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OZET

Trigonelline (TG) antiapopitotik, ndroprotektif ve antioksidan bir maddedir.
Amacimiz apopitozis modelinde TG’nin noroprotektif ve antioksidan Ozelligini
degerlendirmektir. 42 adet Sprague Dawley rat rastgele alt1 gruba ayrilmistir. Kontrol
grubuna miidahale yapilmamistir. Sham- kontrol grubuna intravitreal phosphate
bufferd saline (PBS) enjeksiyonu yapilmistir. Diger gruplardaki ratlara ise intravitreal
N-metil-D-aspartat (NMDA) enjeksiyonu yapilarak apoptozis indiiklenmistir. Sham
grubuna herhangi bir tedavi verilmemistir. Dordiincii gruba oral TG, besinci gruba TG
damla, altinci gruba damla brimonidin tartarat (BT) tedavisi verilmistir.

Damla TG ve damla BT gruplarinda, sham grubuna kiyasla TUNEL ve
caspase3  pozitifligi istatistiksel anlamli diizeyde azalmistir (p<0,05). Brn3a
boyanmasinda sham grubuna kiyasla damla TG ve damla BT gruplarinda istatistiksel
anlamli diizeyde artis tespit edilmistir (p<0,05). Oral TG ile tedavi edilen grupta
TUNEL, caspase 3 ve Brn3a boyamalarinda sham grubuna gore istatistiksel anlamli
fark tespit edilememistir.

Malondialdehit (MDA) diizeylerinde, sham gruba kiyasla tiim tedavi
gruplarinda istatistiksel anlamli diizeyde azalma izlenmistir (p<0,05). NOS-2
diizeyleri sham grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli diizeyde artmistir
(p<0,05). Damla TG ve damla BT gruplarinda sham grubuna kiyasla NOS
diizeylerinde istatistiksel anlamli azalma tespit edilmistir (p<0,05). Sham grubuna
kiyasla tim tedavi gruplarinda SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz ve BDNF
diizeylerinde istatistiksel anlamli artig izlenmistir (p<0,05). NF-xB diizeyleri sham
grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli oranda artmistir (p<0,05). Oral ve
damla TG ile tedavi edilen gruplarda sham grubuna kiyasla NF-xB diizeylerinde
istatistiksel anlamli diizeyde azalma tespit edilmistir (p<0,05).

Topikal TG, klinik kullanimda olan topikal BT ile benzer diizeyde NOS

diizeylerinde azalma ve antiapopitotik etkinlik géstermistir.

Anahtar kelimeler: Apopitozis, glokom, trigonelline, ndroproteksiyon



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTIVENESS OF TRIGONELLINE IN
RATS WITH N-METHYL D-ASPARTATE INDUCED APOPYTHOSIS
MODEL

Trigonelline (TG)’s antiapopitotic, neuroprotective and antioxidant substance.
Our aim’s to evaluate neuroprotective and antioxidant properties of TG in apoptosis
model. No intervention was made to control group. Sham-control group was injected
intravitreal phosphate bufferd saline (PBS). Rats in other groups, apoptosis was
induced by intravitreal N-methyl-D-aspartate (NMDA) injection. No treatment was
given to the sham group. Fourth group received oral TG, fifth group received TG
drops, and sixth group received brimonidine tartrate (BT).

Topical TG and topical BT groups, TUNEL and caspase3 positivity decreased
statistically significantly compared to sham group (p<0.05). In Brn3a staining, there
was statistically significant increase in drop TG and drop BT groups compared to sham
group (p<0.05). In TUNEL, caspase3 and Brn3a staining in group treated with oral
TG, no statistically significant difference was found compared to sham group.

There was statistically significant decrease in malondialdehyde (MDA) levels
in all treatment groups compared to sham group (p<0.05). NOS-2 levels increased
statistically significantly in sham group compared to control group (p<0.05). There
was statistically significant decrease in NOS levels in groups treated with drop TG and
drop BT compared to sham group (p<0.05). There was statistically significant increase
in SOD, catalase, glutathione peroxidase and BDNF levels in all treatment groups
compared to sham group (p<0.05). NF-«B levels increased significantly in sham group
compared to control group (p<0.05). There was statistically significant decrease in NF-
kB levels in groups treated with oral and drop TG compared to sham group.

Topical TG showed decrease in NOS levels and antiapopitotic efficacy similar
to that of topical BT in clinical use.

Keywords: Apoptosis, glaucoma, trigonelline, neuroprotection
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1. GIRiS

Glokom, retinal ganglion hiicre (RGH) kaybu ile giden, ilerleyici gorme azlig1
yapan Oonemli bir saglik problemidir. Glokomda 6nemli risk faktorlerinden biri olan
g6z i¢i basmcim (GIB) diisiirmek temel tedavi prensibidir. GIB diisiisiine ragmen
glokomda progresyonun devam ettigi durumlar vardir. Ozellikle normotansif glokom
olarak degerlendirilen bir grupta GIB bilinen normal aralikta olmasina ragmen RGH
kayb1 devam etmektedir. Glokomdaki RGH kaybinin patofizyolojisi: norotrofik
faktorlerin (NTF) azalmasi, retrograd aksoplazmik transport blokaji, azalan vaskiiler
perflizyona bagli olusan iskemi, serbest radikallerin olusumu, nitrik oksit (NO)
toksisitesi, glutamat aracili eksitotoksisite ve genetik faktorlere baglanmaktadir.
Apopitozisi etkileyen bircok durum olmasi, glokom tedavisinde yeni modalitelerin
kesfini gerekli kilmaktadir. Noroproteksiyon yeni tedavi yontemlerinin basinda
gelmektedir (1).

Noroproteksiyon terim olarak, hasarlanma ihtimali olan veya 6lmekte olan
noronlarin asil etken ortadan kaldirilmamis olsa bile muhafaza edilmesi anlaminda
kullanilmaktadir. Bir¢ok farmakolojik ajanin, biiylime faktorlerinin ve diger
bilesenlerin ¢ok sayida nérolojik ve norodejeneratif hastalikta néroprotektif oldugu
rapor edilmistir. Baz1 ajanlarin optik sinirde de noroprotektif aktiviteye sahip oldugu
gosterilmigtir. Kalsiyum kanal blokorleri, antiglokomatdzler, N-metil D-aspartat
(NMDA) antagonistleri, nitrik oksit sentetaz-2 (NOS-2) inhibitdrleri, ndrotrofinler,
antioksidanlar gozde noroprotektif etkinlige sahip ilaclardir. Antiglokomatdz ilag
grubundan brimonidin tartarat (BT) oldukg¢a yiiksek selektif a2-reseptor agonistidir.
a2-reseptorlerin uyarilmas1 kompleks ve bagimsiz yollarla néronal hiicre 6liimiini
inhibe eder. Pro-apoptotik yolaklarin inhibisyonu, ndérotrofik faktoér saliiminin
arttirtlmast  ve glutamat salimim inhibisyonu etkileriyle apoptozisi azalttig
gosterilmistir. Son zamanlarda a2 modiilasyonunun NMDA reseptor inhibisyonu
etkisiyle noroprotektif etkiye neden oldugu gosterilmistir (2).

Glutamat retinadaki 6nemli bir uyarici ndrotrasmitterdir. Presinaptik hiicreler
tarafindan salinir ve NMDA reseptorlerinin de i¢inde bulundugu ¢esitli postsinaptik
reseptorleri uyarir. Glutamat salimiminin arttigi  veya glutamatin  ortamdan
temizlenmesinin yetersiz oldugu durumlarda eksitotoksisite olarak bilinen siire¢ néron

Olimiine sebep olmaktadir (3). NMDA reseptorlerinin asir1 uyarilmast hiicre igi



kalsiyumun toksik seviyelere ulasmasina sebep olur ve NOS-2 yi aktive eder. NOS-2
aktivasyonuyla yiiksek dozlarda oksidan bir molekiil oldugu bilinen NO sentezlenir.
Mitokondrial disfonksiyona yol a¢tig1 bilinen “glutamat aracili eksitotoksik hasar”in
glokomat6z dejenerasyonun patogenezinde anlamli rol oynadigi diisiintilmektedir (4).
Calismamizda glokomatoz optik néropati modeli olusturmak ve apoptozisi uyarmak
icin intravitreal NMDA enjeksiyonu uygulanmasi planlanmistir.

Trigonelline (TG), kafein gibi kahvenin 6nemli bir komponenti olan
alkaloidtir. TG’nin, anti-hiperglisemik ve anti-hiperlipidemik, noroprotektif, anti-
migren ve hafiza iyilestirme potansiyelleri gosterilmistir (5). Literatiirde TG’e ait goz
alaninda yapilmig herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Apopitozisin tanimlayict 6zelligi olan DNA fragmantasyonunu TUNEL
boyama metodu ile gostererek, RGH de apopitozis miktarin1 tayin etmek
hedeflenmistir. Ayn1 zamanda intrensek ve ekstrensek apopitotik yolaklarin ortak
kisminda gorevli olan caspase-3 diizeyine bakilarak apopitozis siireci baglamis olan
hiicrelerin de tespit edilmesi amaglanmistir. Brn3 ailesinin, RGH'lerinin gelisimi
sirasinda farklilasma, hayatta kalma ve aksonal uzamada onemli roller oynadigi
gosterilmigtir. Brn3a’nin  RGH’lere spefik boyama yaptigi bilinmektedir (6).
Caligmamizda RGH’lerin spesifik degerlendirmesi icin Brn3a’nin
immiinohistokimyasal olarak gosterilmesi planlanmigtir. Apopitozis siirecini
etkiledigi bilinen oksidan ve antioksidan parametrelerle birlikte, glokomda ndron
koruyucu etkinligi olan beyin kokenli nérotrofik faktdr (BDNF) diizeylerinin de
degerlendirilmesi planlanmistir. Glokom hastalarinin tedavisinde genellikle topikal
tedaviler kullanilmaktadir. Topikal tedavilerde ilaglarin sistemik yan etkilerinden
kaginilabilmektedir. Calisgmamizda yeni bir tedavi ajani olarak TG’ nin hem topikal
hem oral uygulama ile glokomdaki noroprotektif etkinliginin gosterilmesi

hedeflenmistir.
1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Apopitozis

Apoptozis yasamsal fonksiyonunu yitiren hiicrelerin programli bir sekilde yok
edilmesini saglayan fizyolojik bir mekanizmadir Apopitozis; normal hiicre

dongiisiiniin devamliliginda, immiin sistemin diizgiin calismasinda ve embriyonik



gelisimde rol almaktadir. Apopitozis temel olarak iki farkli yoldan uyarilir. Bunlar;
intrensek veya mitokondrial yol ve ekstrensek veya Oliim reseptoér yoludur. Bu

apopitotik yolaklar sekil 1°de gosterilmistir.

intrensek Yol Ekstrensek Yol

@ ligand
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8 ‘ Procaspase 8
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Sekil 1. Apopitozis semas1 (7)

Intrensek yolda birgok farkli uyaran mitokondrial membran potansiyelinde
degisikliklere sebep olabilir. Bu uyaranlardan en 6nemlisi serbest oksijen radikalleri
(SOR) dir. intrensek yolda apopitozisi uyaran en énemli faktér SOR olmakla beraber
apopitozis siireci boyunca SOR {iretiminde artis izlenmektedir. Bu ylizden SOR’nin
azaltilmas1 apopitozisi engelleme ve geciktirmede c¢ok o©nemlidir. Bu yolda
mitokondrial membranda degisiklik olduktan sonra Bcl-2 ailesi uyarilir. Bu uyarim
sonucu sitokrom C salinimi gergeklesir. Apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 (Apaf-
1), sitokrom C salimina cevap olarak, apopitozom olarak bilinen biiylik bir kompleks
olusturur. Apopitozom mitokondrial yoldaki temel mekanizmadir. Apopitozom
sirastyla caspase 9 ve caspase 3’lin aktivasyonunu saglayarak apopitozisin
gerceklesmesini saglar.

Ekstrensek yolda, tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-alfa) reseptorii, FasL
reseptorli, Toll like reseptorii gibi Oliim reseptdrleri lizerinden apopitozis uyarisi

baslatilir. Caspase 8 aktivasyonu gerceklestirilir. Caspase 8 aktivasyonu caspase 3



aktivasyonu ile ekstrensek yoldan apopitozisi uyarmakla birlikte intrensek apopitozis

yolunu da aktive eder. Apopitozisin iki yolagi olan intrensek ve ekstrensek yol birlikte

calismaktadir. Caspase 3, intrensek ve ekstrensek yolun sonunda aktiflenmekte olup

her iki yola da katilmaktadir (8).

1.1.2. Retinanin Histolojik Tabakalar:

Retina histolojik olarak birbirinden farkli o6zellikleri ve gorevleri olan

tabakalardan olugmaktadir. Retinanin tabakalar1 sekil 2’de gdsterilmistir. Distan ice

dogru bu tabakalar (9, 10):

1.

Retina Pigment Epiteli (RPE): RPE de melanoprotein ve lipofusin pigmentleri
bulunur. RPE’nin gorevleri arasinda 1s18in fazlasin1 absorbe etmek, metabolit
transportunu saglamak ve fagositoz yer alir. Kan retina bariyerinin olusumunda

onemlidir.

. Fotoreseptor Hiicre Tabakasi: Fotoreseptorler 1s1¢mm ndronal sinyallere

dontismesini saglarlar. Rodlar ve koniler olarak iki g¢esit fotoreseptor mevcuttur.

