesi tizerine
etkisi. a) Retinal ganglion hiicre tabaksinda GFAP ile boyanma yok. b) Retinal ganglion hiicre
tabakasinda GFAP ile fokal zayif boyanma ¢) Retinal ganglion hiicre tabakasinda GFAP ile
yaygin kuvvetli boyanma (Immiinperoksidaz, GFAP x400) Episkleral ven koterizasyonu ve GiB
yiiksekligi sonrasinda, GFAP immiinreaktivitesinde artis gézlendi.



5. TARTISMA

Bu c¢alismada, ratlarda kronik glokom modelinde HMG-CoA rediiktaz inhibitorii olarak
hiperlipidemi tedavisinde kullanilan rosuvastatinin oral ve/veya intravitreal uygulanmasi
sonrasinda, RGH iizerinde noroprotektif etkisi degerlendirildi. Bu ¢alisma rosuvastatin
uygulamasinin ratlarda kronik glokom modelinde RGH sayisi, apoptozis ve glial cevabi
degerlendiren ilk ¢alisma olmas1 agisindan onemlidir. Oral rosuvastatin uygulamasi ile RGH

kaybinda ve apotoziste azalma ile birlikte noroprotektif etki goriildii.

Ratlar anatomik ve gelisimsel a¢idan, 6n kamara ve dis akim yollar1 bakimindan insan ile
benzer Ozellikler tasimaktadir. Ratlarda ideal glokom modelinin kolay uygulanabilir, ucuz,
tekrarlanabilir ve insanlardaki glokomla benzer etki olusturmasi gerekmektedir. Ratlarda
EVK modeli ile bu kriterlerin bir¢ogunun saglandig1 diisiincesindeyiz. Calismamizda

koterizasyon islemi yapilan tiim gdzlerde, GIB yiiksekligi saglanmis oldugu goriildii.

Iki veya ii¢ ven koterizasyonu sonrasi kontrol gézlerde 10-15 mmHg olan GiB 20 mmHg’
li degerlere ylikselmektedir ve en az 2 ay siire ile 20-30 mmHg diizeylerinde devam
etmektedir. Bu GIB yiiksekligi ile RGH’ de haftalik ortalama % 4-10 ‘luk kayip meydana
gelmektedir (77). Calismamizda, GIB degerleri islem &ncesi ortalama 15,31+1,30 mmHg
(12,50-17,75) ve EVK sonrasi1 2.haftada ortalama 28,73+£2,45 mmHg (25,50-34,00) olarak
Olciildi (p=0,002). Iv rosuvastatin (grup 2 ve grup 3) enjeksiyonu yapilan gozlerde ortalama
GIB degerleri sirastyla; 26,33+0,80 (25,50-27,75), 30,04+3,65 (26,00-35,50) idi . Iv DMSO
enjeksiyonu (grup 4) oncesi ve sonrasinda GIB degerleri sirasiyla 14,45+1,24 (12,50-16,00)
ve 15,5043,07 (13,00-16,50) idi (p=0,95) ve iv DMSO enjeksiyonuna bagl erken ve gec
donemde GIB’ de anlamli degisiklik goriilmedi. Oral rosuvastatin alan ratlarin calisma
gozlerinde islem Oncesi ortalama GIB degeri 16,45+0,83 (15,0-17,25) ve islem sonrasi
ortalama GIB degeri 27,25+1,47 (25,50-29,25) idi (p=0,028), kontrol gdzlerinde statin
tedavisi oncesi 15,95+0,64 (14,75-16,50) ve 2. hafta sonunda 15,40+1,20 (14,60-16,00)
olgiildii (p=0,93). Oral rosuvastatin uygulamasmin GIB degisikligine neden olmadig
diistiniildi.

Calismamizda EVK sonrasi ikinci haftada grup 5° te RGH kaybi % 23 olarak
degerlendirildi. Total RGH sayist grup 1 (92,4+7,3) ‘de grup 5 (70,33+8,2) ile
karsilastirildiginda daha yiiksek izlenirken, kendi kontrol grubu (94,8+9,7) ile benzer oldugu
saptand1 (p:0.03; p:0.90, swasiyla). Grup 2 (57,3£8,2) ve grup 3 (60,5+12,9)’ teki RGH



sayilar1 ise grup 5’¢ gore daha az olarak bulundu (swrasiyla, p:0,004, p: 0,261). Oral
rosuvastatin alan ratlarda RGH kaybinin daha az bulunmasi, noroprotektif etkisini
desteklemekte birlikte; intravitreal rosuvastatin uygulamasmin RGH’ yi koruyucu etkisi
gosterilemedi.

