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KISALTMALAR

TNF-a : TUmdr Nekrozis Faktor afa

BSS :Dengeli Tuz Soltsyonu (Balanced Salt Solution)
H&E :Hematoksilen-Eozin

DRP :Diyabetik Retinopati

DMO :Diyabetik Makula Odemi

YBMD 'Y asa Bagli Makula Dejeneresansi
KMO :Kistoid Makula Odemi

RPE ‘Retina Pigment Epiteli

FT :Fotoresepttr Tabaka

DLM :D1s Limitan Membran

DNT :Dis Niikleer Tabaka

DPT :D1s Pleksiform Tabaka

INT :Ic Nikleer Tabaka

iPT :I¢c Pleksiform Tabaka

GHT :Ganglion Hiicre Tabakasi

iLM :1¢ Limitan Membran

RSLT ‘Retina Sinir Lifi Tabakast

EiU :Endotoksin iliskili Uveit

RA :Romatoid Artrit

JIA :Juvenil Idiopatik Artrit

PsA - Psoriatik Artrit

AS : Ankilozan Spondilit

MTX :Metotreksat

Kaspaz :Cysteine Aspartate Spesific Proteases
TUNEL : Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-mediated dUTP Nick and Labelling
TdT : Terminal deoksinukleotidil Transferaz
DAB :Diaminobenzidine

PBS : Phosphate-Buffered Saline (Fosfatla Tamponlanmis Salin)
ELISA :Enzyme Linked | mmunosorbent Assay
SD :Standart Deviasyon

ERG : Elektroretinografi

KS :Kortikosteroid
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OZET

Amag: Tavsanlarda intravitreal uygulanan Golimumab'in (anti-TNF) retina Uzerine

histopatolojik etkisinin degerlendirilmesi amaglandh.

Y ontem: Calismaya 16 adet tavsan (Yeni Zelanda albino tavsan) dahil edildi. Caligsmaya dahil
edilen tavsanlar 3 gruba ayrilarak, deneklerin sag gdziine intravitreal Golimumab enjeksiyonu
[grup 1 (n=6): 5 mg/0.05 ml, grup 2 (n=6): 10 mg/0.1 ml, grup 3 (n=4): 20 mg/0.2 ml], sol
goze ise es volimde sham enjeksiyon (Dengeni Tuz Sollsyonu-BSS) yapildi. Tavsanlarin
gozleri bir hafta boyunca gunlik takip edildi. Bir haftalik takibin ardindan sakrifikasyon
sonrasi, gozleri entklee edilerek dokulart 151k mikroskopisinde apopitotik aktivasyonu
gogteren immunohistokimyasal (TUNEL ve Kaspaz-3 boyama) ve elektron mikroskopi
incelemeleri igin hazirland.

Sonuclar: Hematoksilen-eozin (H&E) boyama ile yapilan incelemede, calisma gozlerinin
histolojik kesitlerinin highirinde makroskopik olarak retina tabakalarinda kayba rastlanmad.
Tim dozlarda (5 mg/0.05 ml, 10 mg/0.1 ml ve 20 mg/0.2 ml), aynm: volimde BSS enjeksiyonu
yapilan kontrol gozlerine gore, Golimumab enjekte edilen gozlerde, H&E boyamada dis
nikleer (sirasiyla p=0.001, p=0.044 ve p=0.045) ve i¢ nikleer (sirasiyla p=0.047, p=0.045 ve
p=0.048) tabakalarda azalmis hiicre sayisi gorilirken; ganglion hiicre sayisinda anlami
farklilik gozlenmedi. (sirasiyla p=0.11, p=0.067 ve p=0.20) 5 mg/0.05 ml Golimumab
enjeksiyonu yapilan gruplardaki tavsan gozlerinde dis niikleer tabakada TUNEL ile kontrole
gore boyanma yizdesinde farklilik gorulmezken; Kaspaz-3 boyanma yizdesi kontrol grubuna
gore igtatistiksel anlamli olarak daha fazla saptandi. (sirasiyla p=0.061 ve p=0.048) Ayni
dozda i¢ nikleer tabakada ise TUNEL ve Kaspaz-3 boyanma yuzdeleri, kontrol grubuna gére
istatistiksel anlamli olarak daha fazla bulundu. (sirasiyla p=0.018 ve p=0.015) 10 mg/0.1 ml
ve 20 mg/0.2 ml dozlarinda ise hem dis hem i¢ nikleer tabakada TUNEL ve Kaspaz-3
boyanma yuzdeleri, kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli olarak daha fazla saptand.
(TUNEL boyama ile sirasiyla p=0.009, p=0.020, p=0.029 ve p=0.029, Kaspaz-3 boyama ile
sirastyla p=0.041, p=0.041, p=0.048, p=0.041) Golimumab enjekte edilen gdzlerin ganglion
hiicre tabakasinda gerek TUNEL gerekse Kaspaz-3 boyamasinda kontrol grubuna gore pozitif
boyanan hiicre ylizdesinde t¢ dozda da anlamli farkliliga rastlanmadi. (TUNEL boyama ile



sirastyla p=0.937, p=1.000 ve p=1.000, Kaspaz-3 boyama ile sirasiyla p=0.064, p=0.163 ve
p=0.198) Kaspaz-3 boyanmada, artan dozlarda gruplar arasinda her i¢ tabakada da apoptosis
oram agisindan istatistiksel olarak anlamli doz bagiml: iliski bulunmad: (Kaspaz-3 boyamaiile
sirastyla p=0.555, p=0.092 ve p=0.877).

Tartisma: Tavsanlarda intravitreal olarak uygulanan TNF-o antagonisti Golimumab, retinal
fotoreseptdr ve bipolar hiicrelerde apopitoza neden olmustur. Uygulanan g farkl: dozda (5
mg/0.05 ml, 10 mg/0.1 ml ve 20 mg/0.2 ml) daretina hiicrelerinde kontrole gore artan hiicre
0lumi gozlendiginden, tedavi planlamas: esnasinda bu dozlarda yapilacak intravitreal
Golimumab enjeksiyonunun retinaigin toksik olabilecegi goz 6niine alinmalidr.

Anahtar kelimeler: Apopitozis, Golimumab, intravitreal anti-TNF ilaclar, retina



SUMMARY

Purpose: The aim of this study is to evaluate the histopathological effect of intravitreal
injection of Golimumab (anti-TNF) on the retinain rabbit eyes.

Methods: 16 rabbits (New Zealand albino rabbits) were included in the study. The rabbits
were divided into 3 groups. Intravitreal injections of Golimumab [group 1 (n=6): 5 mg/ 0.05
ml, group 2 (n=6): 10 mg/ 0.1 ml, group 3 (n=4): 20 mg/ 0.2 ml] were performed to the right
eyes, while sham injections with the same volume were administrated to the left eyes. The
eyes of the rabbits were followed daily for a week. After one week of follow-up, the rabbits
were sacrified and the eyes were enucleated. Eye tissues were prepared for light microscopic
immunohistochemical examination (TUNEL and Caspase-3 staining) which showed apoptotic

activation and ultrastructural examination under electron microscopy.