Rodlar foveada bulunmazken, koniler foveada yogun miktarda bulunurlar.

. Dis Limitan Tabaka: Miiller ve fotoreseptor hiicrelerinin baglanti komplekslerinin

bulundugu tabakadir.

. Dis Niikleer Tabaka: Fotoreseptor hiicrelerin niikleuslarinin bulundugu tabakadir.

. D1s Pleksiform Tabaka: Rod ve koni hiicrelerinin u¢ uzantilar1 ve horizontal

hiicreler ile bipolar hiicrelerin arasindaki sinapslarinin bulundugu tabakadir.

. I¢ Niikleer Tabaka: Miiller, bipolar, amakrin ve horizontal hiicrelerin

niikleuslarinin bulundugu tabakadir.

. Ic pleksiform Tabaka: Bipolar ve ganglion hiicreler arasindaki sinaptik

baglantilardan olusur. Ayrica miiller hiicre dallari, amakrin hiicreler,
interpleksiform hiicreler ve retinal kan damarlar1 bulunur. Noronal sinyalin

ganglion hiicre tabakasina iletilmesine yardimci olur.
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Sekil 2. Retinanin tabakalari, histolojik kesit (11)

8. Ganglion Hiicre Tabakas1 (RGH): Ganglion hiicrelerinin hiicre
govdelerinin bulundugu tabakadir. Dentritleri bipolar hiicreler ve amakrin hiicreleriyle
sinaps yapar. RGH’ler gorme ile ilgili ndronal bilgileri santral sinir sistemine tagtyan
noronlardir. RGH’ler merkezi sinir sistemindeki diger noronlar gibi 6liince sonsuza
dek kaybolurlar. Glokomda bir¢ok sinyal yolaginin RGH apopitozisini tetikledigi
goriilmistiir. Bu yolaklar; aksonal transport yetersizligi, norotrofik faktoér yoksunlugu,
intrensek ve ekstrensek apopitotik yollarin aktivasyonu, mitokondrial disfonksiyon,
eksitotoksik hasar, oksidatif stres, reaktif glia ve sinaptik baglanti kayb1 seklinde
siralanabilir (12).

9. Retina Sinir Lifi Tabakasi: Ganglion hiicre aksonlar1 tarafindan
olusturulan tabakadir.

10. internal Limitan Membran: Miiller hiicrelerinin hiyaloid membranina

olan baghntilariyla olusan membrandir.

1.1.3. Glokom Tanim

Glokom, tipik optik sinir hasari1 ile birlikte gérme alanmi degisiklikleriyle
seyreden ilerleyici ¢ok faktorlii bir optik ndropatidir. Glokom patogenezini agiklamak

lizere ili¢ temel teori ortaya konmustur. Bu teoriler mekanik teori, vaskiiler teori ve



apopitozis teorisidir. Glokom da asil hasar géren tabakanin RGH tabakasi oldugu tespit

edildikten sonra apopitozis teorisi iizerinde daha fazla durulmaya baglanmistir (13).

1.1.4. Glokom Patogenezi

GOz ic¢i basmncini olusturan temel unsur akoz hiimordiir. Ak6z hiimoriin
salmimi ve disa akimi arasindaki denge GiB’i olusturur. Silyer cisimin pigmente
olmayan epitelinden arka kamaraya sekrete edilen hiimdr akoz, lens ile iris arasindan
gecerek On kamaraya ulasir. Temel disa akim yolu iris-kornea agisindaki trabekiiler
agdir. Humor akoziin yaklasik %901 bu yol ile gozii terk eder. Uveoskleral yol hiimor
akoziin yaklasik %10’unun gozii terk ettigi diger yoldur (14). Glokom etiyopatogenezi

halen tam aydinlatilamamis olmakla birlikte ¢esitli teoriler one stirlilmiistiir.

1.1.4.1. Mekanik Teori

G0z i¢i basincinin; optik diskte lamina kribrosaya direkt olarak basi yapmasi
sonucu, optik sinir basinda aksonal hasar olusmasidir. Zamanla disk iizerinde
aksonlarin bulunmadigr ¢ukurluk alani1 genislemektedir. Optik sinirin alt ve {ist
temporal bolgeleri daha incedir ve mekanik basidan daha erken dénemde etkilenir

(15).

1.1.4.2. Vaskiiler Teori

Oftalmik arterin ortalama basinci ile GIB arasindaki fark perfiizyon basinci
olarak isimlendirilir. Optik diske gelen kan akimi perfiizyon basincina ve vaskiiler
dirence gore belirlenir (16). Vaskiiler disregiilasyon ile giden sistemik hipotansiyon,
migren gibi hastaliklarda, GIB’in yiikselmesiyle birlikte okiiler kan akimi
azalmaktadir.

Vaskiiler teori, Ozellikle GIB yiiksekligi goriilmeyen glokom tiplerinin

etiyopatogenezini agiklamakta 6nemlidir (17).



1.1.4.3. Apopitozis Teorisi

Apopitozis teorisi, glokomda gangliyon hiicre 6liimiiniin apoptozis ile oldugu
temeline dayandirilmistir (18). SOR; apopitozisin hem intrensek hem ekstrensek
yollarim1 birlikte uyarmaktadir. SOR ile olusan hasarin; RGH’lerinde apopitozisi
uyarmasinin yani sira trabekiiler ag hiicrelerinin de degisiklige ve hiimor akdz disa
akimima direng gelismesine sebep olabilecegi diisiiniilmektedir (19). SOR’a karsi
viicudun savunma sistemleri olarak bilinen birgok antioksidan sistem mevcuttur.

Askorbik asit ve glutatyon tiirevleri viicuttaki onemli antioksidan sistemlerdir.
Glokom hastalarinda hem askorbik asit diizeyleri hem glutatyon diizeyleri azalmig

bulunmustur (20).

1.1.5. NMDA Aracili Retinal Eksitotoksisite Modeli

Eksitator aminoasit reseptorlerinin asirt uyarilmasi sonucu noronal hasar
olusumu eksitotoksisite olarak bilinir. Eksitotoksisite ilk kez retinada tanimlanmis
olmasina ragmen bircok hastaligin patogenezinde dnemli bir yere sahiptir. Glutamat
basta olmak iizere bazi aminoasitler, N-metil D aspartat (NMDA) ve alfa-amino 3-
hidroksi 5-metilisokzasole 4-propionik asit (AMPA) kainat reseptorlerini uyarir.
Presinaptik sinir ucundan salinan glutamat NMDA reseptorlerine baglandiktan sonra,
hiicre ic¢i kalsiyum miktar1 artar. Protein kinaz C (PKC) ve NOS aktivasyonu
gergceklesir. NOS tarafindan olusturulan NO, serbest oksijen radikalidir ve
mitokondrial membran potansiyelinde degisiklige sebep olur.

Bununla birlikte NO, glutamat salinimini arttirir. Glutamatin  etkinligi
presinaptik glialar tarafindan geri alim ile sonlandirilir. Glutamat geri alimi anoksi ve
hipoksi durumlarinda bozulur. Na+/K+ gradienti ile glutamatin geri alimi dogrudan
iligkilidir (21). Glokom patogenezinde RGH tabakasindaki apopitozis temel

mekanizmadir.

1.1.6. Noroproteksiyon

Noroembriyolojik  donemde  santral sinir  sistemi  maturasyonunun
tamamlanmasi i¢in gergeklesmesi gereken iki olay vardir. Bunlardan ilki aksonlarin
gelismesi ile beynin farkli bolgeleri arasinda iletisim saglanmasi, ikincisi ise ndron

ciftleri arasinda sinapslarin olusmasidir. Bu maturasyon siirecinde bazi sinyal



molekiilleri, bunlarin reseptorleri ve ikincil haberci molekiiller islev goriir. Noron
korumadaki amag, ¢esitli ajanlarla, zarar verici etkileri en kisa siirede engelleyerek
noronlarin en az hasara ugramasini saglamaktir. Noroprotektif ilaglar daha ¢ok
ndrolojik hastaliklarm tedavisinde kullanilmaktadir. Ornek olarak multiple skleroz,
Alzheimer hastalig1i, Amyotrofik lateral skleroz ve Parkinson gibi bazi ndrodejeneratif

hastaliklar sayilabilir (22).

1.1.7. Glokom ve Noroproteksiyon

Glokom tedavisinde temel yaklasim GIB diisiiriilmesi olmasina ragmen, GIB
kontrolii saglanan olgularda da progresyon olabilecegi goriilmiistir (23). Bunun
sonucu olarak glokom takibinde yeni tedavi modaliteleri giindeme gelmistir. Noron
koruyucu tedavi en giincel tedavi secenekleri arasinda sayilmaktadir (24).

Glokom, aksonal ndrodejeneratif hastaligin patofizyolojik 6zelliklerine sahip
oldugundan; glokom tedavisinde ndroproteksiyonun  etkili  olabilecegi
diistiniilmektedir. Noroproteksiyon, RGH tabakasini canli ve fonksiyonel kilmayi
amaglayan bir tedavi yontemidir. Noron koruyucu tedavilerin, klinik kullanim1 uzun
siireden beri mevcut olmakla birlikte standart bir uygulama sekli yoktur. Serbest
radikal siipiiriiciiler, antieksitotoksik ajanlar, apoptozis inhibitorleri, anti inflammatuar
ajanlar, metal iyon selatorleri, iyon kanalt modiilatorleri ve gen tedavisini igeren ve
cesitli hastaliklarda kullanilan 500°den fazla {irtin néroprotektif etkinliklerinden dolay1

arastirtlmaktadir (25).
1.1.8. Noroprotektif Tedavi

1.1.8.1. Glutamik Asit, Reseptorleri ve Tedavi Modaliteleri

Glutamik asit (GA), retina ve merkezi sinir sisteminde heyecan, stres gibi
durumlarda hiicresel iletisimi saglayan énemli bir norotransmitterdir. GA fizyolojik
dozu asarsa norotoksik etki olusturmaktadir. Glokom ile yiiksek GA diizeyi iligkisi
daha oOnceki caligmada gosterilmistir (26). GA’nin primer reseptorleri NMDA
reseptorleridir. Bu reseptorlerin uyarilmasiyla hiicre dis1 kalsiyum iyonu hiicre igine
girer. Eksitotoksisite ve apopitozis meydana gelir. Ayrica metabolizmalar1 bozulmus
olan hiicreler, fazla GA’y1 sinaptik ortamdan uzaklastirmazlar. Bu durum nodrotoksik

etkinin artmasina sebep olur (4). Dopaminerjik amantadin derivesi olan memantin,



NMDA reseptorlerinin orta affinitede non-kompetatif antagonistidir. Normal ndronal
fonksiyonlart etkilemezken, ancak GA’ nin fizyolojik dozu astigi durumlarda
kalsiyumun hiicre i¢ine girisine engel olmaktadir (27). Deneysel glokom modelinde
memantinin néron koruyucu etkinligi gosterilmistir (28). Ayrica topikal memantin
formulasyonunun okiiler hipertansiyon modelinde RGH kaybin1 anlamli diizeyde

azalttig1 gosterilmistir (29).

1.1.8.2. Norotrofik Faktorler ve Tedavi Modaliteleri

Noronlar yagsamlarini siirdiirebilmek i¢in, norotrofik biiyiime faktorlerine
ihtiyag duymaktadir. Bu faktorler ndral hiicrenin yasam sinyallerini artirirken,
apoptozis olusmasini engellemektedir. Bu biiylime faktorlerinden baslicalari; Beyin
kokenli nérotrofik faktor (BDNF), sinir biiyiime faktorii (NGF), norotrofin-3 (NT-3),
ve norotrofin-4 (NT-4) tiir. Bu faktorleri elde edemeyen RGH’ de bir siire sonra
apopitozis gergeklesmektedir. BDNF ve NGF’nin yiizey reseptorleri TrkA ve TrkB,
ayrica tiim norotrofinlerin ortak reseptorii p7SNTR retinada gosterilmistir (30). BDNF,
stiperior kolikiiliistan ve lateral genikiilat c¢ekirdeginde sentezlenir ve RGH
govdelerine retrograd olarak tasinir. Ayrica, bu norotrofik faktor RGH'lerde lokal
olarak dretilir (31). Glokom hastalarinin serumundaki ve gozyaslarindaki BDNF
seviyelerinin kontrol deneklerinden oOnemli Ol¢lide diisikk oldugunu belirtmek
onemlidir. Bu durum nérotrofinlerdeki eksikliklerin, glokomdaki RGH 6liimiine etkisi
oldugunu diisiindiirmektedir (32). BDNF salinim artiginin, aksonal yaralanma gegiren
RGH'lerde erken bir cevap oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir (33). Ayrica
BDNF, Miiller hiicrelerinin ve bipolar hiicrelerin ozmotik sismesini inhibe eder ve fare
retinasinda Miiller hiicrelerinde glutamat/aspartat tasiyict (GLAST) ve Glutamin
Sentaz (GS) ekspresyonunu diizenler (34). Farkli ndroprotektif ajanlarin RGH
sagkalimmi tesvik etmedeki terapdtik etkilerinin, retinal BDNF ekspresyonunun
indiiklenmesi ile iligkili oldugu gosterilmistir. Deneysel optik sinir yaralanmalar1 ve
glokom hayvan modellerinde ndrotrofik faktorlerin intravitreal enjeksiyonunun néron
koruyucu etkisi gosterilmistir (35). NGF, RGH'ler, bipolar hiicreler ve glial hiicreler
tarafindan dretilir ve kullanilir (36). NGFnin optik sinir iskemisinde, okiiler
hipertansiyon ve glokomda RGH'leri korudugu diisiiniilmektedir (37). Rat glokom
modelinde NGF’nin okiiler uygulamasi ile retina ve optik sinirdeki NGF ve NGF-



reseptor ekspresyonunun azalmasinin engellendigi ve hayvanlarin

norodejenerasyondan korundugu goriilmiistiir (38).