Garcia-Valenzuela ve arkadaslari, okiiler hipertansiyonun indiikledigi RGH 6liimiiniin
apoptozis aracili gergeklestigini gostermistir (78). Diger iki deneysel glokom modelinde
aksonal dejenerasyon optik sinirin superior bolgesinde meydana gelirken, EVK ile retinanin
tamamninda yaygmm RGH kaybi olugsmaktadir (83). Calismamizda deneysel glokom
modelinde ganglion hiicre tabakasinda TUNEL pozitif hiicreler retinada yaygin olarak
gosterildi. Kontrol gozlerde TUNEL pozitif hiicre gosterilmedi. Oral rosuvastatin alan ratlarda
(grup 1) TUNEL pozitif hiicre sayilart grup 5 ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli derecede diisiik bulundu (p= 0,001). Iv rosuvastatin alan ratlarda (grup 2 ) ise en
yliksek oranda TUNEL pozitif hiicre gosterildi (p=0,001). Grup 4’ te sham enjeksiyonu
yapilan ratlarda ise TUNEL pozitif hiicre goriilmedi.

Okiiler hipertansiyona bagl retinal hasarin degerlendirilmesinde, GFAP ekspresyonu
kullanildi. GFAP, normal retinadaki miiller hiicreleri ve astrositlerde bulunan orta filaman
proteindir. Retinal hasar meydana geldiginde, miiller hiicreleri ve astrositlerde GFAP
ekspresyonunda artis olmaktadir. Glial hiicre aktivasyonunun klasik bulgusu artmis GFAP
ekspresyonudur. Glokomlu gozlerde retinal miiller hiicreleri ve astrositlerde hipertrofik
morfoloji ve artmig GFAP immiin boyanmasi, glokomatéz retinada retinal makroglial hiicre

aktivasyonu oldugunu gdstermektedir (98,106).

Glial hiicrelerin glokomatoz aktivasyonunda, bu siirecteki olaylarin etkilerinin dogru bir
sekilde degerlendirilmesi Onemlidir. Kuramsal olarak, iskemik kosullarda daha O©nce
gosterilmis oldugu gibi, glial hiicrelerin normal destekleyici fonksiyonlarinin artmasi, RGH
ve aksonlar1 daha fazla hasardan koruyabilir (95). Bir baska secenek ise; beyin iskemisi
sonrast reperflizyona bagli glutamat eksitotoksistesinde gosterilmis oldugu gibi, glial

aktivasyon daha fazla hasara yol acacak yolaklar1 tetiklemesi olabilir (96).

Calismamizda, EVK uygulanan gozlerde kronik GIB artisi sonrasinda GFAP
ekspresyonunda artig goriildii. Kontrol gozlerde, GFAP immiin reaktivitesi i¢ limitan
membrandaki astrositler ve miiller hiicrelerinin ayaks: ¢ikintilarinda lokalize iken; GIB artis1

sonrasinda dig niikleer tabakalara kadar yayilim gostermekteydi. Artmig GFAP ekspresyonu,



artmms GIB sonrasi (grup 5) glial hiicre aktivasyonunu gdstermekteydi (p degeri=0,035). Oral
rosuvasatin alan ratlarda (grup 1) grup 5 ile karsilastirildiginda GFAP ekspresyonu siddeti ve
yayginliginda azalma goriildii (p degeri=0,339). Oral rosuvastatin uygulamasi glial hiicre
aktivasyonunda azalmaya neden olmakla birlikte istatistiksel olarak fark goriilmedi. Iv
rosuvastatin uygulanan ratlarda (grup 2 ve grup 3) ise, GFAP ekspresyonu yaygmligi ve
siddeti kendi kontrol gozleri ile karsilastirildiginda; istatistiksel olarak fark gosterilmese de
artmig glial hiicre aktivasyonunu desteklemekteydi (p degerleri sirastyla; 0.504, 0.502). Sham
enjeksiyonu uygulanan ratlarda (grup 4) kontrol gozleri ile karsilastirildigimda GFAP
ekspresyonunda anlamli degisiklik goriilmedi (p degeri=0,721). Iv DMSO enjeksiyonunun

glial cevabi etkisinin olmadig1 diistiniildii.

Glokomatoz retinada glial aktivasyonu RGH tizerinde hem hasarlayic1 hem de koruyucu
etkileri oldugu ileri siiriilmiistiir (98-100). Artmus GIB maruziyeti sonrasinda; miiller
hiicrelerinde, anti-apoptotik bir protein olan, bcl-2 ekspresyonunun artmis oldugu gézlenmis
ve boylece miiller hiicre yasam siiresinin ve fonksiyonlarmi iyilestirdigi ve dolayli yollardan
da RGH’ ni korudugu ileri siirtilmiistiir (101). Glial hiicreler norotrofik maddeleri saglayarak

da RGH iizerinde koruyucu etkileri bulunmaktadir (102).