Reaults: In hematoxylin-eosin (H&E) staining, none of the histological sections of the study
eyes showed any evidence of retinal layer loss macroscopically. In all of the three different
doses (5 mg/ 0.05 ml, 10 mg / 0.1 ml and 20 mg / 0.2 ml), while number of the cells in outer
nuclear (p=0.001, p=0.044 and p=0.045 respectively) and inner nuclear (p=0.047, p=0.045
and p=0.048 respectively) layers were decreased in Golimumab group compared to sham
group; there was no significant difference in ganglion cell count (p = 0.11, p = 0.067 and p =
0.20, respectively) between three groups. In 5 mg/0.05 ml Golimumab injected eyes, there
was no significant difference in the percentage of TUNEL staining in outer nuclear layer
compared to control group, while the percentage of Caspase-3 staining of the same layer was
significantly higher than the control group. (p = 0.061 and p = 0.048, respectively). For the
same dose, in inner nuclear layer, TUNEL and Caspase-3 staining percentages were
significantly higher in Golimumab group compared to control group. (p = 0.018 and p =
0.015, respectively) For 10 mg / 0.1 ml and 20 mg / 0.2 ml doses, TUNEL and Caspase-3
staining percentages in the outer and inner nuclear layers were found to be significantly
higher than the control groups. (For TUNEL gaining, p = 0.009, p = 0.020, p=0.029 and p =
0.029 respectively, for Caspase-3 staining p = 0.041, p = 0.04, p = 0.048 and p = 0.041
respectively). In ganglion cell layer, for all dose groups, neither TUNEL nor Caspase-3
staining percentages showed any significant difference between Golimumab and control



groups (For TUNEL staining, p = 0.937, p = 1.000 and p = 1.000 respectively, for Caspase-3
staining p = 0.064, p = 0.163 and p = 0.198 respectively). Caspase-3 staining didn’'t show any
significant higher apoptosis rates in increasing doses of Golimumab, therefore we didn’t find
any statistically significant dose-dependent relationship (p = 0.555, p = 0.092 and p = 0.877,

respectively).

Discussion: Intravitreally administered TNF-a antagonist Golimumab caused apoptosis in
both photoreceptors and bipolar cells in rabbit retina. Since there was increased retinal cell
death in Golimumab injected eyes compared to control eyes for all of the three different doses
(5mg / 0.05 ml, 10 mg / 0.1 ml and 20 mg / 0.2 ml), potential toxicity of intravitreal
Golimumab injections at these doses should be considered during treatment plan.

Keywords: Apoptosis, Golimumab, intravitreal anti-TNF drugs, retina



1. GIiRiSVE AMAC

TUmor nekrozis faktor afa (TNF-a); makrofa) ylzeyinden, T-lenfositlerden, diz kas
hiicrelerinden ve fibroblastlardan eksprese edilen, 26 kDa agirliginda homotrimerik yapida
transmembran bir proteindir.® Apopitotik hiicre élimiinii ve inflamasyonu uyarirken; viral
replikasyon ve timoér gelisimini engeller. > TNF-a diizeyleri, romatoid artrit (RA) ve
psoriaziste sinovial sivida, Chron hastalig: ve Ulseratif kolitte bagirsak mukozasinda ve akut
Uveit sirasinda okiller dokularda artarak doku hasar: olusturmaktadir.*

TNF-o'nin inflamatuar, neovaskiler ve ndrodejeneratif pek cok okiler hastaligin

6-13

patogenezinde yer aldigi gosterilmistir. Periferik Ulseratif keratit ve reklrren herpes

keratiti olgularinda keratositlerde artmuis TNF  ekspresyonu mevcuttur.”#*

Deney
hayvanlarinda endotoksin ile olusturulan tveit modellerinde okiler dokularda artrms TNF
konsantrasyonunun, T hicre efektor cevabint ve makrofa aktivasyonunu kolaylastirdigi

%11 jnsan calismalarinda enfeksiyéz olmayan veit olgularinda serum ve akoz

izlenmistir.
TNF seviyesinin, kontrole gére artmis oldugu gosterilmistir.*>*>!* Diyabetik retinopatide
(DRP) hiperglisemi ile induklenen oksidatif stresin yol actigi TNF artisi ile retina damar
yapisinda bozulma ve neovaskilarizasyon ile buna eslik eden makrofaj ve mikroglia gocu
oldugu bildirilmistir."*™® Tip 1 diabetes mellitus (DM) hastalarinda retinopati ciddiyeti ile
serum TNF diizeyleri arasinda iliski bulunmustur.® TNF, yasa bagli makula dejeneresansinda
(YBMD) kompleman aktivasyonu ve reaktif oksijen molekulleri olusumu ile patogenenezde
rol oynamaktadir. %

Guntmtzde Klinik kullanimda olan bes adet TNF-a inhibitori bulunmaktadir. Bunlar
infliksimab, Etanercept, Adalimumab, Golimumab ve Sertolizumab pegol olarak
adlandirilmistir. Bu agjanlarin kimyasal yapilari ve farmakolojik 6zellikleri birbirlerinden
farkhliklar gosterir.?

Golimumab, hem solubl hem de transmembran TNF-a reseptorlerine baglanabilen
insan anti TNF-a. monoklonal antikorudur. insan TNF molekiiliine yiksek afinite baglanarak
notralize edebilen, yuksek kimyasal stabilitesi nedeniyle yart 6mrii uzun ve yiksek potansi
nedeniyle daha az siklikta enjeksiyon rejimleri ile tedavide kullanilabilen nispeten yeni bir
ilagtir. 4%

Romatolojik ve otoimmin hastaliklarda sistemik olarak  verilen TNF-a
inhibitorlerinin, hastaligin gbz tutulumu icgin tedavi edici etkileri oldugu gorulmastir. Bu



ilaglar, sistemik yan etkilerinden kaginmak, vitreusu ilag rezervuar: olarak kullanmak ve goze
sinirlt hastaligin tedavisinde okiler dokulara ilag erisimini kolaylastirmak icin , intravitreal
olarak kullanilmaya baslanmustir.?*?

Intravitreal enjekte edilen Etanercept, infliksimab ve Adalimumab’'in guvenlik ve
etkinligi guinimize dek gerek hayvan modellerinde gerekse enfeksiydz olmayan (lveit,
pseudofakik kistoid makula édemi (KMO), DRP ve YBMD gibi hastaliklarin tedavisinde
calisilmistir.®?®  Ancak literatiirde intravitreal Golimumab'in guvenlik ve etkinliginin
degerlendirildigi bir ¢alisma hentiz bulunmamaktadir.

Bu calismadaki amacimiz; tavsan modelinde intravitreal Golimumab uygulamasinin
retina hticreleri Uzerindeki histopatolojik etkilerini ve retina tabakalarinda olusturdugu

apopitozisi 151k mikroskopisi, immunhistokimya ve elektron mikroskopisi ile arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. RETINA ANATOMI VE HiSTOLOJisSi
2.1.1. GIRIS

Retina, post mortem gozlerde dekole edilmis retinamn ag yapisina benzer 6zellikler
gostermesi nedeniyle Yunanca ag anlamina gelen “rete” kelimesinden koken almistir. Optik
cukurun en icteki tabakasindan kdken alan norosensoriyel retina ve en distaki tabakasindan
koken alan retina pigment epiteli (RPE) olmak tizere iki katmandan olusur. %° Koroid ile yakin
iliskisi nedeniyle, bu damardan yogun dokunun inflamatuar hastaliklarinda retina da
etkilenmektedir. Kan retina bariyerinin bozulmasi nedeniyle sadece koroid degil, diger 6n ve
arka segment yapilarinin inflamatuar hastaliklar: 6zellikle makulada (6rn. kistoid makula
odemi) bulgu vermektedir.*

2.1.2 RETINANIN TOPOGRAFIiK ANATOMIiSi

Insan g6ziinde retina 6nde silier cismin pars plana kismu ile birleserek olusturdugu ora
serradatan, arkada optik diske kadar uzanan yaklasik 270 mm? boyutundaki alar kaplar.
Foveola (130 um) ve ora serratada (100 um) en ince olup, retinal liflerin optik diske girdigi
yerde (560 pum) en kalindir. Topografik olarak arka kutup ve perifer retina olarak
ayrilmaktadir. Makula arka kutupta yer alir; temporal damar arkadlar: tarafindan cevrelenen
fovea santralinden 5.5 mm yarigcapli dairesel alam kapsar. Makula lutea (sar1 cissim) adi
buradaki bipolar ve ganglion hiicrelerinde bulunan ksantofil pigmentlerinin verdigi sart renk
nedeniyle konulmustur. Fovea yaklasik 1.85 mm ¢apa sahip olup, makula merkezinde bulunur
ve merkezi 5° gorme alamndan sorumludur. Foveola, fovea merkezindeki 0.35 mm ¢apa sahip
alandir ve merkezinde umbo bulunur. Foveay: gevreleyen 0.5 mm genislikteki alan parafoves;
parafoveay1 cevreleyen 1.5 mm genislikteki alan ise perifovea olarak adlandirilir. Perifer

retina ise ora serratadan vorteks venlerin ug noktalarinin éniine kadar uzanmaktadir. 2%