1.1.8.3. Nitrik Oksit Norotoksisitesi ve Tedavi Modaliteleri

Nitrik Oksit, arjininden NOS ile iiretilen bir serbest radikal olup, pek ¢ok
norodejeneratif hastaligin patogenezinde etkilidir. Fizyolojik bir vazodilatator gorevi
gorerek, optik sinir kanlanmasini artirict yani ndéron koruyucu etkiye sahip olmakla
birlikte yiliksek dozlarda ise norotoksik etki olusturmaktadir. Yiiksek NO diizeyi,
serbest radikal olusumu, NMDA reseptor aracili hiicre i¢ine kalsiyum alimi ve
apopitozisin indiiklenmesini saglar (39).

Nitrik oksit sentetazin 3 tipi mevcuttur.

Tip 1 (NOS-1) noronal tip olup, glokomlu gozlerde varlig: tespit edilmistir.

Tip 2 (NOS-2 ) indiiklenen tip olup, GIB yiiksekligi ve eksitotoksisite gibi stres
durumlarinda aktive olmaktadir.

Tip 3 (NOS-3) endotelyal tiptir.

Glokomda, en ¢ok NOS-2 olmak iizere tiim NOS tiplerinin aktivasyonunun
arttig1 gosterilmistir. Yiiksek NO diizeyi, serbest radikal olusumu, NMDA reseptor
aracili apoptosis indiiklemesi ile noral hasara sebep olmaktadir (40). Genel bir
glikolizasyon inhibitdrii olan aminoguanidinin, NOS-2 ve kismen NOS-1 inhibisyon
etkisi oldugu bilinmektedir. Aminoguanidinin glokom {iizerindeki etkinliginin
plasebodan farksiz oldugu izlenmistir (8). Tavsanlarda glokom modelinde segici
olmayan nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitorii, nitro-L-arginin metil esterin (L-NAME)
topikal bir formiilasyonunun farmakolojik etkinligi arastirilmistir. Bu ¢alismada
topikal L-NAME'in bir okiiler hipertansiyon modelinde GIB'i énemli 6l¢iide azalttig
gorilmiistiir (41).

1.1.8.4. Apopitozis iliskili Tedavi Modaliteleri

Apopitozis, programlanis hiicre 6liimii olarak tanimlanmaktadir. Apopitozisi
intrensek ve ekstrensek bazi faktorler tetiklemektedir. NMDA aracili eksitotoksisite
intrinsek faktorler arasinda sayilmaktadir. Ekstrensek faktorler ise TNF-alfa ve FasL
gibi Olim reseptorlerinin uyarilmasimi tetikler. Bcl-2 protein ailesi, hiicre ici
apoptoziste etkilidir. Bu protein ailesinden Bcl-2 ve Bcl-XL apoptozisi inhibe ederken,

Bad, Bax ve Bid ise apoptozisi indiiklemektedir (24). Bir ¢alismada NMDA ile

10



indiiklenen apopitozis modelinde taurinin anti apopitotik etkinligi degerlendirilmistir.
Taurinin Bcl-2 seviyesini arttirdig1 buna karsilik Bax seviyesini azalttig1 gosterilmistir
(42). Koenzim Q10 (CoQ10), bilinen ndroprotektif aktiviteye sahip mitokondriyal
hedefli bir antioksidandir. In vitro calismalarda, CoQ10'un farklit RGH modellerinde
onemli dl¢lide koruyucu etkinligi oldugu gosterilmistir. Okdiler hipertansiyonlu (OHT)
yetiskin sigcanlara {i¢ hafta boyunca giinde iki kez CoQ10 tedavisi verilmistir. Retina
hiicre sagligi, post mortem apopitotik retinal hiicrelerin saptanmasi ve Brn3a histolojik
degerlendirilmesi yapilarak incelenmistir. Topikal CoQ10, glokomla iligkili
modellerde RGH apopitozunu ve kaybin1 Onleyen etkili bir antioksidan ve
noroprotektif terapi olarak goriilmektedir (43). NMDA ile indiiklenen rat
eksitotoksisite modelinde Mg acetyltaurate tedavisinin ndroprotektif ve antioksidan
etkinligi degerlendirilmistir. Apopitozisi gostermek i¢cin TUNEL boyama ve
immiinohistokimyasal olarak Brn3a bakilmistir. Ayrica norotrofik faktorler, oksidatif
stres, pro/anti-apoptotik faktorler ve retinadaki caspase 3 aktivitesi degerlendirilmistir.
Bu calisma ile intravitreal Mg acetyltaurate ''!n NMDA'nin neden oldugu retina ve
optik sinir hasarini 6nledigi gosterilmistir. Mg acetyltaurate ''n NMDA kaynakli retina
hiicresi apopitozuna karsi bu koruyucu etkisi, retinal oksidatif stresin azaltilmasina ve

BDNF ile iliskili noroprotektif mekanizmalarin aktivasyonuna baglanmistir (44).

1.1.8.5. Oksidatif Stres iliskili Tedavi Modaliteleri

Oksidatif stresle kuvvetli reaktanlar olan serbest radikaller olusmaktadir.
Serbest radikaller, elektron kaybetmis oksijen kaynakli iirlinlerdir. Elektronlarim
kaybetmis olan serbest radikaller aktifleserek bircok hiicresel yapiyla etkilesime
girerler. Lipid peroksidasyonu, protein yikimi ve niikleik asit dejenerasyonu
aracilifiyla hiicre Oliimiine sebep olurlar. Serbest radikallerin elektron agigini
kapatacak olan antioksidan maddeler bir¢ok hastaligin tedavisinde oldugu gibi glokom
tedavisinde de ¢ok onemlidir. Katalaz, stiperoksit dismutaz, askorbik asit ve rediikte
glutatyon viicuttaki dogal antioksidan sistemlerdir (45). Ginkgo biloba ekstraktinin
glokomlu hastalarda okiiler kan akigini arttirdigi goriilmiistiir. Ginkgo biloba
ekstratinin antioksidan ve vaskiiler etkilere sahip oldugu ve glokom tedavisinde
potansiyel olarak etkili oldugu gosterilmistir (46). Topikal a-tokoferoliin, si¢anlarin

optik sinir ezilme modelinde 6nemli bir néroprotektif etkiye sahip oldugu ve gelecekte
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glokom gibi optik noropatilerin tedavisinde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (47).
Ayn1 zamanda vitamin E tedavisi alan glokom hastalarinda okiiler kan akimlarinin
daha fazla oldugu gosterilmistir (48). Glokom modelinde antioksidan bir madde olan
alfa-lipoik asit takviyesi yapilan gruplarda kontrole kiyasla artmis antioksidan gen ve
protein ekspresyonu izlenmistir. Retinada lipit peroksidasyonu, protein nitrosilasyonu
ve DNA oksidasyonu dl¢iimleri ile oksidatif stresin azaldig1 gosterilmistir (49). Rho
kinaz inhibitdrleri, GIB diisiirme yetenekleri ve noroprotektif etkileriyle glokom
tedavisinde onemli rol oynar. Rho kinaz inhibitorlerinin, hiicre cekirdeginde ve
mitokondride oksidatif stresi azaltarak RGH {iizerinde ndroprotektif etki olusturdugu
diisiiniilmektedir. GIB diisiiriicii etkisi trabekiiler ag yapisinda olusturdugu
degisikliklere baglanmaktadir (50). Hidrojen siilfiir yeni bir ii¢lincii sinyal molekiilii
ve gaz halindeki nérotransmitter olarak taninir. Son zamanlarda, merkezi sinir sistemi
ve kardiyovaskiiler sistem icinde hiicre koruyucu ozellikleri oldugu gosterilmistir.
Glokomun deneysel modellerinde hidrojen siilfiiriin ekspresyonu ve ndroprotektif
etkinligi analiz edilmistir. Hidrojen siilfiiriin, reaktif oksijen {iriinlerini azaltarak ve
retina damarlarin1 genisleterek oksidatif stres kaynakli RGH kaybina engel olabilecegi

gosterilmistir (51).

1.1.8.6. immiinite iliskili Tedavi Modaliteleri

Glokomun otoimmun bir hastalik olabilecegi diisiiniilmektedir. Is1 sok
proteinleri (HSP) ve miyelinizasyon ile ilgili proteinlerin antijen olabilecegi ileri
stiriilmiistiir (24). HSP birgok hiicre tarafindan sentezlenen bir stres proteinidir. Is1
degisimi, anoksi, beslenme bozuklugu gibi durumlarda HSP sentezi artmaktadir. Bu
proteinler viicudun savunma mekanizmasinda rol oynar. Glokomlu olgularda ve
deneysel glokom modellerinde bu proteinlerin sentezinin arttig1 gosterilmistir. Bu
proteinlerin glokomda artarak antijenik etki olusturdugu diisiiniilmektedir (52). Optik
sinirde Ozellikle T lenfositlerin etkin oldugu lokalize bir immun sistem aktivasyonu
mevcuttur. Bu durum, glokom tedavisinde asilama ve immiinomodiilasyon tedavilerini
giindeme getirmistir (24).

Aktif immiinizasyonda, glatiramer asetat proteini kullanilabilir. Otoimmiinite

kazanmis T lenfositler etkisiz hale getirilerek RGH harabiyetine engel oldugu
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diistiniilmektedir. Multiple sklerozda bu aktif immiinizasyon yontemi FDA onay1

almistir (53).

1.1.8.7. Kalsiyum ve Diger iyon Kanallari ve Renin Anjiyotensin Sistemini

Hedefleyen A janlar

Kalsiyum kanallari, reseptor aracilt (6r: NMDA reseptorii), voltaj bagimli ve
depo kontrollii olmak {izere ii¢ ¢esittir. Reseptdr aracili kalsiyum kanallari, glokom
patogenezinin agiklanmasinda 6nemlidir. Kalsiyum kanal blokdrlerinin kan dolasimini
arttiric1  etkisi bilinmektedir. Normotansif glokomlu olgularda kalsiyum kanal
blokoérlerinin dolagimi arttirdigi gosterilmistir (54). Bu ilaglar, endotelin-1 (ET-1)
salimimin azaltarak, ET-1’in kan dolagimin1 ve aksoplazmik akimi azaltici etkilerine
de engel olmaktadir. Glokomda kalsiyum kanal blokerleri, kan dolasimini arttirmaya
yonelik  kullanilmistir. Kalsiyum kanal blokerlerinin deneysel c¢alismalarda
eksitotoksisiteye engel olarak néron koruyucu etkilerinin de oldugu bulunmustur (55).
Noron koruyucu tedavide glindemde olan diger bir iyon kanali da voltaj bagiml
sodyum (Na) kanalidir. Na kanal inhibisyonu yapan fenitoinin, deneysel ¢calismalarda
RGH iizerinde ndron koruyucu etkileri oldugu gosterilmistir (56). Sistemik kan
basinct kontroliinde ve elektrolit dengesinin saglanmasinda Renin-anjiotensin sistemi
(RAS) etkin goreve sahiptir. Anjiyotensinojen konverting enzim inhibitdrlerinin kan
dolagimini, bradikinin diizeyini ve prostaglandin sentezini arttirici, glutamik asit
sentezini ise azaltict fonksiyonlar1 bulunmaktadir (57). Bradikinin’in, retinal noral
hiicre kiiltiirlerinde ve deneysel calismalarda, eksitotoksisiteye engel olarak noron

koruyucu etkinligi oldugu gosterilmistir (58).

1.1.8.8. Anti-Glokomatoz Ajanlar

Medikal tedavi glokomda en ¢ok tercih edilen tedavidir. Ilaglarin etki
mekanizmalar1 hiimor akoziin yapimini azaltmak veya disa akimina karsi olan direnci
zayiflatmak seklindedir. Etki mekanizmalarina gore siniflandirma:

1) Parasempatomimetikler: Kolinerjik agonistler ya da miyotikler olarak da
bilinirler.

Direkt etkililer: Muskarinik reseptorleri direkt uyaranlar (Pilokarpin,

karbakol, asetilkolin).
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Indirekt etkililer: Kolinesteraz inhibisyonu yaparak asetilkolin yikimini
engellerler (Fizostigmin ve ekotiofat).

2) Sempatomimetikler: Alfa agonist etkileri ile hiimoér akdziin hem
trabekiiler, hem de uveaskleral yoldan disa akimini arttirirlar. Reseptorleri alfa 1 ve
alfa 2°dir.

Klonidin ve onun deriveleri olan apraklonidin ve brimonidin kismi selektif alfa
2 agonistlerdir. Apraklonidin hidroklorid, hiimor akéziin yapimini sinir uglarindan
norepinefrin salinmasini engelleyerek saglar. Bu grup ilaglar trabekiiler disa akimi
episkleral vendz basinc diisiirerek arttirir. Brimonidin, GIB n1 akdz yapimini azaltip

tiveaskleral akimi arttirarak diisiirtir.