Retinal gangliyon hiicreleri ve optik sinir santral sinir sisteminin bir pargasi olarak kabul
edilmekte ve glokomdaki gangliyon hiicre dliimleri parkinson, amyotrofik lateral skleroz
(ALS), Alzeimer hastaligi gibi norodejenratif hastaliklarla  benzerlik gostermektedir.
Norodejeneratif hastaliklarin  tedavisinde kullanilan noroprotektif ajanlarmm noéroprotektif
etkileri; glokom tedavisinde hasarlanmis RGH’ lerin 1iyilestirilmesinde ve ikincil sinir

kayiplarinin 6nlenmesi amaglanarak bir¢ok calismada arastirilmaktadir.

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda, statinlerin noroprotektif etkinligi {izerinde
durulmaktadir. Statin tedavisi alan hastalarda Alzheimer hastalig1 insidansinda azalma
sagladig bildirilmistir. Bu iligski hakkinda farkli goriisler bildirilmis olsa da, bircok calismada
statinlerin amiloid peptid beta iiretimini azalttig1 in vitro gosterilmistir (111-112). Ayrica son
calismalarda, statinlerin Parkinson hastalig1 insidansi {izerine olan beklenilmedik etkileri de
bildirilmigtir (112-114). Son g¢alismalarla hayvan modellerinde statinlerin multiple skleroz
hastalig1 tedavisindeki (115-118) ve akut inme modellerindeki (119-121) olumlu etkileri

gosterilmistir.



Statinler hem kolestrol bagimli hem kolestrol bagimsiz etki gdstermekte ve beyin
kaynakli nérofaktér (BDNF) iiretimi ve  PKB/Akt, Wnt ve ERK yolaklar1 aktivasyonu gibi
farkli néroproteksiyon yollarini aktive edebilmektedir. Tiim statinlerin kan-beyin bariyerini
gecebilme Ozelligi olmasa da, periferik etkileri ile norolojik etki gosterebilmektedir.
Statinlerin noroproteksiyon saglayan li¢ farkli periferik etkileri bulunmaktadir: 1) oksidatif
hasar1 azaltma 2) vaskiiler fonksiyonda iyilesme ve 3) periferik inflamatuar cevabin

modiilasyonu (137).

Gilinlimiizde statin ailesinin bir¢ok iiyesi arasinda, rosuvasatin en potent statin olmasi ve
HMG-CoA rediiktaz enzimine c¢oklu polar baglar ile baglanabilme 06zelligi nedeniyle
arastirmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (138). Rosuvastatinin goreceli olarak hidrofilik
olmas1 nedeniyle farelerde, serebral iskemi modeli olusturulmadan 10 giin 6nce verildiginde,
potansiyel koruyucu etki gostermektedir (139). Ancak bu etkinin molekiiler mekanizmasi tam

olarak agiklanabilmis degildir.

Onceki ¢alismalarda; statinlerin katarakt olusumu (140), yasa bagli makula dejenerasyonu
(141) ve diyabetik retinopati (142) gibi ¢esitli goz hastaliklarinda faydali etkileri olabilecegi
gosterilmistir. Sistemik uygulanan simvastatinin NO seviyelerini arttirarak, retinal arter ve
venlerde kan akimi ve hizini arttirdigi gosterilmistir (143-144). Ayrica statinler rho-kinaz
inhibisyonu ile akkdz disa akimda artisa neden olarak GIB ‘de azalmaya neden olabilmektedir
(144-145). McGwin ve arkadaglar1 vaka-kontrol ¢alismasinda, 24 aydan uzun siireli statin
kullanan hastalarda, agik a¢ili glokom prevalansinin daha diisiik oldugunu gdstermistir (146).
Yine yapilan retrospektif calismada; gérme alani kaybi olmayan, normal GIB’ li agik ag1
glokom stliphesi olan olgularin optik sinir basi parametrelerindeki progresyonun yavas olmasi
statin kullanimi ile iliskilendirilmistir (147). Bizim calismamizda da oral rosuvastatin
uygulmasi sonrasi ratlarda GIB’ de azalmaya yol agmadan, farkli ndroprotektif yolaklarin

uyarilmasi ile néron koruyucu etki elde edilmistir.

Dexter ve arkadaslarinin 256 normotansif glokomlu gézii 36 ay inceledigi prospektif
kohort ¢aliymasinda; simvastatin kullanimmin goérme alani stabilizasyonuna olumlu katk1

saglayabilidigi bildirilmistir (148).