2.1.3RETINANIN YAPISAL ORGANIiZASYONU

Nororetina, fotopik uyariy: elektriksel sinyale donustirmek Uzere sinapslarla birbirine
baglanan 6zellesmis tabakalardan olusur. Birincil ndronlar olan fotoreseptorler aldiklar:
uyaryi ikincil néron olan bipolar hiicrelere iletirler. Bu uyar: direk (koni yolagi) ya da indirek
(rod yolag1) olarak tglncil ndron olan ganglion hiicrelerine iletilir. Ganglion hiicre aksonlari
optik siniri olusturarak elektriksel sinyali lateral genikilat nikleusa iletir. Bu yapilanmada
fotoreseptorleri birbirine baglayan horizontal hiicreler ve bipolar ve ganglion hticreleri ile
iletisim halinde olan amakrin ve interpleksiform hiicreler de rol oynar. Retinanin destek

yapisini ise glial hiicreler, 6zellikle de Miiller hiicreleri saglar.® (Resim 1)

Vitreus b

ic Limitan Membran -
Sinir Lifi Tabakasi

) ) Astrosit Maller Hucresi
a Mikroglia |

Ganglion Hiicre Tabakasi

.- ic Pleksiform Tabaka
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- Dis Pleksiform Tabaka

- Dis Nikleer Tabaka
Dis Limitan Membran
I Ic Segment

| Fotoreseptor
Tabakasi

- Dis Segment

- Retina Pigment Epiteli

= Bruch Membrani
© Koroid

- Sklera

Eozin boyama, orta bilyiitme) (Springer yayincilik izniyle)



Histolojik kesitlerde retina 10 katman seklinde gérilmektedir. Distan ice olacak sekilde bu

katmanlar:

Retina Pigment Epiteli (RPE): Tek
sirali kiboidal ve silindirik
hicrelerden  olusur  ve  Bruch !

membranin lamina vitreast Uzerine
yerlesir.  Apikal mikrovillusleri
fotoreseptdr dis segmentleri ile yakin
komsuluk gosterir.  RPE hicreleri
genellikle mitoz sonrast hiicreler olup

hiicre yogunluklar: hayat boyu azalir.

Insanda inflamasyon ve travma Resim 2. Donor insan goziinde normal RPE gorintimi (Transmisyon
.. : Al elektron mikroskopis). CC: koryokapillaris, BM: Bruch membrani, RPE:
sonrast gegici reaktif mitotik Cevap  retina pigment epiteli, ROS: rod dis segmenti, Ph: fagozom, PG: pigment
e e . . . granulleri (http://webvision.med.utah.edw/i mageswv/StraussFig2.j
gorilse de belirgin RPE yenilenmesi  Erigim tarihi: 22 Kasim 2017)

yoktur. Apeksinde melanin grantlleri

icerirken, nikleus ve mitokondrileri bazal kisimda bulunur. Retina periferinde RPE hiicreleri
cok ¢ekirdekli olabilir. Ayrica yeni yayinlarda ora serratada RPE kok hicreleri bulundugu 6ne
surdlmistdr. Y tksek metabolik kapasiteye sahip olduklarindan RPE hticreleri mitokondriden
zengindir. Birbirlerine apikal bolgede bulunan siki baglantilar ile baglhdirlar. Bu baglantilar
dis kan retina bariyerini olustururken, i¢c kan retina bariyeri intraretinal kan damarlarinin

endoli tarafindan olusturulur. ** (Resim 2)

Fotoreseptdor Tabakas (FT): Fotopik uyariyr elektriksel sinyale donistiren tabakadir.
RPE'ye dik sekilde uzanirlar ve RPE apikal mikrovilluslar: ile iliski halindedirler. Rod
(comak) ve kon (koni) hiicresi olmak Uzere iki tir fotoreseptdr mevcuttur.

Rod hiicreleri sayica daha fazladir (80-120 milyon) ve maksimum yogunlugu 150,000/mm?
dir. Foveada bulunmazlar ve 1s1ga ¢ok duyarli olduklarindan skotopik vizyondan
sorumludurlar. Rod hticreleri i¢ ve dis segmentleri igeren apikal kisim ve nikleus ile hiicre
gbvdesinden olusan bazal kisimdan olusur. Fotosensitiviteden sorumlu olan dis segment

silindirik ve incedir ve plazma membramimin cgevreledigi yizlerde intrasitoplazmik


http://webvision.med.utah.edu/imageswv/StraussFig2.jpg

membrandz disk icerir.

emranoz
Fototransdilksiyondan ~ sorumlu  molekiil :;':f;lf'?
rodopsin bu disklerde bulunur. Modifiye
silia iceren sitoplazmik yap1 dis ve ig
segmentleri  birbirinden ayirir ve bazal
cismcige baghdirr. Histolojik olarak i¢ Modifiye
segment ki farkli tabakaya aynilabilir. .
Bunlar birgok mitokondri iceren dig o >SRN
eozinofilik ellipsoid tabaka ve ribozomdan i Ei:?n]:cih

zengin olan i¢ bazofilik myoid tabakadir.
Resim 3. Transmisyon el ektron mikroskopisi. Rod hiicresi

Elipsoid tabakada ayrica sentiyol, diz (https//basicmedicakey.com/wp-
content/upl 0ads/2016/06/B9781437719260100049 f04-04-

endoplazmik retikulum, serbest ribozom ve 9781437719260.jpg Erisim tarihi: 22 Kasim 2017)

glikojen granulleri bulunurken; myoid tabakada

diiz ve granlllti endoplazmik retikulum, Golgi cisimcigi, glikojen grantlleri ve A vitamini
bulunmaktadir. Dis limitan membranmin Gzerinde bulunan rod hiicre nikleuslar:, kon hiicre
niukleuslarina gore daha kiigtik ve bazofilik olup belirgin nikleoluslart mevcuttur. (Resim 3)

Kon hicreleri merkezi foveada maksimum yogunluga !

(300,000/mm?) ulassalar da sayilar: rodlara gore daha
azdir. (5-6 milyon) Perifer retinaya dogru sayica azalirlar
ve boyutlar1 foveada 85 pum iken perifer retinada 25
um'dir. Insanda farkli dalga boylarim algilamak tizere ¥8'
Ozellesmis olan U¢ farkli kon tipi mevcuttur. Isik
hassasiyetleri rod hiicrelerinde gore daha az olup, temel
olarak fotopik ortamda renk goérmeden sorumludurlar.
Foveada gorsel rezollisyonu arttirmak tizere her bir kon
tek bir bipolar hticre ile sinaps yaparken perifer retinada | i
birkag kon hiicresi tek bir bipolar hiicre ile SiNGPS Resim 4. Transmisyon elektron mikroskopisi.

. . . Kon hiicreleri. Lsc: uzun tek kon hiicres, ssc:
yapmaktadir. Rod hucrelerine  benzer sekilde Kon  satek kon hicres, dc: cift kon hilcres os: dis

. . . . segment, is: i¢ segment, onl: fotoreseptér hiicre
htcreleri de i¢ ve dis segmentler ile canaksi uzantilardan  cekirdesi, beyaz oklar: canaks uzantilar
. . . e . (Mostafa Ali Sdem izniyle)
olusan apikal kisim ve hicre nikleusu, govdesi ve

pedikllU iceren bazal kisimdan olusmustur. Rod hiicrelerindeki membrandz disklerin aksine
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kon htcrelerinin dis segmentlerinde plazma membramnin invajinasyonlar: gorilmektedir ve
bu alanlarda rodopsin yerine iodopsin pigmenti bulunmaktadir. Kon i¢ segmentleri rod ic
segmentlerinden daha kisa ve kalindir ancak ellipsoid ve myoid tabakalar1 yapica benzerdir.
2931 (Resim 4)

Dis Limitan Membran (DLM): Mduller hicreleri ve komsu fotoreseptorler arasindaki

zonuler baglantilardan meydana gelir. Fotoreseptor dizilimi ve stabilizasyonunda rol oynar.