1.1.8.8.1. Brimonidin Tartarat’in Noroprotektif Etkinligi

Bir ilacin gokomda noroprotektif etki olusturabilmesi icin okiiler bariyerler
boyunca kornea epitelinden, lens iris kapsul kompleksinden ve vitreustan gegerek
hedef dokular olan RGH tabakasi ve optik sinir basina ulagsmasi gerekir. Alfa
adrenerjik reseptorlerin insan, sigir, sican ve domuz retinalarindaki varlig
immiinohistokimyasal yontemler ile gosterilmistir (59, 60). Baska bir ¢alismada,
kiiltiir retina hiicrelerinde BT’nin biiylimeyi tesvik ettigi histolojik yontemlerle
gosterilmistir (61).

Ratlar tlizerinde yapilan optik sinir zedelenmesi modelinde intraperitoneal
olarak uygulanan BT nin noroprotektif etki olusturdugu goriilmiistiir. Ayn1 sekilde
iskemi modelinde de BT’ nin ndéron koruyucu etkinligi tespit edilmistir. Hayvan
modellerinde ak6z humordaki BT konsantrasyonu 6 saatlik periyot boyunca 0.03 ile
2.2 mg/ml arasinda degismekteydi. BT melanine baglanir, tek dozluk uygulamadan
sonra 6 saat siiresince siliyer cisimde maksimum konsantrasyonda bulunur. 10 ile 14
saat arasinda vitreusta maksimum konsantrasyonuna ulasir (62). Bir ¢calismada elektif
pars plana vitrektomi uygulanacak hastalara operasyon dncesi 4 ile 14 giin arasinda
BT damla seklinde uygulanmistir. Topikal olarak uygulanan brimonidinin, vitreus
orneklerinde 2nM veya lizerindeki konsantrasyon seviyelerine ulastigi goriilmiistiir.
Bu konsantrasyonda RGH tabakasindaki alfa-2 reseptdrlerin aktive oldugu izlenmistir

(63).
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Brimonidin Tartaratinin noroprotektif etkinligi nasil olusturduguyla ilgili
cesitli varsayimlar &ne atilmistir. Brimonidinin néron koruyucu etkisini GIB’i
diisirmesinden bagimsiz olarak gerceklestirdigi diistiniilmektedir. BT tarafindan alfa2
reseptorlerinin uyarilmasi ile antiapopitotik etkili bcl-2 ve bcel-x1 gibi genlerin
aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir (64). Noroproteksiyon igin alfa 2 adrenerjik
reseptorlerin - diger etkileri, mitojenle aktiflesen retinal protein kinazlarin
fosforilasyonu ve noronlardan glutamat saliniminin azalmasi olabilir (65). Aym
zamanda BT hiicre dis1 glutamat birikimini bloke eder ve NMDA reseptor blokaji
saglar, boylelikle alfa-2 adrenerjik reseptorlerle dogrudan etkilesim gdstererek noron
koruyucu etkinlik olusturabilir (66).

Brimonidin Tartaratinin noroprotektif etkinlik gdstermesinde antioksidan
belirtegleri arttirirken, oksidan belirtecleri azaltmasimnin etkili olabilecegi
diisiiniilmistiir. Topikal olarak iki hafta boyunca sabah aksam birer damla olmak iizere
kullanilan BT’nin antioksidan enzimler olan glutatyon peroksidazi ve katalazi
arttirirken, MDA diizeylerini azalttig1 goriilmiistiir (67). BT nin GIB diisiiriicii etkisine
bagli olarak antioksidan 6zellik gosterdigi diisliniilebilir ancak sistemik olarak verilen
BT’ ninde noroprotektif etkinlik gosterdigi goriilmiistiir (68).

3) Prostoglandin Analoglari: Siliyer kaslarin ekstraselliiler aglarinin
acilmasini saglayarak iiveaskleral direnci azaltarak etki gosterirler. Giiniimiizde
prostoglandin F2a tiirevi olan bimatoprost, latanoprost, travoprost ve unoprostone
isopropil kullanilmaktadir. Latanoprost ve travoprost 6n ilagtir. Maksimum etkisine
10-14 saatte ulagsmaktadir. Bu yiizden tek doz gece kullanimi 6nerilmektedir. Bu
kullanim sekliyle aym1 zamanda vazodilatasyona bagli semptomlarda da azalma
saglanmaktadir. Iris renginde ve gz cevresi cilt renginde koyulasma, 6n iiveit,
herpetik keratit, hipertrikozis, distikiyazis gibi yan etkileri bilinmektedir.

4) Sempatolitikler (Beta Blokerler): Hem tek baslarina hem diger ilaglarla
kombinasyon halinde giinliik glokom pratiklerinde siklikla tercih edilmektedir. f3
blokerler, cAMP’ nin katekolaminlere bagli sentezinin inhibisyonu ile siliyer cisimden
hiimdr akdz yapimin azaltirlar. Giinde iki kez uygulanmasi onerilir. Etkinlik topikal
uygulama sonrasi birinci saatte baslayip dort haftaya kadar devam eder. Miyotikler,
karbonik anhidraz inhibitorleri ve prostoglandin analoglari ile birlikte kullanildiginda

aditif etki olusturur. Uzun stireli kullanimda tasiflaksi gelisir. Betaksolol, selektif betal
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adrenerjik antagonisttir. Betaksololiin iskemi reperfiizyon hasari ile olusturulan bir
modelde noroprotektif etkinligi oldugu izlenmistir (69). Karteolol, levobunolol,
metipranolol, timolol maleat ve timolol hemihidrat non-selektif etkilidir. Betal
adrenerjik reseptorler kardiyak etkili iken, beta2 adrenerjik reseptdrler pulmoner
etkilidir.

5) Karbonik Anhidraz inhibitorleri: Sulfonamid derivesi olan karbonik
anhidraz inhibitorleri direkt olarak siliyer cisimdeki karbonik anhidraz enzimini inhibe
ederek ve hiimor akdéz salgisin1 azaltarak etki gosterirler. Asetazolamide,
diklorfenamide, metazolamide sistemik; dorzolamide ve brinzolamide topikal etkili
olanlaridir. Tek ilag olarak kullanilabildikleri gibi B blokerlerle kombine kullanimlari

da mevcuttur (70).

1.1.9. Trigonelline

Trigonelline (TG), ilk kez ¢emenotu tohumundan elde edilmis bir bitki
alkaloididir. TG’ nin kahve tohumlarinda da bulundugu tespit edilmistir. Kimyasal
olarak N-metilnikotinikasit (C7H7NO2) olarak bilinir. Trigonelline B6 vitamin
tiirevidir. Suda ¢oziiniirliigli %100 diir (71).

1.1.9.1. Hipoglisemik Etkinlik

Deneysel bir diyabet modelinde beslenmeye TG eklendikten 23 giin sonra oral
glukoz tolerans testi yapilan hayvanlarda glukoz diizeylerinde diisiis oldugu
goriilmiistiir. Ayn1 ¢alismada aglik serum insiilin diizeyi kontrol grubuna gére TG
grubunda diisiik izlenmistir. Karaciger enzimleri olan glukokinaz ve glukoz 6 fosfotaz
enzim diizeyleri TG grubunda kontrol grubuna gore yiiksek izlenirken tumor nekrozis
faktor alfa (TNF alfa) diizeyleri diisiik bulunmustur. TNF alfa’nin TG tarafindan
azaltilmasi, TG’ nin antiinflamatuar etkinligini gostermistir (72). TG’ nin bagirsak

mukozasindan sodyum bagimli glukoz emilimini inhibe ettigi goriilmiistiir (73).

1.1.9.2. Hipolipidemik Etkinlik

Deneysel modellerde TG’nin, serbest ve total plazma kolesterol diizeylerini
diistirdiigii goriilmustiir. Ayrica TG ile tedavi edilen ratlarda karaciger ve serum
trigliserit seviyelerinin kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu tespit edilmistir.

Karacigerde yag asidi sentetaz aktivitesini azaltirken, karnitin palmitoil transferaz ve
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glukokinaz aktivitelerini arttirmistir. Bu enzimlerin TG tarafindan diizenlenmesi, hem
trigliserit birikiminin baskilanmasin1 hem de diyabetin ilerlemesinin engellenmesini

saglar (74).

1.1.9.3. Antioksidan Etkinligi

Diyabetik ratlarda yapilan c¢aligmada, TG’nin MDA ve NO diizeylerini
azalttig1; SOD, katalaz, glutatyon diizeylerini ise arttirdig1 tespit edilmistir (75). Bir
baska calismada TG’nin lipozom peroksidasyonu {izerinden antioksidan etkisi oldugu

gosterilmistir (76).

1.1.9.4. Antiapopitotik ve Noroprotektif Etkinligi

Iskemik inme modelinde hipoksi indiiksiyonunu takiben verilen 25, 50 ve 100
UM TG’nin doz bagimli olarak hiicre canliligini arttirict etkisi oldugu goriilmiistiir.
Doz 200 uM ¢ikarildiginda hiicre canliligin 100 uM doza gére farklilik olmadigi tespit
edilmistir. 50 ve 100uM TG’nin, glutatyon seviyelerini doz bagimli olarak arttirdig:
goriilmustiir. 25, 50 ve 100uM dozunda uygulanan TG nin, doz bagimli olarak MDA
seviyelerini azalttigt  bulunmustur (77). Noroinflamasyon, Alzheimer gibi
norodejeneratif hastaliklarin patofizyolojisindeki temel problemdir. Lipopolisakkaritle
indiiklenmis kognitif bozulma deneyinde, TG’ nin, BDNF diizeylerini arttirdig1 tespit
edilmistir. 50mg/kg veya 100mg/kg oral dozda uygulanan TG tedavisinin
asetilkolinesteraz diizeylerinde anlamli azalmaya sebep oldugu goriilmustiir. Her iki
dozda uygulanan TG tedavisinin korteks ve hipokampuste, SOD ve glutatyon
diizeylerini arttirdig1 goriilmistiir. Bununla birlikte proinflamatuar sitokinler olan TNF
alfa ve interlokin 6 (IL 6) diizeylerinin azaldigi goriilmiistiir (78). Inflamatuar
sitokinler, NO iiretimini arttirarak apopitozisi tetikler. Baska bir calismada TG’nin IL
6 ve TNF alfa diizeylerini azaltirken, antiinflamatuar etkinligi olan interldkin 10 (IL
10) u arttirdig1, NF-xB seviyesini azalttig1 gortilmistiir (79).

Trigonellinenin akson ve dentritlerde uzama ve hafiza gelistirici etkinligi tespit
edilmistir (80). Ratlarda olusturulan Parkinson hastaligit modelinde TG’nin
antiapopitotik ve ndroprotektif etkinligi arastirilmistir. Deneyde SOD, glutatyon,
katalaz gibi antioksidan sistem enzimlerinin arttigl, MDA’ ’nin azaldig1 izlenmistir.
DNA fragmantasyonu ile apopitozisin azaltildig1 gozlemlenmistir (81). Alzheimer

modeli olusturulan bir deneyde TG’ nin biligsel iyilesme saglayabilecegi, oksidatif
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stresi ve enflamasyonu azaltabilecegi goriilmiistiir. Ayrica mitokonrial membran
biitiinliiglinii koruyarak néron koruyucu etkinlik gdsterebilecegi belirtilmistir (82).
Biligsel bozulma modeli olusturulan ratlarda TG’nin hipokampal MDA ve
asetilkolinesteraz diizeylerini azalttigi ayn1 zamanda SOD, glutatyon ve katalaz
diizeylerini arttirdigi goriilmiistiir. Ayni deneyde TG tedavisi ile sicanlarda
hipokampal NF-KB, toll benzeri reseptor 4 (TLR4) ve TNF alfa diizeylerinin azaldig1
tespit edilmistir (83). Kardiyositlerde hidrojen peroksitle indiiklenen apopitoziste
TG’nin etkinligine bakilmistir. TG kardiositlerdeki hiicre morfolojisini 6nemli
diizeyde korumustur. Apopitotik genler olan caspase 3 ile caspase 9 ve antiapopitotik
genler olan Bcl-2 ve Bcel-XL diizenleyerek antiapopitotik etkinlik gostermistir (84).
Diyabetik nefropatide, oksidatif stres artis1 ve apopitoza bagl hiicre kayb1 hastaligin
spesifik 6zelligidir. TG nin diyabetik nefropatiye karsi antioksidan ve antiapopitotik
etkinliginin arastirildig1 bir ¢alismada Na+K+ ATPase aktivitesini; hidroksiprolin ve
TNF alfa aktivitesini azalttig1 bununla birlikte antioksidan enzim diizeylerini arttirdig1
tespit edilmistir. Aym1 c¢aligmada apopitotik hiicrelerin flowsitometrik yontemle
Ol¢iilmesiyle erken ve ge¢ apopitotik hiicrelerin TG tedavisi ile azaltildig1 goriilmiistiir

(85).

1.1.10. Apopitozis Incelenmesi (TUNEL Analizi)

DNA kariklarinin in situ olarak taninmasini saglar. Terminal deoksintikleotidil

transferazin (TdT) kullanimina dayanan yontemdir (86).