Kretz ve arkadaslari; ratlarda optik sinir aksotomi sonrasinda, iv simvastatin (30 uM

konsantrasyonda) enjeksiyonu ile heat shock protein (Hsp27) ekspresyonunda belirgin artis



sagladig1 ve RGH yasam siirelerine de olumlu katki sagladigini gostermistir. Simvastatin
aracilt Hsp27 diizeylerinde artis, optik sinir hasar1 sonrast erken ve ge¢ donemlerde
apoptozise bagli hiicre 6liimiinii 6nlemede etkili oldugu ileri siiriilmiistiir (149). Calismamizda
iv rosuvastatin (30 pM ) enjeksiyonu sonrasinda RGH sayisinda azalma, apotozise ugrayan
hiicre oranlarinda artis ve glial aktivasyonda artis gorildi. Bu etkiler birlikte
degerlendirildiginde ayn1 konsantrasyonda uygulanan iv rosuvastatinin RGH {izerine olumsuz
etkileri oldugu gosterilmistir. Rosuvastatinin yarilanma Omriiniin simvastatin yarilanma
stiresinden daha uzun olmasi, vitreus i¢inde kalma siiresini artirabilmekte ve suda ¢oziiniirliik
acisindan karsilastirildiginda rosuvastatin daha fazla suda ¢oziinmesi; iki molekiiliin farkl
sonuclarin1 etkileyebilmektedir. Iv simvastatin ile ayni konsantrasyonda uygulanan iv

rosuvastatinin uygun doz agisindan ileri caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Statinler deneysel hayvan modellerinde ve in vitro ¢aligmalarda agik bir sekilde néron
koruyucu etkileri gosterilmekle birlikte; yapilan klinik caligmalarda insanlarda norodejeneratif
hastaliklarda faydali etkileri de goOsterilmistir. Alzheimer hastalii, statinlerin farkl
noropatolojik durumlarda koruyucu olabilen periferik ve santral etki gostermektedir. Ozellikle
kan akimini artiric1 etkileri, immiin cevap modiilasyonu ve oksidatif hasar1 azaltici etkileri,
noron koruyucu etki olusturmaktadir. Baz1 statinler kan-beyin bariyerini gecebilse de; beyinde
sinyal iletimi ve metabolizmay1 hangi oranda etkiledikleri ve hangi doz araliginda izoprenoid
iretimine etkilerinin bagladigi tam olarak bilinmemektedir. Bu da deneysel in vivo
calismalarla elde edilen umut verici verilerin klinik sonuglarinin yiiz giildiiriicii olmadigin1 da
aciklamaktadir. Hayvanlardaki noroproteksiyonda azalmis izoprenoid seviyesine bagliysa;
statinlerin izoprenoid diizeylerini azaltmada klinik dozun yeterli olmadig1 diisiiniilebilir.

Statinlerin beyindeki farmakolojisinin arastirilmasi i¢in ¢alismalara ihtiya¢c duyulmaktadir.



6. SONUC

Ratlarda ESV koterizasyonu ile olusturulan glokom modelinde; oral rosuvastatin
uygulamas1 sonrast RGH kaybi1 ve apotozise ugrayan hiicre sayisi daha az bulunarak
noroprotektif etkinligi gosterilmistir. Bir noérodegeneratif hastalik olarak kabul edilen
glokomda, ndroprotektif tedavi segenegi olarak rosuvastatin uygulamasi ile ilgili randomize
kontrollii klinik ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Iv rosuvastatin uygulamasi sonrasinda
ratlarda noroprotektif etki gosterilememis olup, iv rosuvastatin uygulamasimnin RGH iizerine
zararh etkileri goriilmiistiir. Iv rosuvastatin igin giivenli doz ile ilgili hayvan ¢aligmalarma

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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8. OZET
Ratlarda Glokom Modelinde Sistemik ve/veya Intravitreal Rosuvastatin Uygulamasinin

Retinal Ganglion Hiicreleri Uzerine Noroprotektif Etkisinin Degerlendirilmesi

Amac: Ratlarda glokom modelinde sistemik ve/veya intravitreal rosuvastatin uygulamasimnin

noroprotektif etkisinin degerlendirilmesi.