Dis Nukleer Tabaka (DNT): Kon ve rod fotoreseptdrlerinin nikleus ve hiicre govdelerinden

olusur.

Dis Pleksiform Tabaka (DPT): Rod ve kon hiicrelerinin horizontal ve bipolar hicreleri ile
sinaps yaptig1 yerdir. Foveadan oblik olarak uzanan lifler (Henle tabakasi) nedeniyle
makulada en kalindr.

ic Nikleer Tabaka (INT): Horizontal, bipolar, amakrin ve Miiller hiicresinin niikleus ve

hiicre govdeleri bu tabakada bulunur. (Resim 5)

A T .+': e ,_.'- L _-.--n_ll_f!f o J o Cis .‘t g T e
Resim 5. Transmisyon elektron mikroskopis. I¢ nikleer tabaka. A:amakrin hiicresi B:Bipolar hiicre M:Miiller hiicresi
(http://www.jneurosci.org/content/jneuro/18/21/8936/F3.large.jpg, Erisim tarihi: 22 Kasim 2017)

Bipolar Huicreler: Fotoreseptorler ve ganglion hiicreleri arasinda baglantiy: saglayan gérme
yolaginin ikincil noronlaricir. Sayilar1 yaklasik olarak 130,000-140,000 civarindadir.
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Dendritleri DPT, nikleuslar: INT ve aksonlar: IPT’ da bulunur ve dikey olarak dizilmislerdir.
Bipolar hiicreler glutamat cevaplarina gore on (agik) ve off (kapali) olarak siniflandirilabilir.
On bipolar hicreler yanit olarak depolarize olurken; off bipolar hicreler hiperpolarize
olmaktadir. Rodlar ile sinaps yapan bipolar hiicreleri off tipinde iken kon bipolar hiicreleri on
yada off tipinde olabilir.

Horizontal Hucreler: Rod ve kon hicrelerinden alinan gorsel sinyallerin iletimi ve
duzenlenmesinden sorumlu olan GABAerjik interndronlardir. Bipolar hiicrelerin aksine yatay
olarak dizilmislerdir; nikkleuslar1 INT ve uzantilar: DPT’ da bulunur.

Amakrin Hucreler: GABAerjik ve glisinerjik inhibitor interndronlardir. Hiicre govdeleri
INT’de, hiicre uzantilar: ise iPT’ de yer almaktachr. Morfolojik olarak en az 30 farkli amakrin

hiicresi mevcuttur.

interpleksiform Hucreler: iki retina pleksiform tabakasimi birbirine baglayan bu hiicreler
amakrin hiicresinden horizontal hiicreye sinyal tasiyarak ic ve dis retina arasinda bir geri
bildirim déngusti olusturur. Insanda cogunlukla dopaminerjik olmakla birlikte GABAerjik ya

daglisinerjik salg1 da yapabilirler. Hiicre govdeleri ve niikleuslar1 INT’ da bulunur.

Muller Hucreleri: Optik vezikilin i¢ tabakasindan koken alir ve embriogenez esnasinda
retindaki ndron hicrelerinin yonlendirilmesi, pozisyonu ve diziliminin diizenlenmesi saglar.
DLM’den ILM’ye uzanan kolumnar bir hiicre gévdesi vardir ve retinal hiicrelere yapisal
destek ve besin kaynag: saglar. Damarsal yapilar iceren retina katmanlarinda, damar etrafini
cevreleyerek kan-retina bariyerine katkida bulunur. Muller hicresinin i¢ bdlgesi protein
sentezi icin Ozellesmis oldugundan yogun endoplazmik retikulum ve serbest ribozom
icerirken, dis bolgesi absorbsiyon ve hiicre ici tasimaicin 6zellestiginden mikrottibil, glikojen

grandlleri ve mitokondriden zengindir.

Adtrositler, Mller hicreleri ile birlikte retinanin destek hticreleridir. Noroepitelden kéken
airlar ve fibroz ile protoplazmik astrosit olmak Uzere iki farkli turti vardir. Noronlar ve retinal
damarlarin etrafinda yerlesim gosterirler. Retina hasarinda hipertrofi vel/veya hiperplazi
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gostererek yara dokusu olusumunu saglarlar. Intraokiler inflamatuar sireglerde immiin

hiicreleri ile etkilesim gosterirler.

Mikroglia hicreleri 6zellesmis makrofgjlardir. DPT'den RSLT'ye kadar her tabakada

dagilmis olup yapisal destek gorevi yoktur. Aktive olduklarinda antijen sunucu hticre olarak

davranabilirler. Ayrica inflamasyon cevabinda sitokin salgilayarak énemli rol oynarlar. 233+

36

ic Pleksiform Tabaka (iPT): Hiicreler arasi sinapsin en yogun oldugu tabakadir. Bipolar

hiicre aksonlar1 - ganglion hiicre dendritleri, amakrin hticre dendritleri — bipolar hlcre
aksonlari, amakrin ve interpleksiform hticre dendritleri burada sinaps yaparlar. Yogun

sinaptik yap1 nedeniyle dis pleksiform tabakadan daha kalindir. Foveolada bulunmaz.

Gandlion Hicre Tabakas (GHT): Ganglion hiuicre nikleus ve govdeleri ile birkag glia

hiicresi igerir. Makulada 6-9 kat ganglion hiicresi mevcutken, perifer retinada genellikle tek
kathdir. Ganglion hicreleri gorsel yolagin tgtncil duyu noronlaridir. Yogun granillt
endoplazmik retikulum, Golgi cisimcigi, bol miktarda norofilaman ve yasla sayica artan
lipofuksin graniilleri iceren genis hiicre govdeleri (10-30 pm) mevcuttur. Dendritleri IPT’ya
dogru uzanirken, aksonlart RSLT'nda retina yizeyine paralel olarak seyreder. Ganglion
hiicreleri boyut, hiicre uzantilarinin dallanmasi ve amakrin ile bipolar hicreleri ile olan
etkilesimlerine gore farkl1 tlrlere ayrilir:

Magnoseluler (M) hiicreler ganglion hiicrelerinin %210’ unu olusturur; genis hiicre gévdeleri
ve hem rod hem kon bipolar hiicreleri ile sinaps yapan uzantilari vardir. Aksonlar: lateral

genikllat nikleusun magnoseltler tabakasina uzanir.

Parvoseliler (P) hicreler foveada baskin olan ganglion hicreleridir. Tek bir kon

hlicresinden sinyal tasiyan tek bir bipolar hiicresi ile sinaps yaparlar.

Son yillarda memeli retinasinda intrinsik fotosensitivite 6zelligi olan yeni bir tir ganglion
hiicresi tammlanmustir. Melanopsin pigmenti iceren bu hicrenin pupilla 151k refleksi ve
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sirkadian ritmin dizenlenmesi gibi gorintt olusturulmayan gorsel yolaklarda rol oynadigi

diistntil mektedir. 3135373

Retina Sinir Lifi Tabakas (RSLT): Ganglion hicrelerinin myelinsiz aksonlar1 ve birkag

glial huicreden olusur.

ic Limitan Membran (iLM): Miiller hiicrelerinin bazal membran: ve bazi astrositlerin hiicre

uzantilar: tarafindan olusturulur.