1.1.11. immiinohistokimyasal Olarak Caspase 3 Degerlendirilmesi

Hiicre i¢i Ca ve Mg bagimli endojen endoniikleaz enziminin aktivasyonu ile
kromozomal DNA’nin niikleozomal birimlere parcalanmas1 apopitozisin en belirgin
ozelligidir. Caspase 3; DNA pargalanmasindan sorumlu endojen endoniikleaz
enziminin aktivasyonunu saglar. Apopitozisin hem intrensek hem de ekstrensek
yolunda gorev alir. Apopitozisin gosterilmesinde caspase3 immiinohistokimyasal
olarak retinal dokuda caligmak icin daha Once farkli deneysel c¢alismalarda

kullanilmastir (87, 88).

18



1.1.12. Immiinohistokimyasal Olarak Brn3a Degerlendirmesi

Optik sinir yaralanmasi olan gézlerde RGH tanimak i¢in Brn3a giivenilir bir
belirtectir. Aslinda immiinokimyasal olarak Brn3a ile isaretlenen hiicrelere bakarak

apopitozisi degil, apopitozisten kurtulabilen canli RGH’leri tespit etmek miimkiindiir

(6).

1.1.13. Oksidatif Sistem Markerlari

Oksidatif stres, apopitozisi uyaran en Onemli mekanizmadir. Apopitozisi
azaltmayi planlayan tedavi modalitelerinin goreceli olarak oksidatif stres markerlarini
azaltmas1 ya da antioksidan sistemlerin etkinligini arttirmasi beklenir. Antioksidan
savunma sistemleri olarak SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz sayilabilir.

Serbest radikaller, hiicre membranindaki kolesterol ve yag asitlerinin
doymamig baglar1 ile reaksiyona girerek lipit peroksidasyonunu meydana getirir. Lipit
peroksidasyonunun yikim iiriinlerinden olan MDA oksidatif sistem belirteci olarak

kullanilabilir (89).

1.1.14. NF-xB

Cesitli dokulardaki normal gelisimde ve homeostazda 6nemli rol oynar. NF-
kB; sitokinler, TNF, serbest radikaller, viriisler, ¢ift sarmallt RNA, endotoksinler ve
stres gibi bircok faktor tarafindan aktive olur. Aktif NF-«B; immiino-inflamatuar
yanitlar, apopitozis, hiicre adezyonu, anjiyogenez gibi olaylarda rol oynayan bir¢ok
genin transkripsiyonunu diizenler. TNF-o, IL-1, IL-2, IL-12, IL-16, IL-18 ve
interferon-gama (IFN-y) gibi sitokinlerin transkripsiyonunu arttirir. Proinflamatuar
sitokinlerin artis1, NF-xB’nin tekrar uyarilmasina sebep olur. Bu durum olusan
inflamasyonun kroniklesmesini saglar. NF-kB, tiimdr hiicrelerinin olugumunu ve
yasam siiresini arttirabilir. Tiimoriin progresyonunu hizlandirir. Apopitozisi baglatan
birgok sinyal, apopitozisi baskilayan NF-kB aktivasyonunu arttirir. NF-kB hem
antiapopitotik hem apopitotik etkinlik gdsterebilir (90).

Calismamizda; TG etken maddesinin glokom modelindeki néron koruyucu ve
antioksidan etkinliginin arastirilmasi planlanmistir. Bir¢ok hastaligin patogenezinde
yer alan ndron hasar1 ve oksidatif stres glokom hastaligimin prognozunda cok

onemlidir. Ilerleyici bir ndropati olarak siniflandirilan glokom hastaligi seyir itibariyle
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norolojik hastaliklara benzemektedir. TG daha once ¢esitli norolojik hastalik
modellerinde noroprotektif ve antioksidan etkinligi gosterilmis bir maddedir.
Yaptigimiz literatiir arastirmasinda, bu maddenin oftalmoloji alaninda yapilan
caligmasina rastlanmamistir. Glokom tedavisinde yeni bir ajan olabilecegini

diisiindiigiimiiz TG nin etkinliginin arastirilmast hedeflenmistir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gruplar

Bu calismada agirliklar1 225-300 gr arasinda degisen 8-10 haftalik 42 adet
Wistar Albino cinsi erkek rat kullanilacaktir. Denekler 7’serli 6 gruba ayrilacak ve
gruplar su sekilde olacaktir;

Grup I (Kontrol Grubu) (n=7); Deney siiresi olan 3 hafta boyunca herhangi
bir islem yapilmayacaktir.

Grup II (Sham-Kontrol Grubu) (n=7): Apopitozis modeli
olusturulmayacaktir. Apopitozis modeli olusturuken ¢oziicii olarak kullanilan PBS
sollisyonundan deneyin birinci giiniinde intravitreal 0.1M 2 pl enjekte edilecektir.

Grup III (Sham Grubu) (n=7); Deneyin birinci giiniinde 160 nmol/pl NMDA
¢ozeltisinden 2 pl intravitreal enjeksiyon ile apopitozis indiiksiyonu olusturulacak ve
bu gruba deney boyunca herhangi bir tedavi verilmeyecektir.

Grup IV (Oral Trigonelline) (n=7); Deneyin birinci giiniinde 160 nmol/pl
NMDA ¢ozeltisinden 2 pl intravitreal enjeksiyon ile apopitozis indiiksiyonu
olusturulacak ve 21 giin boyunca 100mg/kg giin dozunda trigonelline oral gavaj
yontemiyle tek seferde verilecektir.

Grup V (Topikal Trigonelline grubu) (n=7); Deneyin birinci giiniinde 160
nmol/ul NMDA ¢ozeltisinden 2 pl intravitreal enjeksiyon ile apopitpozis indiiksiyonu
olusturulacak ve 21 giin boyunca 20mg/ml (her 1 damlada 1mg olacak sekilde) g6z
damlas1 sabah aksam bir damla uygulanacaktir.

Grup VI (Topikal Brimonidin Tartarat grubu) (n=7); Deneyin birinci
giiniinde 160 nmol/ul NMDA ¢ozeltisinden 2 pl intravitreal enjeksiyon ile apopitozis
indiiksiyonu olusturulacak, 21 giin boyunca BT (%0.15) g6z damlas1 sabah aksam bir
damla uygulanacaktir.

Denekler; Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi (FUDAM)
tarafindan temin edilmistir. Deney stireci, hayvanlarin bakimi1 ve barinma kosullar
‘Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ tarafindan onaylanmistir.
Calismamizda kullanilacak siganlar 22-25°C oda 1sisinda 12 saat 1s1k (7:00-19:00) ve
12 saat karanlikta (19:00-7:00) tutulacak 6zel olarak yaptirilan ve her giin altlari

temizlenen kafeslerde beslenecektir. Yemler; ¢elik kaplarda, su; cam biberonlarda
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(normal ¢esme suyu) verilecektir. Tiim gruba ayni1 standart sican yemi verilerek add-

libitum su, yiyecek alimlar1 saglanacaktir.

2.2. Apopitozis Indiiksiyonu

Anestezi ve analjezi uygulamasinda intramiiskiiler 50 mg/kg ketamin
hidrokloriir (Ketalar, Eczacibasi, Tiirkiye) ve 5 mg/kg ksilazin hidroklorid (Rompun,
Bayer, Tiirkiye) kombinasyonu kullanildi. Kontrol grubu disindaki tiim gruplarda
anestezi uygulamasi yapildi. Intramiiskiiler enjeksiyon sonras1 tiim hayvanlarin sag ve
sol gozlerine topikal %1°lik proparacain hidroklorid damlatildi. Hayvanlarin her iki
goziine 3 dakika %5 lik povidone iodide uygulandi. Uygulama sonras1 2. gruptaki
deneklerin her iki goziine limbusun Imm gerisinden 30-gauge Hamilton enjektorii
yardimiyla 2 ul PBS enjeksiyonu yapildi. Sham, oral TG, damla TG ve damla BT
gruplarindaki deneklerin her iki goziine limbusun yaklasik Imm gerisinden 30-gauge
Hamilton enjektorti kullanilarak intravitreal 160 nmol/ul NMDA ¢ozeltisinden 2 pl
uygulandi. Operasyon sonrasinda gozler serum fizyolojik ile yikanip, antibiyotikli

damla tatbik edildi.

2.3. Tedavilerin Uygulanmasi

Kontrol, sham-kontrol ve sham gruplarina tedavi uygulanmadi. Dérdiincii
gruba oral gavaj yontemiyle 100mg/kg dozunda TG tek seferde verildi. Besinci gruba
damla seklinde hazirlamis TG sabah aksam olacak sekilde giinde iki defa bir damla
seklinde uygulandi. Altinc1 gruba BT damla sabah aksam olacak sekilde giinde iki defa

bir damla seklinde verildi.
2.4. Histopatolojik inceleme

2.4.1. TUNEL Analizi

Formalinle fikse edilmis parafine gomiilii dokulardan 3-4 um kalinliginda elde
edilen kesitler polilizinli lamlara alindi. Deparafinize ve rehidrate edildikten sonra
PBS ile yikandi. 0.05% ‘lik proteinase K ile 10 dakika inkiibe edilen dokular, endojen
peroksidaz aktivitesini engellemek icin %3 hydrogen peroxide ile 5 dakika inkiibe
edildi. PBS ile dokular tekrar yikandiktan sonra, 6 dakika Equilibration Buffer ile

inkiibe edilip, 37°C’ de nemli ortamda g¢alisma soliisyonu (%70 pl Reaction
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Buffer+%30 TdT Enzyme) ile 60 dakika inkiibe edildi. AB. P Biosciences TUNEL
Chromogenic Apoptosis Detection kit kullanildi. Stop/Wash Buffer da 10 dakika
bekletilen dokular, Anti-Digoxigenin-Perosidaz ile 30 dakika muamele edildi.
Diaminobenzidine (DAB) substrat1 ile kaplandi. Mayer hematoksilen ile zit boyasi
yapilan kesitler uygun kapatma soliisyonu ile kapatildi.

Hazirlanan preparatlar Olympus BXS50 151tk mikroskobunda incelenerek
degerlendirildi. TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde Mayer hematoksilen ile
maviye boyanmis ¢ekirdekler normal, kahverengi niikleer boyanma gosteren hiicreler
apoptotik olarak degerlendirildi. Kesitlerde 40'lik biiylitmede rastgele secilen
alanlarda, normal ve apoptotik 100 hiicre sayildi. Apoptotik hiicrelerin, toplam
hiicrelere oranlanmast ile (Apoptotik indeks = Toplam apoptotik hiicresi sayis1 / 100)

Apoptotik indeks (AI)’1 hesaplanarak istatistiksel analizleri yapildi.

Boyama metodu asagidaki tabloda ayrintili olarak verilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. TUNEL Boyama Prosediirti.

islem Siire

60°C etiiv Bir gece
Xylol 3X15 dakika
%100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika
PBS 5 dakika
Kesitlerin ¢evreleri sinirlayict kalem ile ¢izilie. ..
1:500 d iliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dakika
PBS 3X5 dakika
Endojen peroksit blokaji (% 3 H.O») 3 dakika
PBS 3X5 dakika
Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
Caligma soliisyonu (%70 pl Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme) 37°C’de 60 dakika
Stop/Wash Buffer (2ml ) +Distile su (68ml) Oda sicakliginda 10 dakika
Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
PBS 3X5 dakika
DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10 dakika
PBS 3X5 dakika
Distile su 5 dakika
Harris hematoksilen 1-5 dakika
Distile su 5 dakika
%80, %96 ve %100 etil alkol 1'er dakika
Xylol 2XS5 dakika

Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma.
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2.4.2. Caspase 3 ve Brn3a Immiinohistokimyasal Degerlendirme

Formalinle fikse edilmis parafine gomiilii dokulardan 3-4 um kalinliginda elde
edilen kesitler polilizinli lamlara alindi. Bu lamlara Ventana BenchMark Ultra model
otomatik immiinohistokimya cihazinda Ventana marka Ultraview Universal DAB
Detection Kit ile Ultra DAB kromojen protokolii ile caspase 3 ve Brn3a antikorlari
uygulandi. Antikorlarin 6zellikleri tablo 2’de ayrintili olarak verilmistir. Sekil 3’te
caspase 3’lin meme karsinomundaki, Brn3a’nin beyin dokusundaki boyanmasi

gosterilmistir.

Tablo 2. Kullanilan antikorlarin 6zellikleri

Antikor adi Antikor tiirii Marka Diliisyon Pozitif kontrol

orani
Caspase 3 Mouse IgG1 Fine test  1/50 Meme mukozasi
Kolorektal karsinom
Brn3a Tavsan oliklonal Bioss 1/50 Beyin dokusu
Appendiks
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Sekil 3. Pozitif Kontroller A: Meme Karsinomunda caspase 3 boyanmas1 B: Beyin

Dokusunda Brn3a Boyanmasi (x200)

Elde edilen preparatlar Olympus BX50 151k mikroskopu ile degerlendirildi.
Kesitlerde 40'lik biiylitmede rastgele secilen 10 alanda Caspase 3 ve Brn3a ile boyama
yayginligi su sekilde skorlandi:

Immiin pozitif hiicre yoksa 0.

Immiin pozitif hiicre 1% ve 10% arasindaysa 1.

Immiin pozitif hiicre 11% ve 30% arasindaysa 2.
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Immiin pozitif hiicre 31% ve 50% arasindaysa 3.

Immiin pozitif hiicre 51% den fazlaysa 4 (91).

2.5. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler ortalama + standart sapma olarak belirlendi. Istatistiksel
analiz i¢cin SPSS version 22 programi kullanildi. Gruplar aras1 degerlendirme One-way
ANOVA ve Posthoc Tukey testi ile yapildi. p<0.05 degerler istatistiksel olarak anlaml1
kabul edildi.