Metod: 30 adet Long-Evans cinsi ratin 60 gozii ¢alismaya dahil edildi. Kronik okiiler
hipertansiyon modeli ratlarin sag gozlerinde episkleral ven koterizasyonu (EVK) yolu ile
olusturuldu (30 goz). Ratlarin diger gozleri kontrol grubu olarak alindi. Ratlar; grup 1
(Img/kg/glin oral rosuvastatin), grup 2 (intravitreal rosuvastatin), grup 3 (oral+intravitreal
rosuvastatin), grup 4 (intravitreal sham) ve grup 5 (sadece glokom modeli) olacak sekilde 5
gruba ayrildi. Tiim gruplarda EVK 6ncesi ve sonras1t Tonopen (Medtronic Solan, FL, USA)
ile goz ici basmg (GIB) degerleri 6l¢iildi. RGH morfoloji ve sayis1 Hematoksilen-Eosin,
apoptozise ugrayan RGH oranlar1 TUNEL boyama ile degerlendirildi. Gruplar aras1t RGH say1
farklari istatistiksel olarak Mann-Whitney-U testi ile analiz edildi. EVK &ncesi ve sonras1 GIB

farklar1 ise Wilcoxon testi ile karsilastirildi.

Bulgular: EVK 6ncesi Tonopen (Medtronic Solan, FL, USA) ile dlciilen GIB degeri tiim
gruplarda ortalama 15,31+1,30 mmHg (12,50-17,75) ve EVK sonras1 2.hafta 28,73+2,45
mmHg (25,50-34,00) olarak 6l¢iildii (p<<0,0001). Total RGH sayis1 grup 1 (92,4+7,3) ‘de grup
5 (70,33+£8,2) ile karsilastirildiginda daha yiiksek izlenirken, kendi kontrol grubu (94,8+9,7)
ile benzer oldugu saptandi (p:0.03; p:0.90, sirasiyla). Grup 2 (57,3£8,2) ve grup 3
(60,5+12,9)’ teki RGH sayilar1 ise grup 5’e gore daha az olarak bulundu (sirastyla, p:0,004, p:



0,261). TUNEL boyamada apoptozise ugrayan hiicre oranlar1 ise RGH sayilari ile paraleldi ve
gruplara gore sirasiyla; %0.9, %10.4, %3.3, %0,0 %5.6 olarak bulundu.

Sonug¢: Oral rosuvastatin alan ratlarda RGH kaybmin daha az bulunmasi, ndroprotektif
etkisini desteklemekte birlikte; intravitreal rosuvastatin uygulamasmin RGH’ leri koruyucu

etkisi gosterilememistir.

Anahtar Kelimeler: Rat glokom modeli, rosuvastatin, ndroproteksiyon

9. SUMMARY

The Evaluation Of Neuroprotective Effect Of Systemic and/or Intravitreal Rosuvastatin

Administration in Rat Glaucoma Model

Purpose: The purpose of the study was to evaluate the neuroprotective effect of rosuvastatin,

in a rat experimental glaucoma model.

Methods: Chronic ocular hypertension was induced in right eyes of Long Evans rats (n=60)
by cauterization of three episcleral veins. Left eyes were defined as control group. Rats were
divided into five groups; group 1 (Img/kg/day oral rosuvastatin), group 2 (intravitreal
rosuvastatin), group 3 (oral+intravitreal rosuvastatin), grup 4 (intravitreal sham) and group 5
(only glaucoma model). Animals were examined for changes in IOP by a TonoPen(Medtronic
Solan, FL, USA). Rats were sacrificed at day 14. Total cell number was assessed by
histopathological analysis. Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-nick end-
labeling (TUNEL) staining was performed and the expression of glial fibrillary acidic protein
(GFAP) was examined to evaluate changes of retinal ganglion cell (RGC) apoptosis and glial

cell activation.

Results: A significant IOP elevation was seen as early as one day, and maintained for up to 2
weeks, after surgery (p<0.0001). Elevated IOP resulted in a significant decrease in number of
RGCs in group 5 (70.33+8.2 cells) when compared with control eyes (94.849.7 cells;
p=0.03). The number of RGC in group 1 (92,4+7,3 cells) was significantly higher than group
5 (p=0.03). The number of RGC in group 2 (57,3+8,2 cells) and group 3 (60,5+12,9 cells)
was significantly reduced compared with group 5 (p=0,004 and p=0.261 respectively). The
apoptosis rates with TUNEL staining were parellel to RGC number (0.9%, 10.4%, 3.3%,



0.0% and 5.6% respectively). GFAP expression and TUNEL staining revealed significant
decreases in RGC apoptosis and glial cell activation after oral rosuvastatin administration.

Conclusion: Decrease in RGC loss and apoptosis suggest the neuroprotective potential of oral
rosuvastatin in an animal model of chronic ocular hypertension, but further studies are

required.

Key words: Rat glaucoma model, rosuvastatin, neuroprotection
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