2.2. TEMEL iMMUNOLOJi

Immiinite, yabanc: ve zararli olan her turlii maddeye (protein, polisakkarid ve
mikroorganizma, gibi) kars: organizmanin verdigi reaksiyondur. immiin yanit: baslatan
yabanc: maddeler antijen veya immiinojen olabilir. Immunojen terimi, sadece immiin yanit
olusturma yetenegindeki herhangi bir madde icin kullanilirken; antijen terimi bir molekaltin,
gpesifik immunitenin Urdnleri ile reaksiyona girebilme yetenegini taumlar; her zaman
gpesifik imminiteyi olusturmasi beklenmez. Bitin imminojenlerin antijen oldugu ifade
edilir, ancak bunun aksi her zaman gegerli olmayabilir. Hastalik yapan mikroorganizmalarin
cogu iyi bir antijen yamsina dogada bulunurlar. Immiin sistem viicudun hemen her yerinde
karsilastigi sayisiz yabanci antijene karst savunma yapmak zorunda oldugundan immin
sissem hicrelerinin kan, lenf ve dokular arasinda dolasabilme ve gerekli bdlgelerde
yerlesebilme 6zellikleri mevcuttur. Antijenin vicuda giris yeri, olusacak immtin yanit: etkiler.
Deri yoluyla alinan antijenler, bu dokudaki makrofgjlar (Langerhans hiicre) ile tamnir ve
lenfatik yoldan bolgesel lenf digtimlerine tasinir ve immun yamt hem antijenin giris yerinde
hem de iliskili lenf bezinde baslar. Kan dolasimi ile giren antijenler dalaktaki makrofajlarca
taninir. Solunum yolu ve gastrointestinal kanal mukozasindan girenler ise bdlgedeki mukoza
iliskili lenfoid doku ile temas eder ve burada gerekli immiin yanit olusturulur. immin yanit
nerede baslamis olursa olsun kan ve lenf yolu ile diger bdlgelere ulasabilir.

Immiin yantta immin sistem hticrelerinin yam sira, bunlarin olusumu, farklilasmas: ve
aktiflesmesinde gorev alan ve birbirleri arasinda haberlesmeyi saglayan sitokinler de 6nemli

rol oynamaktadr. 3%
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2.2.1. iMMUN SISTEM HUCRELERIi

Immiin sistemin hiicresel elemanlar: lenfositler, makrofajlar, Langerhans hiicreleri,
notrofiller, bazofiller, eozinofiller ve mast hiicreleridir. Bu hiicrelerin cogunun aym zamanda
alt grup vetipleri de vardir.

M akrofajlar
Interleukin-12
T helper ve NK hiicrelerini uyanr
Fibroblast
growth factor
Yara iyilesmesini saglar
Tumor
necrosis
__ factor-a
inflamasyonu
uyarir
Interleukin-10
Interleukin-15 Ldkggresyonunu
interleukin-18 sadlar
NK hiicre
proliferasyonunu
saglar
Koloni stimulan
faktorler L
hematopoiezi Interleukin-6
uyarnr B hicre cogalmasini

saglar
Interleukin-1
Inflamasvonu indikler

Resim 6. Makrofaj hiicresinin sitokinleri ve inflamatuar yanittaki islevleri (Springer
yayinailik izniyle)

Tek cekirdekli olup (mononikleer), fagositik aktivite gosterirler ve vicutta yaygin olarak
bulunurlar. Bulunduklari dokuya goére alveolar makrofaj, osteoklast ve mikroglia gibi farkl
isimler alirlar. Tim bu hicrelerin olusturdugu topluluk retiktloendotelial sistem (RES) veya
mononlkleer fagositik sistem olarak da adlandirilir. Makrofgjlar kemik iliginde Gretilirler;
kana gecer ve gezgin makrofaj ya da monosit adini alirlar. inflamatuar yanittaki gorevleri
Resm 6'da gosterilmistir. Dokulara gegen monositler, kan dolasimina geri dénemez ve
dokularda yerlesik makrofaj olarak kalirlar.
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Lenfositler

Kemik iligindeki kok hicrelerden geliserek, santral lenfoid organlarda (timus veya
kemik iligi) olgunlasirlar. Kan yoluyla periferik lenfoid doku ve organlara giderek buralardaki
Ozellesmis bolgelere yerlesirler. Eriskin bir insanda yaklasik 102 lenfosit bulunur ve kandaki
|6kositlerin %20-30'unu lenfositler olusturur. Lenfositler iri gekirdekli, dar sitoplazmali, 8-12
mikron ¢apinda hicrelerdir. Embriyolojik, islevsel ve antijen yapilari agisindan birbirinden
ayrilan B ve T- lenfositleri olarak iki gruba ayrilirlar.

B-Lenfositler, hiimoral (antikora dayali) immuniteden sorumludur. Sentezledikleri
immunglobulin molekillerini hicre ylzeylerinde tasirlar ve bu molekul antijene karst 6zgul
reseptordiir. Bu yiizey imminglobulinler IgM ve IgD sinifidir. Ozgiillik nedeni ile immiin
sistemde, on binlerce ¢esit antijene kars1 6zgul reseptdr tasiyan on binlerce B-lenfosit ¢esidi
hazir durumda bulunmaktadir. Antijen vicuda girdiginde, ylzeyinde bu antijene 6zgu
reseptor tasiyan B-lenfositleri uyarilir. Uyarilan B-lenfositler plazma hiicresine donusir ve
immunglobulin sentezlemeye baglarlar. Uyarilan B lenfositlerinden bir kismu ise bellek
hicresine donustr. Bellek B-lenfositleri uzun o6morlidir ve ayni antijenle tekrar
karsilastiklarinda hizla gogalarak daha hizl1 ve gugli antikor yaniti olusmasint saglarlar.

T-lenfositler, hicresel immin yamittan sorumludurlar. Kemik iliginde yapilir ve
timusta olgun T-lenfosit haline gelirler. Bu olgunlagma sirasinda T-lenfosit ylizeyinde pek ¢ok
reseptor olusur. Bunlardan en dnemlisi antijenleri 6zgul olarak tamyan T-hiicre reseptori
(TCR)'dur. Bir T-lenfositi sadece tek bir ¢esit antijen icin TCR tasir ve B-lenfositlere benzer
sekilde immiin sistemde zaman iginde karsilasma ihtimali olan onbinlerce gesit antijene yanit
verebilecek onbinlerce ¢esit T-lenfositi bulumaktadir. Organizmaya antijen girdiginde
ylzeyinde bu antijene 6zgul reseptér tasiyan T-lenfositleri uyarilir ve sonugta o antijene
duyarl: T-lenfositler olusur. immiin yanittaki rolleri agisindan T- hiicre toplulugu yap: ve islev
0zelligi farkl1 olan alt gruplardan olusmaktadhr:

Th lenfosit (T helper = yardimci T lenfosit) CD4 ylizey molekili tagir.
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Tcls lenfosit (T cytotoxic/supressor = sitotoksik/baskilayici T lenfosit) CD8 yiizey molekuili
tasir.

¢ N, IL-17
3 1L-21
(Th1 7) IL-22

Antijen sunucu hiicre

Th1 )
e

IFN+y
TNF-a

&

A

<)
TGF-B
IL-35 IL-5
IL-10 'I'reg) IL-6
L IL-10

IL-13

Resim 7. T lenfosit hiicresinin sitokinleri (Springer yayincilik izniyle)

T-helper (Th) lenfoditler, yardimci ve uyarict rolu olan lenfositlerdir. CD4 yizey
molekilli tasirlar. (CD4+, CD8-). Cesitli sitokinler salgilayarak T-hticresi, B hiicresi, monosit-
makrofa] ve diger bazi hicrelerin sayica ve aktivite olarak giclenmelerini saglarlar. Bu

Ozdllikleri ile Th-lenfosit immin sistemin orkestra sefi pozisyonundadir.