2.6. Doku Orneklerinin Alinmasi

Hayvanlara dekapitasyon islemi uygulandi. RGH’de caspase 3, Brn3a
antikorlarina bakilmast ve TUNEL boyama teknigi ile apopitozis diizeylerinin
degerlendirilmesi icin ratlarin sag gozleri tibbi patoloji laboratuvarina gonderildi.
Ratlarin sol gozleri NOS 2, NF kB, MDA, SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz ve
BDNF diizeylerine bakilmasi i¢in tibbi biyokimya laboratuvarina gonderildi.

2.7. Biyokimyasal Orneklerin Degerlendirilmesi

Go6z doku ornekleri % 0,9°1uk soguk (+4°C) sodyum kloriir (NaCl) ile yikandi
ve kurutma kagidi ile kurutulduktan sonra homojenizatorle 0,01M’lik PBS (1/10)
cozeltisi igerisinde, 16000 rpm’de 4 dakika uygun sartlarda homojenize edildi.
Homojenat 5000 xg’de 1 saat (+4°C’de) santrifiij yapilarak siipernatantlari ayrildi ve
analiz yapilincaya kadar -80°C’de saklandi. Siipernatantlardaki protein miktarlar
Qubit protein 6l¢tim kiti kullanilarak Qubit Fluorometer cihazinda (Invitrogen, USA)
tespit edildi ve serum ve silipernatant orneklerinden SOD, glutatyon peroksidaz,
katalaz ve BDNF diizeyleri Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)
yontemiyle tayin edildi. Siipernatantlardaki protein diizeyleri Lowry metoduna gore
tayin edildi. Bu yontemin prensibi; alkali ortamda proteinlerin Folin-Fenol ayiraci ile
mavi bir renk olusturmasina dayanmaktadir (92).

Siipernatant SOD Diizeylerinin ELISA Yontemiyle Belirlenmesi

Stipernatant SOD diizeyleri, rat SOD ELISA kiti (AndyGene Biotechnology
Co., Ltd., katalog no; AD2871Ra) kullanilarak kit prosediiriine uygun olarak ¢alisildi.
Absorbanslar EPOCH 2 (BioTek Instrument, Inc, USA) mikro plate okuyucusunda
spektrofotometrik olarak 450 nm’de okutuldu. Sonuclar ng/L olarak ifade edildi. Kitin
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Olctiim aralig1 10-200 ng/L ve sensitivitesi 1,0 ng/L idi. Intra-Assay’i CV<%8; Inter
Assay’it CV<%10 idi.

Siipernatant Glutatyon Peroksidaz Diizeylerinin ELISA Yontemiyle
Belirlenmesi

Stipernatant glutatyon peroksidaz diizeyleri, rat glutatyon peroksidaz ELISA
kiti (AndyGene Biotechnology Co., Ltd., katalog no; AD2434Ra) kullanilarak kit
prosediiriine uygun olarak ¢alisildi. Absorbanslar EPOCH 2 (BioTek Instrument, Inc,
USA) mikro plate okuyucusunda spektrofotometrik olarak 450 nm’de okutuldu.
Sonuglar ng/L olarak ifade edildi. Kitin 6l¢tim aralig1 0,4-9 ng/L ve sensitivitesi 0,05
ng/L idi. Intra-Assay’i CV<%S8; Inter Assay’i CV<%]10 idi.

Siipernatant CAT Diizeylerinin ELISA Yontemiyle Belirlenmesi

Stipernatant  katalaz ~ diizeyleri, rat katalaz ELISA kiti (AndyGene
Biotechnology Co., Ltd., katalog no; AD2444Ra) kullanilarak kit prosediiriine uygun
olarak calisildi. Absorbanslar EPOCH 2 (BioTek Instrument, Inc, USA) mikro plate
okuyucusunda spektrofotometrik olarak 450 nm’de okutuldu. Sonuglar pg/ml olarak
ifade edildi. Kitin 6l¢tim aralig1 15-450 pg/ml ve sensitivitesi 1,0 pg/ml idi. Intra-
Assay’i CV<%3; Inter Assay’i CV<%10 idi.

Siipernatant BDNF Diizeylerinin ELISA Yontemiyle Belirlenmesi

Stipernatant BDNF diizeyleri, rat BDNF ELISA kiti (AndyGene
Biotechnology Co., Ltd., katalog no; AD2597Ra) kullanilarak kit prosediiriine uygun
olarak calisildi. Absorbanslar EPOCH 2 (BioTek Instrument, Inc, USA) mikro plate
okuyucusunda spektrofotometrik olarak 450 nm’de okutuldu. Sonuglar ng/L olarak
ifade edildi. Kitin 6l¢iim araligi 50-1000 ng/L ve sensitivitesi 5,0 ng/L idi. Intra-
Assay’i CV<%S8; Inter Assay’i CV<%10 idi.

Doku MDA Ol¢iimii

Lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olarak MDA’ nin 6l¢timii Ohkawa ve
arkadaslar1 tarafindan belirlenen yontem kullanilarak yapildi. Bu yontemin prensibi;
asidik ortamda (pH: 3,5) ve aerobik sartlar altinda dokudan elde edilen siipernatantlar
ve serum Ornekleri belli sicaklik etkisinde lipid peroksidasyonu sonucu, agiga ¢ikan
MDA ’nin, Tiyobarbitiirik asit ile olusturdugu pembe renkli kompleksin 532nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak 6lgme esasina dayanmaktadir. Sonuglar toplam

protein konsantrasyonlarina boliinerek nmol/mg protein cinsinden verilmistir (93).
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Qubit Fluorometre ile Protein Miktarlarinin Tayini

Hazirlanan doku homejenizatlarindan elde edilen siipernatantlarda protein
Olctimleri Qubit protein Ol¢iim kiti (Qubit™ Protein Assay Kit, Cat No: Q33211)
kullanilarak Qubit Fluorometer cihazinda (Invitrogen, USA) yapilmistir.

Western Blot Yontemiyle Doku NF-kB ve iNOs Protein Diizeylerinin
Degerlendirilmesi

Western blot; elektroforez islemiyle poliakrilamid jelde goc¢ ettirilen
proteinlerin, destek membrana transferi ve membrandaki proteinlerin immunolojik
metodlarla gosterilmesidir. Bu yontemde c¢alisilan numunedeki SDS-polipeptit
kompleksleri, poliakrilamid jele yiiklenip, elektrik akimina tabi tutulduklari zaman,
proteinin molekiil agirliklariyla orantili olarak, art1 kutba (anot) dogru go¢ etmekte ve
jelde bulunduklari yerde bantlar halinde y1gilim gdstermektedirler. Yapilan bu islem
elektroforez olarak tanimlanmaktadir. Western blot teknigi, elektroforez islemini takip
eden dort adimda gergeklestirilir ki bunlar; jeldeki proteinlerin nitroseliiloéz membrana
aktarimi (blotlama), spesifik olmayan reaksiyonlari engellemek i¢in nitroseliiloz
membranda protein baglanmamis bdlgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi
(bloklama), 06zgiil antikorlarla tepkime ve en son adimda ise proteinlerin
goriintillenmesi asamalaridir. Western blot yonteminde kullandigimiz malzemeler

Tablo 3.’de sunulmustur.

Tablo 3. Western Blot ¢alismasinda kullanilan malzemelerin listesi

Mouse Monoclonal Anti-f-Aktin primer antikoru Finetest (Cat No:FNab00871)

Mouse Monoclonal Anti- NF-kB primer antikoru (Santa Cruz Biotechnology, Inc. USA)
Mouse Monoclonal Anti-iNOs primer antikoru (Santa Cruz Biotechnology, Inc. USA)
RIPA Lysis Buffer System (Santa Cruz Biotechnology, Inc. USA)

NuPAGE MES SDS Buffer Kit (Bis-Tris Jel i¢in) (Invitrogen, USA)

NuPAGE Novex 4-12% Bis-Tris Jel 15 kuyucuklu (Invitrogen, USA)

SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard (invitrogen, USA)

iBlot Transfer Stack, nitrocellulose, regular-size (Invitrogen, USA)

WesternBreeze Chromogenic Kit—Anti-Mouse (Invitrogen, USA)
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3.BULGULAR

3.1. TUNEL Sonuclar

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyama sonuglar1 sekil
4’te gorildigi gibidir. TUNEL pozitifligi kontrol grubu ile sham-kontrol arasinda
benzerdi (p>0.05). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda sham grubunda TUNEL
pozitifligi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis bulunmustur (p<0.05).

Kontrol ve sham-kontrol gruplar ile kiyaslandiginda oral TG grubunda
TUNEL pozitifligi istatistiksel olarak anlamh diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05,
p<0.05). Kontrol ve sham-kontrol gruplarina gére damla TG ve damla BT gruplarinda
TUNEL pozitifligi artmis bulunmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli fark tespit

edilememistir  (p>0.05).
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kontrol . . .
TUNEL DEGERLENDIRME GRAFIGI

a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05 b: Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda p>0,05 c: Sham
grubu ile karsilastirildiginda p<0,05 d: Sham grubu ile karsilastirildiginda p>0,05

Sekil 4. TUNEL Analizi Sonug¢ Grafigi

Sham grubu ile kiyaslandiginda TUNEL pozitifligi oral TG grubunda azalmis
olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilemedi (p>0,05). Damla TG

ve damla BT gruplarinda sham grubuna kiyasla TUNEL pozitifligi istatistiksel olarak
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anlaml sekilde azalmis olarak izlendi (p<0.05). Damla TG ve damla BT gruplari

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilemedi (p>0,05).

3.2. Caspase 3 Sonuclar

Apoptotizis siirecine girmis olan hiicreleri tespit etmek i¢in, apopitozisin ortak
yolunda gorevli olan caspase 3 151k mikroskobu altinda degerlendirilmistir. Caspase 3
boyanma diizeyleri Sekil 5’te goriildiigii gibidir. Caspase 3 pozitifligi kontrol ve sham-
kontrol gruplar1 arasinda benzerdi (p>0,05). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda sham
grubunda caspase 3 pozitifligi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis bulundu

(p<0,05).
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Caspase-3 DEGERLENDIRME GRAFIGI

a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05 b: Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda p>0,05 c: Sham
grubu ile karsilastirildiginda p<0,05 d: Sham grubu ile karsilastirildiginda p>0,05

Sekil 5. Caspase 3 Sonug¢ Grafigi

Kontrol ve sham-kontrol gruplarina gore kiyaslandiginda oral TG grubunda
caspase 3 pozitifligi istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmis bulundu (p<0.05).
Kontrol ve sham-kontrol gruplarina gore kiyaslandiginda damla TG ve damla BT
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark izlenmedi (p>0.05).

Sham grubu ile kiyaslandiginda oral TG grubunda caspase 3 boyanmasi

azalmis olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilemedi (p>0,05).
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Damla TG ve damla BT gruplarinda sham grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1
diizeyde caspase3 boyanmasinda azalma tespit edilmistir (p<0.05). Damla TG ve

damla BT gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark izlenmedi (p>0,05).

3.3. Brn3a Sonuclar

RGH marker1 olarak degerlendirilen Brn3a’nin boyanma diizeyleri Sekil 6’da

gosterildigi gibidir.

b,c

3,5
b,c

2,5

1,5

Brn3a SKOR DUZEYi
N

0,5

Kontrol Sham-kontrol Sham Oral TG Damla TG Damla BT
Brn3a DEGERLENDIRME GRAFIGI

a: Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda p<0,05 b: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p>0,05; c: Sham
grubu ile karsilastirildiginda p<0,05 d: Sham grubu ile karsilastirildiginda p>0,05

Sekil 6. Brn3a Sonuglar1 Grafigi

Kontrol grubu ile sham-kontrol grubu arasinda istatistiki fark tespit
edilmemistir (p>0,05). Sham grubunda kontrol grubuna kiyasla istatiski anlamli bir
azalma oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Kontol ve sham-kontrol grubu ile
kiyaslandiginda oral TG grubunda brn3a boyanmasinin istatistiksel olarak anlamli
diizeyde azaldigi tespit edilmistir (p<0.05). Kontrol ve sham-kontrol gruplar ile
kiyaslandiginda damla TG ve damla BT gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark goriilmemistir (p>0.05). Sham grubuna kiyasla oral TG grubunda Brn3a boyanma
miktarinda artis izlenmekle beraber istatistiksel olarak anlamli fark tespit

edilememistir (p>0,05). Sham grubuna gore karsilagtirildiginda damla TG ve damla
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BT gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde Brn3a miktarinda artis oldugu
goriilmistiir (p<0.05). Damla TG ve damla BT gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark tespit edilememistir (p>0,05).

Sekil 7°de kontrol grubunun, sekil 8’de sham kontrol grubunun, sekil 9’da
sham grubunun, sekil 10°da oral TG grubunun, sekil 11°de damla TG grubunun, sekil
12’de damla BT grubunun hematoksilen-eozin, TUNEL boyama, caspase 3 ve Brn3a

boyanmasi gosterilmistir.