T-cytotoxic/supressor (Tc/s) lenfositler, olduricii ve baskilayici roli olan
lenfositlerdir. CD8 yilizey molekill tasirlar (CD4- , CD8+). T-sitotoksik olanlar virus, bakteri
ve parazit ile infekte hicreler, timdr hicreleri, transplante doku ve organ htcreleri gibi
organizmaya zararli veya yabanci hiicrelere saldirarak yok ederler. T- baskilayici olanlar ise
sitotoksik ve yardimci T-htcre etkinligini baskilayarak bagisik yanitin dengede kalmasini
saglarlar. Bellek T-lenfositleri ise antijeni tamyan ve antijenle tekrar karsilastiginda gok hizl

ve gucll immin yanit olusturan hiicrelerdir.

T hicresi alt tiplerinden salgilanan sitokinler Resim 7' de verilmistir.

Dogal Oldurici (Natural Killer-NK) Hiicreler

Enfekte veya yabanci hiicreleri dldiren, biytk granilli lenfosit de denen hiicrelerdir.
T ve B-lenfositlerden farkli olarak ytzey immunglobulini veya TCR'si olmayan NK hticreleri,
Onceden tanyip duyarli hale gelmeden hedefledigi hicreleri dogrudan tahrip edebilme
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yetenegine sahiptir. Hedef hiicreleri genellikle parazit, mantar, bakteri 6zellikle de virtslerle
enfekte hicreler ile timér ve transplante doku hicreleridir. NK hicreleri bu ozellikleriyle

0zgul olmayan vicut savunmasinda 6nem tasirlar.

Polimorf Nuveli Lokositler (PMNL) (Granulosit)

Kandaki l6kositlerin %60-70'ini olusturan ¢ok loblu c¢ekirdek ve bol granillu
sitoplazmalar1 bulunan hicrelerdir. Grandllerinin farkli boyanmasi ve farkli islevlerinin

olmasi nedeniyle n6trofil, eozinofil ve bazofil olmak tzere Gg tip granilosit bulunur:

Notrofiller, 6zellikle antikor ve kompleman varliginda gucliu fagositoz yetenekleri
bulunan hicrelerdir. Mikroorganizmalari, yabanct maddeleri ve doku yikim artiklarint hizla
temizleyebilirler.

Eozinofiller, [6kositlerin %2'sini olustururlar. Fagositoz yetenekleri simirlidir olmasina
karsin allerjik olaylarda ve parazitozlarda etkili hiicrelerdir.

Bazofiller, kanda en az bulunan |6kositlerdir. (%0.5). 10-14 capinda, bazik boyalar
(hemotoksilen) ile boyanan hiicrelerdir. Genelde damarlarda bulunmasina ragmen dokulara
sizabilir, histamin salinimu ile inflamasyona katilabilirler.

Mast Hicreleri

Bag dokuda 20 pm, mukozada 10 pm capinda, sitoplazmasi histamin ve heparin
iceren biyutk grandllerle dolu hticrelerdir. Allerjik reaksiyonlarda rol oynar ve parazitlere
kars1 bagisikliklikta dnemlidir.

Trombositler
Kan pihtilasmast goérevleri disinda, bagisik yamt ve inflamasyonda rolu bulunan

hicrelerdir.**

2.2.2 SITOKINLER

Sitokinler, immin sistem hiicreleri arasindaki iletisimi saglayan protein yapisinda
aract molekdllerdir. Otokrin yani salgilandigi hiicreyi etkileyen ya da parakrin yani komsu
hiicreleri etkileyen yapida olabilirler. Sitokinler immun sistem hicrelerinin  gelismesi,
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farklilasmasi ve aktivasyonunda, antijen sunumu, adezyon molekdllerinin ekspresyonu, akut
faz yantlari gibi immin yantin ve inflamasyonun her safhasinda, hicre 6liminde,
hematopoez ve yara iyilesmesi gibi birgok biyolojik olaydarol oynayabilirler. Antijen spesifik
olmadiklar1 halde yapimlar: ve salgilanmalari antijen uyarisina baglidir. Ayni hiicre farkl
sitokinler salgilayabilirken, farkli sitokinlerin hticre dizeyinde etkileri aymi veya benzer
olabilir. Etkilerini spesifik reseptorlerine baglandiklarinda gosterebilirler ve etkileri kendi
kendini sinirlandirabilir. 1L-1 ve TNF ayrica salgilanmadan, Gretildikleri htcrenin
membranina bagli durumda iken hedef hiicredeki reseptore baglanarak etki gosterebilirler. Bir
sitokin diger sitokinlerin ekspresyonunu uyarabilir veya baskilayabilir. Etkileri sinerjistik ve
antagonistik olabilir.

Sitokin Aildleri:

» Hematopoetinler; Eritropoetin, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-11, IL-12, IL-13,
IL-15, GM-CSF,G-CSF

* TNF ailesi ; TNF-a ve 3, CD40L, CD30L, CD27L, FasL

eIL-1allesi;IL-1-avep, |L-1RaIL-18

* Interferon (IFN) ailesi; IFN a, B, v

* [L-10 ailesi; IL-10, IL-19, IL-20, IL-22,IL-24,1L-26, IL-28,1L-29

o [L-12 ailesi; IL-12, IL-23, IL-27

* Digerleri; TGF-p (transforming growth factor- 3 ), IL-16, IL-17, IL-25 |117

Sitokin aracih sinyal iletimi:

Sitokin reseptorlerinin hiicre yizeyinde ekspresyonu, bu reseptdre baglanacak sitokin
ya da baska bir sitokin tarafindan regule edilir. Sitokinler hedef hicre yuzeyindeki
reseptorune baglandiktan sonra hiicre icine sinyal iletimi ile nikleus ya da sitoplazmada
spesifik hedef genlerin transkripsiyonu, yeni mRNA ve protein sentezini baglatir. Sentezlenen

sitokin ile hicrenin aktivasyonu, farklilagsmasi, bilyume ve gogalmasi saglanir.
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Sitokin Tipleri

Proinflamatuar stokinler: TNF-o, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-12, IFN-a, IFN-y
baglhcalardir. TNF-a, IL-1f, IL-6 makrofajlar ve monositler tarafindan Uretilir. Serum
amiloid A, C-reaktif protein, fibrinojen, kompleman faktorleri, alfa 1-antitripsin gibi akut faz
proteinlerin sentezini arttirirlar. Proinflamatuar sitokinler, mikro-organizmalar, antijenler,
bitkisel lektinler, lenfokinler ve bazi kimyasallar tarafindan induklenir.

Anti-inflamatuar sitokinler: IL-1ra, IL-4, IL-6, IL-10, IL-11, IL-13, TGF-$3 ve bazi
¢OzUnur sitokin reseptorleridir. Anti-inflamatuar etkisi olan ¢ozinur sitokin reseptdrlerinden
baglicalar1 olan TNF reseptort, TNF nin etkisini ve 1L-1 reseptortitip 11 ise IL-1p’ min etkisini
antagonize eder. IL-1 reseptodr antagonisti (IL-1ra), IL-1"in inhibitdrd olup IL-1 reseptorine
baglanmak icin onunla yarisir. "™

Inflamatuar yamtta rol oynayan énemli sitokinler Tablo 1’ de 6zetlenmistir.
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Tablo 1. Inflamatuar yanitta rol oynayan 6nemli sitokinler, kaynak hticreleri ve gorevleri

Sitokin Salgilandig1 Hiicre Gorevi

IFN-a Makrofaj (6zellikle virisler | Virus replikasyonunu engeller, kanser hiicrel erine toksiktir.
tarafindan uyarilir) Lokosit gogalmasinm ve T ve B lenfosit ile NK hiicre aktivitesini

uyarir. Ates olusturur.

IFN-b Fibroblast (6zdlikle | Virus replikasyonunu engeller, kanser hiicrderine toksiktir. NK
viruder tarafindan uyarilir) | hicre aktivitesini uyarir. Ates olusturur.

INF-y T lenfosit (Tyl ve CD8") ve  Virlisreplikasyonunu engdller. Antijen sunumunu uyarir. Hiicre
NK hiicresi blyumesini engeller. Makrofaj ve myeloid hiicre serisi

cogalmasim saglar. B lenfositi 1gG sentezlemesi igin uyarir.

IL-1 Mononikleer fagosit T hicre ve makrofaji uyararak akut faz reaksiyonlarint baglatir.
TNF-a ve endojen pirojenlere benzer sekilde ates olusturur.

IL-2 T helper hiicre T hiicre biyumes ve timustamattirasyonu, B hticre gogalmas
ve NK aktivasyonu

IL-3 T hicreleri, endotel | Diger lenfositlerin, pluripotent kok hiicrelerin, mast hlicrelerinin

hilcreleri ve fibroblastlar ve granllositlerin gogalmasi ve farklilasmasi

IL-5 T helper hiicre B hiicre gcogalmasi, IgA sentezi ve eozinofil farklilasmast

IL-6 Mononikleer fagosit, T | B hicrelerinden imminglobulin salgilanmasi, ates olusumu,

helper hiicre, endotel, timer hematopoietik kok hiicre ve sinir hiicréerinin farklilasmasi

hiicres
IL-7 Kemik iligindeki stromal Immatr Ienfositlerin T ve B lenfositlerine farklilasmasi
hiicreler
11-8 Makrofgj Kemotaksis
IL-9 T helper hiicre T helper hiicrel erinin blyimesini uyarir
[1-10 T hicreleri ve makrofajlar Makrofaj ve dendritic hiicrelerin aktivasyonu ve IL-12 Uretimini
engeller
IL-11 Kemik iligindeki stromal = Trombosit olusumunu uyarir
hiicreler
IL-12 Makrofaj, dendritik hiicre Thl aktivitesini arttirir, T lenfosit ve NK hicrelerinden INF-g
salinimint saglar
IL-13 Th2 hicres B hicre gelisimi ve IgE Uretimini arttirir, makrofajlar: baskilar
IL-14 T lenfosit B hiicre proliferasyonunu saglar
IL-15 Makrofaj (6zellikle vira | IL-2 ye benzer fonksiyonlar, CD8+ T hiicre ve NK hiicre

enfeksiyon sonrasi) DT

IL-17 CD4+ T hiicres Koloni stimile edici faktdr ve kemokin sentezini uyarir
IL-18 Makrofaj NK hticre proliferasyonu ve Thl’ den INF-g sentezi
IL-23 Makrofaj ve dendritic hiicre | IL-12 ye benzer, hiicresel immniteyi uyarir

TNF-a Makrofaj Lokositozu uyarir. Ates, kilo kaybi, infalamasyon, bazi

tuimarlerin nekrozuna neden olur. Lenfokin sentezi saglayarak
makrofajlar: aktive eder. Virlis ve tumor hiicrelerine toksiktir.
TNF-b T hicre T ve B hiicre proliferasyonunu engeller

G-KSF, M- Makrofaj, T hiucre, | Kemik iliginde grantilosit ve monosit Uretimi
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KSF, GM- fibroblast
K SF
TGF-p T hicre, makrofaj T hiicre, B hicre ve makrofaj1 inhibe eder

2.3.OKULER IMMUN AYRICALIK

GOzin immin ayricaligr ilk kez 1940°'ta Sir Peter Medawar tarafindan 6n kamaraya
yerlestirdigi - yabanct cisim  greftinin - red reaksiyonu gostermedigini  gordigiinde
tammlanmustir.** Bunu saglayan cesitli faktorler meveuttur. Kan-retina bariyeri ve efferent
lenfatik akimin olmamasi gboze herhangi yabanci bir hicrenin giris ve c¢ikisint kisitlar.
Inhibitor okuler mikrogevre, hiicreye bagli ya da c¢ozinir imminsupresif faktorlerden
meydana gelir. TGF-p ve melanosit uyarici hormon (MSH) gibi néropeptidlier buna 6rnek
olarak verilebilir. Muller hiicresi gibi gozde yerlesen 6zellesmis hicreler, salgiladiklar
maddeler ve direk kontakt inhibisyon ile immiin sistem hiicrelerini inhibe edebilir.”® Retina
pigment epiteli hicreleri ise T hicrelerini inhibe etmekle kalmaz; onlarin Treg hiicreye
déniismesini saglar.*® Ayrica okiiler parenkim hiicrelerinde MHC-1 VE MHC-2 gibi yabanci
molekillerin tammnmasim saglayan hiicre yizey proteinlerin daha az miktarda eksprese
edildigi izlenmistir.*’

G0Ozdeki immun yanit: kontrol eden diger yapilar sunlardr:

Klonal delesyon: Fas ligand kornea, iris, siliyer cisim ve retinada sirekli
uretilmektedir. In vivo doku grefti calismalar: ve doku kdiltirleri, dokudaki Fas ligandin g6z
ici yapilara giren antijen taniyan Fas+ T-hiicrelerinin yikimina yol actigini gostermislerdir.*®

Klonal anerji: Akdz sivida TGF-B2, serbest kortizol, IL-1 reseptor antagonisti gibi
bircok imminomodulatér molekdl bulunmaktadir. Uyarilmis T-hiicreleri akdz icerisinde
kilture edilip antijene maruz birakildiklarinda prolifere olamamakta ve INF-y gibi
mediatorleri sentezleyememekte; ortama serbest TGF-f2'i inhibe etmek icin TGF-B2
reseptorii konuldugunda normal INF-y tretimi baslamaktadir.*

Kompleman inhibisyonu: Okuler dokularda bulunan kompleman sistemini kontrol
eden faktorler goz yapilarim komplemana bagimli olusan yikimdan korumaktir.

Immiin deviasyon: On kamarasina allojenik timér hiicreleri konan fareler allojenik
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dondrden alinmis cilt greftini reddetme yetenegini kaybetmektedirler. Son calismalarda 6n
kamaraya yabanci protein enjeksiyonunun g6z immin cevabint Th2 ya da himoral yanita
dogru kaydirdig1 gozlenmistir. “®

T-hiicre supresyonu: On kamaraya yerlestirilmis olan antijen immin sistemin,
gecikmis tipte immun yanit1 engelleyecek antikorlar Uretmesine neden olmaktadir. Deneysel
calismalar gozde ¢Oziinen bir molekdl ya da antijen tasiyan antijen sunucu hlicrenin kana
karisinca dalaga gittigini gostermektedir. Dalakta 6n kamara iliskili immin regtlasyonu
diizenleyen T-hicreleri (CD8+) olusur. Bunlarin bazilari TGF-p salgilamakta ve CD4+ T-
hiicre aktivasyonunu lokal ve sistemik olarak engellemektedir.™

2.4. APOPITOZIS

2.4.1. GIRIS

Apopitoz Yunanca da apo (ayr1) ve ptosis (dismek) kelimelerinden olusan ve ilk
olarak 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie adl1 patologlar tarafindan kullarnilan bir terimdir.
1983 yilinda jel elektroforezi ile apopitozda endoniikleazlarin aktive olarak DNA kiriklarina
neden oldugunu gosterilmesi ile hicre olimintn ilk biyokimyasal kamti elde edilmis ve
bdylece apopitoz ileilgili calismalar hizlanmustir.™

Apopitoz hasta ve kullamilmayan hicrelerin genetik olarak kontrol edilen bir
mekanizma ile gevre hiicrelere zarar verilmeden kontrollt yok edilme olayidir. Apopitoz
fizyolojik olabilecegi gibi patolojik etkenlerle de ortaya gikabilir, hiicre bittnl iglint bozarak
nekroza neden olan her durum hiicre hala yasiyorsa apopitozla sonuglanabilir.>?