A:Hematoksilen-Eozin Boyama, ganglion hiicreleri (ok) B: TUNEL boyama, apopitozis (ok)
C:Caspase-3 Immiinohistokimyasal Boyama D: Brn3a Immiinohistokimyasal Boyama, ganglion
hiicresi (ok) (x400)

Sekil 7. Grup 1 (Kontrol Grubu)
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A:Hematoksilen-Eozin Boyama, ganglion hiicreleri (ok) B: TUNEL boyama, apopitozis (ok) C:
Caspase-3immiinohistokimyasal Boyama D: Brn3a Immiinohistokimyasal Boyama, ganlion hiicreleri

(ok) (x400)
Sekil 8. Grup 2 (Sham-Kontrol)

A:Hematoksilen-Eozin Boyama, azalmis ganglion hiicreleri (ok); B: TUNEL boyama, apopitotik
hiicrelerde artig (ok) C: Caspase-3immiinohistokimyasal Boyama D: Brn3a immiinohistokimyasal
Boyama, ganglion hiicrelerinde azalma (ok) (x400)

Sekil 9. Grup3 (Sham)
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A:Hematoksilen-Eozin Boyama, azalmis ganglion hiicreleri (ok); B: TUNEL boyama, apopitotik
hiicreler (ok) C:Caspase-3Immiinohistokimyasal Boyama; D: Brn3a Immiinohistokimyasal Boyama,
ganglion hiicreler (ok) (x400)

Sekil 10. Grup 4 (Oral TG)

A:Hematoksilen-Eozin Boyama, ganglion hiicreleri (ok); B: TUNEL boyama, apopitotik hiicre (ok)
C:Caspase-3immiinohistokimyasal Boyama; D: Brn3a immiinohistokimyasal Boyama, ganglion hiicre
(ok) (x400)

Sekil 11. Grup 5 (Damla TG)
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A:Hematoksilen-Eozin Boyama, ganglion hiicreleri (ok); B: TUNEL boyama, apopitotik hiicre (ok)
C:Caspase-3Immiinohistokimyasal Boyama; D: Brn3a Immiinohistokimyasal Boyama, ganglion
hiicreler (ok) (x400)

Sekil 12. Grup 6 (Damla BT)

3.4. Doku MDA Diizeyleri

Gruplardan alinan ratlarin gozlerine ait 6rneklerde MDA diizeyi Sekil 13°te
goriildiigli gibidir. Kontrol ve sham-kontrol arasinda istatistiksel olarak anlaml1 fark
izlenmemistir (p>0,05). Sham grubunda kontrol grubuna goére MDA diizeyinin
istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1 goriilmiistiir (p<0,05).
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DOKU MDA DUZEY GRAFIGi

a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05 b: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p>0,05 c: Sham
grubu ile karsilastirildiginda p<0,05 d: Sham grubu ile karsilastirildiginda p>0,05

Sekil 13. Doku MDA Diizeyleri Grafigi

Malondialdehit diizeyleri tiim tedavi gruplarinda kontrol ve sham-kontrol
gruplaria benzer bulunmustur (p>0,05). Sham grubuna gore kiyaslandiginda tiim
tedavi gruplarinda MDA diizeyi istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik izlenmistir

(p<0.05).

3.5. Doku SOD Diizeyleri

Gruplardan alinan ratlarin gozlerine ait 6rneklerde SOD diizeyi Sekil 14°te
goriildiigli gibidir. Kontol ile sham- kontrol arasinda istatistiki anlamli fark tespit
edilmemistir (p>0,05). Sham grubunda doku SOD diizeyleri kontrole gore istatistiki
olarak anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (p<0,05).
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a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05 b: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p>0,05 c: Sham
grubu ile karsilastirildiginda p<0,05.

Sekil 14. Doku SOD Diizeyleri Grafigi

Oral TG, damla TG ve damla BT gruplart ile kontrol ve sham-kontrol gruplari
arasinda istatistiki anlamli fark goriilmemistir (p>0.05). Oral TG, topikal TG ve
topikal BT ile tedavi edilen gruplarda sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
oranda SOD miktarinda artis izlenmistir (p>0.05). Topikal TG ve topikal BT gruplari
arasinda SOD diizeyi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir

(p>0,05).

3.6. Doku Katalaz Diizeyleri

Gruplardan alinan ratlarin gozlerine ait 6rneklerde katalaz diizeyi Sekil 15°te
goriildiigi gibidir. Kontrol, sham-kontrol ve sham arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilik tespit edilememistir (p>0.05).
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ORTALAMA KATALAZ DUZEYLERI pg/ml

Kontrol Sham-kontrol Sham Oral TG Damla TG Damla BT
DOKU KATALAZ DUZEY GRAFIiGi

a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05 b: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p>0,05 c: Sham
grubu ile karsilastirildiginda p<0,05 d: Sham grubu ile karsilastirildiginda p>0,05

Sekil 15. Doku Katalaz Diizeyleri Grafigi

Kontrol ve sham-kontrol gruplarina kiyasla tiim tedavi gruplarinda doku
katalaz diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli artis tespit edilmistir (p>0.05 ). Sham
grubuna kiyasla oral TG, topikal TG ve topikal BT gruplarinda istatistiksel olarak
anlamli diizeyde katalaz artis1 olmustur (p>0.05). Topikal TG ile topikal BT gruplari

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark izlenmemistir (p>0,05).

3.7. Doku Glutatyon Peroksidaz Diizeyleri

Gruplardan alinan ratlarin gozlerine ait drneklerde glutatyon peroksidaz diizeyi
Sekil 16’da goriildiigii gibidir. Kontrol, sham-kontrol ve sham grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamaistir (p>0.05). Sham grubunda istatistiksel
olarak anlamli olmamasina ragmen kontrol grubundan diisiik diizeyde glutatyon

peroksidaz izlenmistir.
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DOKU GPX DUZEY GRAFIGi

a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05 b: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p>0,05 c: Sham
grubu ile karsilastirildiginda p<0,05 d: Sham grubu ile karsilastirildiginda p>0,05

Sekil 16. Doku Glutatyon Peroksidaz Diizeyleri Sonuglari

Kontrol ve sham-kontrol gruplari ile kiyaslandiginda tiim tedavi gruplarinda
artis goriilmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilememistir
(p>0.05). Oral TG, topikal TG ve topikal BT gruplarinda sham grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis izlenmistir (p>0.05). Topikal TG ve topikal

BT gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilememistir (p>0,05).

3.8. Doku BDNF Diizeyleri

Gruplardan alinan ratlarin gozlerine ait 6rneklerde BDNF diizeyi Sekil 17°de
goriildiigii gibidir. Kontrol, sham-kontrol ve sham gruplari arasinda BDNF diizeyi ile

ilgili istatistiksel olarak anlamli fark izlenmemistir (p>0,05).
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DOKU BDNF DUZEY GRAFIGi

ORTALAMA BDNF DUZEYLERI ng/L

a: Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda p<0,05 b: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p>0,05; c: Sham
grubu ile karsilastirildiginda p<0,05 d: Sham grubu ile karsilastirildiginda p>0,05

Sekil 17. Doku BDNF Diizeyleri Grafigi

Kontrol ve sham-kontrol gruplariyla kiyaslandiginda her ii¢ tedavi grubunda
BDNF diizeylerinde istatistiksel olarak anlami diizeyde artis tespit edilmistir (p>0.05).
Sham grubuna kiyasla oral TG, topikal TG ve topikal BT gruplarinda istatistiksel
olarak anlamli diizeyde BDNF artis1 izlenmistir (p>0.05). Topikal BT ile topikal
TG’nin, BDNF {iizerindeki etkinligi benzer bulunmus olup, istatistiksel olarak anlaml

fark izlenmemistir (p>0,05).

3.9. Doku NF-kB Protein Ekpresyon Diizeyleri

Doku NF-kB protein ekpresyon diizeyleri kontrol grubunda (%100) kabul
edilerek hesaplandiginda; sham grubunda NF-kB ekspresyon diizeyininin ~%353
oraninda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 tespit
edilmistir (p<0,001). Sham grubuna gore oral trigonelline (~%?27), topikal trigonelline
(~%30) ve topikal brimonidin tartarat (~%17) ajanlarinin uygulandig1 gruplarinda ise
NF-kB protein ekpresyon diizeylerinde azalmalar kaydedildi, bu azaliglar oral

trigonelline ve topikal trigonelline gruplarinda istatistiksel olarak anlamli idi (p<0.05).

39



NF-kB ve B-actin proteinlerine ait bant goriintiileri sekil 18’de ve doku NF-kB

protein ekspresyon diizeyi sekil 19°da sunulmustur.

NF-B 65 kDa g o

B-actin 42 kDa sl = jut hd ¥

2 3 4 s 6

1: Kontrol; 2: Sham-Kontrol; 3: Sham; 4: Oral Trigonelline; 5: Topikal Trigonelline 6: Topikal

Brimonidin Tartarat grubunu temsil etmektedir.

Sekil 18. NF-kB ve B-Actin Proteinlerine Ait Bant Goriintiileri
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PROTEIN EKSPRESYONU %

o
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DOKU NF-xB PROTEIN EKSPRESYON DUZEYi

3p<0,001, Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, ®p<0,05 sham ile karsilagtirma
Sekil 19. Doku NF-kB Protein Ekspresyon Diizeyi

3.10. Doku iNOs Protein Ekpresyon Diizeyleri

Doku iNOs protein ekpresyon diizeyleri kontrol grubunda (%100) kabul
edilerek hesaplandiginda; sham grubunda iNOs ekspresyon diizeyininin ~%32
oraninda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 tespit
edilmistir (p<0,005). Sham grubuna gore oral trigonelline (~%15), topikal trigonelline

(~%?21) ve topikal brimonidin tartarat (~%20) ajanlarinin uygulandigi gruplarinda ise
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iNOs protein ekpresyon diizeylerinda azalmalar kaydedildi, bu azaliglar topikal
trigonelline ve topikal brimonidin tartarat gruplarinda istatistiksel olarak anlamli idi
(p<0.05).

iNOs ve B-aktin proteinlerine ait bant goriintiileri sekil 20°de ve doku iNOS

protein ekspresyon diizeyi sekil 21°de sunulmustur.

1 2 3 4 5 6

iNOs 130 kDa ™ w v s ey

B-actin A2 kDa o et et = oy o
1 2 3 4 5 6
1: Kontrol; 2: Sham-Kontrol; 3: Sham; 4: Oral Trigonelline; 5: Topikal Trigonelline 6: Topikal

Brimonidin Tartarat grubunu temsil etmektedir.

Sekil 20. iNOs ve B-Aktin Proteinlerine Ait Bant Goriintiileri
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Sekil 21. Doku iNOS Protein Ekspresyon Diizeyi
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4. TARTISMA

Glokom, RGH’lerinde apopitozisle giden yaygin bir optik ndropatidir (94).
Glutamat, santral sinir sisteminde ve retinada bulunan eksitator bir norotransmitterdir.
NMDA glutamat reseptorleri retinada yaygin olarak bulunmaktadir. Calismamizda
RGH’lerde apopitozisi indiiklemek igin NMDA kullanildi. NMDA araciligiyla
glutamat reseptorlerinin uyarilmasi hiicre i¢ine yiiksek oranda kalsiyum girmesine ve
mitokondrial fonksiyon bozukluguna sebep olarak apopitozis gelisimini tetikler.
Calismamizda glokomun patofizyolojisini agiklamakta kullanilan apopitozis teorisi
lizerinden bir glokom modeli olusturulmasi planlanmistir. Bu modelde GiB’de
herhangi bir degisiklik olusmamakla birlikte, glokomun ilk basta hasar verdigi
RGH’lerinde apopitozis indiiklenmektedir. Glokom patogenezinde, mekanik ve
vaskiiler teoriler uzun zamandan beri tartigilan teorilerdir. Son yillarda, 6zellikle RGH
tabakasindaki apopitotik hasarin tespitinden sonra apopitozis, patofizyolojik temelde
Oonemli goriilmeye baslanmistir. Daha 6nce yapilan bir¢ok calismada ve deneysel
glokom modelinde NMDA iliskili apopitozis modeli kullanilmistir (12, 44, 95).

Deneysel modelimizde retinal apopitotik hasarin gosterilmesinde TUNEL
metodu kullanildi. Deney modeli olusturulurken intravitreal enjeksiyon yapilmasinin,
deneklerde oksidatif stres diizeylerini ve apopitozisi etkileyebilecegi diisiiniilerek,
sham-kontrol grubu calismaya dahil edilmistir. Ayrica apopitozis indiiksiyonu
saglamak i¢in kullanilan NMDA, PBS soliisyonu i¢inde ¢oziildiigiinden kullanilan
PBS’nin retinal doku iizerinde herhangi bir etkinligi olup olmadigini géstermek i¢in
sham-kontrol grubu degerlendirilmistir. Oral TG ile tedavi edilen grupta apopitozisin
azaldigl izlenmis fakat sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark elde
edilememistir. Calismamizda oral TG doz ve siiresi, Alzheimer ve Parkinson deney
modellerini referans alarak {i¢ hafta boyunca 100mg/kg giin olacak sekilde uygulandi
(81, 82). Yapilan bir baska deneysel ¢alismada hafiza gelistirici etkinlik i¢in iki hafta
boyunca 500mg/kg dozunda TG, farelere uygulanmistir (5). Oral TG tedavisi daha
uzun siire veya daha yiliksek dozda uygulansaydi, apopitoziste sham grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilebilecegi diisiiniilmiistiir. G6z hastaliklarinda
kullanilan ilaglarin cogunun topikal formda uygulanmasi nedeniyle, ¢calismamiza asil
olarak topikal TG grubu eklenmistir. Topikal bir ilacin retinada etkinlik gdsterebilmesi

icin ya konjonktival damarlar yoluyla emilerek sistemik dolasima katilmasi veya 6n
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segment dokularindan gecerek vitreusa ulagsmasi gerekir. Topikal yolla kullanilan
TG’nin deneyin basinda vitreusa ne miktarda gececegi bilinmemekle birlikte, suda
¢Oziiniirligli %100 oldugu bildirilen hidrofilik yapidaki TG’nin korneadan emiliminin
olabilecegi diistintilmiistiir (71). Noroprotektif etkinligi bilinen, klinik kullanimda olan
topikal BT ile benzer diizeyde TUNEL pozitifliginde azalma topikal TG grubunda da
saglanabilmistir (64, 66).

Ganglion hiicre katmaninda RGH’ler yer degistirmis amakrin hiicrelerle
birlikte bulunur. Bu iki hiicre grubunun ganglion hiicre katindaki yogunlugu birbirine
benzer miktardadir. Amakrin hiicrelerle RGH’leri birbirinden ayirmak zordur.
RGH’lerin Brn3a ekspresyon diizeylerini karakterize etmek i¢in yapilan bir ¢alismada,
Brn3a’nin amakrin hiicrelerden RGH’leri ayirmada etkin oldugu ve florogold boyama
ile kiyaslandiginda Brn3a’nin RGH kaybin1 daha hizli ve siddetli bir sekilde gosterdigi
tespit edilmistir. Florogold boyama RGH tespiti icin kullanilan en yaygin
yontemlerden biridir (6). Glokom modelinde hidrojen siilfitin RGH {izerindeki
koruyuculugunu degerlendiren bir calismada, glokom modeli olusturulmus grupta
Brn3a’nin azaldig1 gosterilmistir (51). Caffeic acid phenethyl ester etken maddesinin
glokom modeli olusturulmus hayvanlardaki néron koruyuculugunun arastirildigi bir
calismada TUNEL boyama ve Brn3a ekspresyonlarina birlikte bakilarak veriler
desteklenmistir (96). Calismamizda TUNEL metoduna ek olarak RGH’leri daha
spesifik gosterebilecegimiz Brn3a ekspresyon diizeyleri tespit edilmistir. Brn3a
boyama ile yapmis oldugumuz degerlendirme, TUNEL sonuglarin1 desteklemis olup,
apopitozis izlenen hiicreleri TUNEL metodu ile saymanin yani sira sag kalan ganglion
hiicreleri de Brn3a ile degerlendirilmistir.

Caspase-3 apopitozis gostergesi olan Onemli bir parametredir. RGH
sagkalimmi arttimak icin yeni bir tedavi segenegi olarak caspase-3 inhibitorleri
denenmektedir (97). Yapilan bir ¢alismada TG’nin, apopitotik genler olan caspase 3
ile caspase 9 ve antiapopitotik genler olan Bcl-2 ve Bcl-XL’i diizenleyerek
antiapopitotik etkinlik gosterdigi goriilmiistiir (84). Calismamiz, literatiirle uyumlu
olarak TG’nin caspase 3 diizeyini azaltarak antiapopitotik etkinlik gosterdigini
desteklemektedir.

Malondialdehit, non-enzimatik Ozellikteki oksidatif lipidperoksitlerin

parcalanmasiyla meydana gelen toksik etkili bir son flriindiir. MDA’ ’nin hiicre
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membranlarinin gegirgenligini arttirarak hiicre i¢i iyon dengesini bozabilecegi ve
DNA yapisinda bozulmalara sebep olabilecegi bilinmektedir (98). MDA’nin lipit
peroksidasyonunu baglatmasi ve yiiriitmesi, membranlara zarar vermesi, DNA'y1
denatiire etmesi; glokomda devam eden hasarin kismen de MDA ile iliskili
olabilecegini diisiindiirmektedir (99). Yapilan bir calismada glokom hastalarinin akoz
hiimor orneklerindeki MDA seviyesine bakilmistir ve ciddi gérme alan1 kaybr ile
MDA enzim diizeyi arasinda korelasyon oldugu tespit edilmistir (100). Glokom
patogenezinde oksidatif stres ve lipit peroksidasyonunun roliinli arastirmak igin
yapilan bir baska calismada kontrol grubu ile glokom hastalar1 arasinda, plazma MDA
diizeyleri glokomlu grupta istatistiksel olarak anlamli oranda yiiksek bulunmustur. Bu
calismanin sonuglari, plazma MDA diizeylerindeki olast degisikliklerin, glokom
patogenezi ile iliskili olabilecegini diislindiirmektedir (101). Deneklerde Parkinson
hastalik modeli olusturularak oral TG tedavisi verilen bir grupta MDA ve nitrit
seviyelerinin azaldigi ve apopitozisin engellenebildigi gosterilmistir (81).
Calismamizda da doku homojenatinda MDA diizeyleri degerlendirilmistir. Hem
topikal hem oral TG, MDA diizeyinde etkin diisiis saglayabilmis olup, bu diisiis
referans ila¢ olan topikal BT ile saglanan diizeydedir. TG’nin MDA diizeylerinde
olusturdugu bu degisim, TG’ nin glokom hastalarinin tedavisi i¢in umut verici bir ajan
oldugunu diistindiirmektedir.

N-metil D-aspartat aracili apopitoziste NOS indiiklenir. Glokom
patogenezinde, RGH apopitozisini uyarmada NOS’un Onemli islevi oldugu
bilinmektedir (21). Glokom hastalar1 iizerinde yapilan bir caligmada, NOS
diizeylerinin akdz hiimorde kontrollere kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde
arttigr goriilmistiir (102). Biz de ¢alisgmamizda apopitozisi uyarmak i¢cin NMDA
kullanarak, iNOS indiiksiyonunu tetikledigimizi diistinmekteyiz. Topikal TG’nin
INOS diizeyinde istatistiksel olarak anlamli diisiis saglayabilmesi, topikal TG’ nin goz
dokusunda yiiksek konsantrasyona ulasabildigini diistindiirmektedir. Oral TG’nin
INOS diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark olugturamamasi, oral TG’ nin g6z
dokusunda  INOS  diizeyini  etkileyecek  konsantrasyona  ulasamadiginm
diisiindiirmektedir. Glokom hastalarinda iNOS diizeylerini azaltmak icin TG nin

topikal kullanim1 yeterli etkinlik saglamaktadir.
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Oksidanlarin artti§i durumda viicutta antioksidan sistemler devreye girerek
olusacak hasar1 azaltmaya calisir. Patolojik kosullarda, antioksidan sistemler hasar
gormiis olabilir. Oksidatif stres; kanser, norolojik bozukluklar, ateroskleroz,
hipertansiyon, diyabet, akut solunum yetmezligi sendromu, idiyopatik pulmoner
fibroz, kronik obstriiktif akciger hastalig1 ve astim gibi bir¢ok patolojik duruma ve
hastaliga katkida bulunur (103). Antioksidan sistemleri aktiflestirmek bircok
hastaligin tedavisinde umut verici oldugu gibi glokom hastalarinda da ¢ok énemlidir.
Glokom hastalarinin degerlendirildigi bir ¢alismada SOD ve glutatyon peroksidaz
enzimlerinin akoz hiimordeki diizeylerinin kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlaml
oranda azaldigt tespit edilmistir (102). Glokomlu hastalarda oksidatif stresin
etkinligini arastiran bir baska ¢alismada serum SOD, glutatyon peroksidaz ve katalaz
diizeylerinin kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldig: tespit
edilmistir (104). Bizim ¢aligmamizda da antioksidan sistem belirtecleri olarak SOD,
katalaz ve glutatyon peroksidaz diizeylerinin degerlendirilmesi planlandi.

Doku SOD diizeyi degerlendirmesinde, sham-kontrol grubunda apopitozis
indiiksiyonu yapilmamis olmasina ragmen intravitreal bir girisim yapilarak oksidatif
stres arttirilmis olabilir. Buna bagl olarak viicut savunma mekanizmalarinin aktive
olmasiyla SOD diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artig izlenmis
olabilir. Bizim 6l¢iimlerimiz doku homojenatinda degerlendirilmis olmakla birlikte,
SOD g6z dokular igerisinde en ¢ok retinada tiretilmektedir ve retinadaki dnemli bir
antioksidan belirtegtir (105). Hem oral hem damla olarak uygulanan TG, damla BT
ile benzer diizeyde, retinanin 6nemli antioksidan enzimi olan SOD’u istatistiksel
olarak anlaml diizeyde arttirmistir.

NMDA enjeksiyonunun etkinligini degerlendiren bir ¢alismada, enjeksiyon
sonras1 retinal patolojik kesitler incelenmistir. Birinci giin RGH’lerinde kayip
izlenmistir ve bu dénem akut faz olarak degerlendirilmistir. Ikinci giinde tiim retinal
noronlarda kayip izlenmeye baglanmistir ve bu faz intermediate faz olarak
degerlendirilmistir. Yedinci giinde tiim retinal tabakalarda apopitozis izlenmistir ve bu
faz kronik faz olarak degerlendirilmistir (106). Metabolizma stresle karsilastig1 zaman
akut cevap olarak antioksidan parametreleri arttirmaya calismaktadir (103).
Apopitozis indiiksiyonu sonrasinda sham grubundaki deneklerde muhtemelen

calismanin baglangicinda antioksidan parametrelerde artis izlenmistir. Calismamizin
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sonunda, doku Orneklerini degerlendirdigimiz 21. gilinde, viicut savunma
mekanizmalarinin artik antioksidan miktarini arttiracak kapasiteye sahip olmadigini
diisiinmekteyiz. Katalaz ve glutatyon peroksidaz diizeylerinin kontrol ve sham
grubunda benzer bulunmasi, sham grubunun hastalifin kronik fazinda antioksidan
sistemleri arttiramadigini ancak oksidatif stresin hi¢ uyarilmadigi kontrol grubuna
benzer diizeyde tutabildigini gostermektedir. Oral TG ve topikal TG gruplarinda
topikal BT grubuna benzer sekilde katalaz ve glutatyon peroksidaz diizeylerinin
yiiksek tespit edilmesi, TG’nin antioksidan olarak glokom hastalarinda
kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

Noronlar yasamlarini siirdiirebilmek i¢in norotrofik faktorlere ihtiyag duyarlar.
Glokom hastalarinin serum ve gézyasinda kontrol grubuna gére BDNF diizeylerinin
diisiik oldugu bilinmektedir (32). Indiiklenmis kognitif bozukluk modelinde TG oral
tedavisi ile BDNF diizeyinde artis oldugu goriilmiistiir (78).NMDA ile apopitozis ve
SOR olusumu indiiklenmektedir. NMDA enjeksiyonundan sonra metabolizmanin,
apopitozisi ve SOR olusumunu azaltmak i¢in savunma mekanizmasi olarak BDNF
diizeylerini arttirabilecegi diisiiniilmektedir (107). Bizim g¢alismamizda da kontrol
grubuna gore sham grubunda BDNF diizeylerinde artis izlenmesine ragmen
istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamustir. Intravitreal olarak uygulan tek doz BT
ile BDNF artig1 oldugu gosterilmistir (108). Klinik kullanimda olan damla BT ile ayn1
diizeyde BDNF artis1 oral ve damla TG ile saglanabilmistir.

Niikleer faktor kB tiim hiicrelerin sitoplazmasinda inaktif sekilde bulunan bir
transkripsiyon faktoriidiir. Aktive oldugu zaman ¢ekirdege tasinir. NF-xB, SOR ve
proinflamatuar sitokinler tarafindan aktiflenebilmektedir. Aktiflesen NF-kB
inflamatuar sitokinlerin artigini saglarken apopitozisi hizlandirmaktadir (90).

Transkripsiyon faktorii NF-kB, artan GIB, artan yas, vaskiiler hastalik ve
oksidatif stres ile aktive edilebilir (109). Optik sinir hasarinin oldugu durumlarda NF-
kB yolaginin aktiflendigi daha onceki caligmalarda gosterilmistir (110, 111). TG nin,
hipokampal NF-«xB, TLR4 ve TNF-alfa diizeyini azalttigi lipopolisakkaritle
indiiklenmis 6grenme ve hafiza bozuklugu modelinde gosterilmistir (83). Bizim
calismamizda da oral TG ve topikal TG ile tedavi edilen gruplarda sham grubuna

kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma oldugu tespit edilmistir. Bu durum
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TG’nin apopitozis iizerindeki etkinliginin, NF-kB diizeyini azaltmasiyla iligkili
olabilecegini diisiindiirmektedir

Calismamizda oral TG, damla TG ve damla BT ile tedavi edilen gruplarda
antioksidan enzimler, MDA seviyeleri ve BDNF i¢in benzer etkinlik tespit edilmistir.
Retinal histolojik degerlendirmelerde apopitozisi azaltma agisindan damla TG ve
damla BT etkili bulunurken, oral TG etkisiz bulunmustur. Oral TG bircok
biyokimyasal parametrede etkin degisiklige sebep olurken, iNOS diizeylerinde
diizelme saglayamamistir. iNOS diizeylerini damla BT ile esit sekilde azaltan damla
TG’nin apopitozis lizerine azaltici etkinliginin iNOS ile de iliskili olabilecegini
diisiinmekteyiz. Klinik kullanimda néroprotektif etkinligi bilinen damla BT ile benzer
noron koruyucu etkinlik gdsteren damla TG glokom tedavisinde etkili olabilecek yeni

bir tedavi olarak goriilmektedir.
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