Apopitoz gelisim sirasinda, immun sistem reaksiyonlarinda, hticreler kalici olarak
zedelendiginde ve yaslilikta gorulir. Embriyogenez sirasinda hiicrelerin programli yikimu,
hormon bagiml1 involisyon, timdrler ve akut inflamatuar yanitta polimorf niveli [6kositlerin
lumi gibi cok sayida fizyolojik, adaptif ve patolojik olay apopitozu tetikler.>®

Apopitoz hiicre iginden ve digindan gelen sinyallerle baglatilan ve birbirini takip eden

olaylar zinciri olarak seyretmekte ve hiicrenin fagositozu ile sona ermektedir. Bu asamalar:
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2.4.2. Apopitozun Baslatilmas

Bir hiucrede apopitozun baslamasi igin Oncelikle genetik mekanizmay: harekete
gegirecek bir hiicre ici veya hiicre dis1 sinyal gelmelidir.

1- Hucre disindan kaynaklanan sinyaller:

a Cevresel yasam sinyallerinin ve blytme faktérlerinin yetersizligi: Hicreler komsu
hiicrelerden ve ekstraselliler matriksten gelen yasam sinyallerine, blytime faktorlerine ihtiyag
duyarlar. Bu sinyaller duzenli bir sekilde ve yeterli miktarda olmazsa hiicreler apopitozise
gitmektedirler.

b-  Olim reseptorlerinin aktivasyonu: Bazi sitokinler hiicre membranmindaki reseptorlere
baglanarak 6lim programim harekete gegiren sinyaller Uretebilirler. Apopitozisde rol alan
membran reseptorleri icinde en 6nemli grup timor nekroz faktor reseptor (TNFR) ailesidir.
Bu reseptor ailesinin bircok Uyesi olup bir kismi apopitozis olustururken, bir kismi ise
apopitozisden korumaktadir. TNFR icinde apopitozis olusturan reseptdrlerden en énemlileri
Fas ve TNFR-1'dir. Bu reseptorler uyarildiginda apopitoz igin baglatici kaspazlar aktiveolur.

G Hucrenin maruz kaldigr dis etkenler: Hipoksi, 1si, anti-neoplastik ilaglar, radyasyon,
gamma ve ultraviyole isinlart gibi dis etkenler de DNA hasar1 olusturarak apopitozisi
baslatmaktadir.

2- Hucreicinden kaynaklanan sinyaller:

DNA hasar1, hicre ici kalsiyum seviyesinde artis, hiicre i¢i pH’da disme, metabolik
ve/veya hiicre siklus bozukluklaridir.
2.4.3. Hiicre ici Proteazlarin Aktivasyonu

Hucre icinden ve digindan gelen sinyaller hiicre igindeki kaspaz (cysteine aspartate
spesific proteases) adh verilen proteazlar aktive etmektedir. Olim reseptorleri adaptor
proteinler araciligiyla, i¢ sinyaller ise mitokondri araciligiyla kaspazlar1 aktive etmektedir.
Sinyaller mitokondri dis zarinda gecirgenligi arttirir ve bu gecirgenligi arttiran proteinlerden
en 6nemlisi bcl-2 grubu proteinlerdir. Bel-2 grubu proteinlerin bir kismi pro-apopitotik etkili
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iken diger kismu ise anti-apopitotik etkilidir. Pro-apopitotik olanlar, sitokrom c¢'nin
mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesini induklerler. Anti-apopitotikler ise sitokrom c

salverilmesini baskilarlar. >**°

2.4.4. Kaspaz Ailes ve Apopitozisdeki Rolleri

Kaspazlar, aktif merkezlerinde sistein yer aldigi icin sistein proteazlar olarak
adlandirilan bir enzim grubudur ve aspartik asitten sonraki peptid bagint kirarlar.
Tammlanmis 14 kazpaz mevcuttur ve cogu apopitozisde rol oynamaktadir.”®™® Hiicrede
inaktif olarak bulunan kaspazlar, birbirlerini aktiflestirerek proteolitik bir kaskad olustururlar.
Kaspaz 2,8,9,10 baslatici kaspazlar iken; kaspaz 3,6,7 efektor kaspazlar olarak bilinir.
Baslatici kaspazlar, apopitotik uyariyla baslayan 61Um sinyallerini efektor kaspazlara iletirler.
Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri parcalarlar.>

Kaspazlar, DNA endonukleazi baglayan proteini yikarak DNA kiriklar: olustururlar.
Aktini yikan proteini aktiflestirerek hiicre sekil bozukluguna neden olurlar. Membran i¢
yuzinde bulunan fosfotidilserini dis yUzeyine yer degistirir, intraselliler adhezyon
molekiilleri (ICAM) ve trombospondin gibi adhezyon molekillerini ortaya cikarirlar.>
Kaspazlarin ¢ogu sitoplazmada bulunmakla birlikte bazi tyeleri, drnegin kaspaz 12, golgi
aparatinda, kaspaz 2, kaspaz 3 ve kaspaz 9 mitokondride bulunabilir.*° En énemli baslatic
kaspazlar, tip | apopitozis (mitokondri aracili, intrinsik) icin kaspaz 8, tip Il apopitozis
(ekstrinsik) icin kaspaz 9, tip Ill apopitozis (endoplazmik retikulum aracili) icin kaspaz
12'dir. Kaspaz 3 aktivasyonu programlanmis hiicre 6lumiinde geri déniisimsiiz noktanin son
ve en 6nemli gostergesidir.®*

Apopitozisde hticreler morfolojik olarak ylzey yapilarim ve diger hicrelerle temas
yuzeyi ozelliklerini kaybeder. Hicreler sivi kaybederek kicultr ve buzisir. Sitoplazmanin
yogunlastigi ve organellerin birbirlerine yakinlastigi gorilir. Membranlar butinltklerini
korurlar ve organeller genel olarak saglamdir. En dnemli degisiklik cekirdekte gozlenir.
Kromatin, ¢ekirdek membranmina yakin kisimlarda yogunlasir (kromatin kondensasyonu),
cekirdek blzisur ve bazen membranla sarili olan birkag parcaya ayrilabilir (karyoreksis).
Hucre, zarla gevrili kigik pargalara bolinerek apopitotik cisimcikler ve myelin figlrler
olusturur. Apopitotik cisimcikler cevredeki parankim hicreleri ve fagositler tarafindan

temizlenir.>®
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2.5. TUMOR NEKROZIS FAK TOR (TNF)

2.5.1. GIRIS

TUmor nekrozis faktor (TNF), ilk olarak 1975 yiliunda in vitro ortamda endotoksin
ile uyarilarak, timdr nekrozuna yol acan bir sitokin olarak tammmlanmistir. Rekombinant TNF
ve organizmada TNF dretimini indikleyen lipopolisakkaritlerin laboratuar kosullarinda
kolayca tiretilebilmesi sonrasi ilk in vivo deneyler mirrin tiimér modellerinde yapilmistir.%? 5
farklt insan tUmOrd dokusu fare viicuduna heterotransplante edilerek yapilan deneylerde, in
vivo olarak da tumadr buyimesini engellemesinin kesfinin ardindan bu sitokin tizerine yapilan
arastirmalar hiz kazanmstir. %

Faz | klinik deneyler, TNF monoterapisi ile baslamistir. Tim olgularda ates, bulanti-
kusma, nefes darligi, tasikardi, hipotansiyon ve konflizyon gibi doza bagimli yan etkiler
gbzlenmistir. Baz1 hastalarda gecici diizelme gorilse de zaman igerisinde tUmdr boyutu eski
haline donerken, Rekombinant IL-2 ile birlikte verildiginde de anlamli basar
saglanamamistir. Yaklasik 25 Faz | ve Faz 1l deney sonunda TNFin timor tedavisinde
beklendigi gibi yarar saglamadigi goriisti hakimiyet kazanmustir.*~ Bu deneylerle eg zamanli
olarak fare modelinde, TNF e karsi
olusan notralizan antikorlarin
hayvam endotoksemiden korudugu
kesfedilmistir. TNF'in tamor
hiicresini nekroza ugratmanin yan
sra direk etkiyle ya da IL-6
ekspresyonunu arttirarak
inflamasyonu  guclt  bir  sekilde
uyaran bir sitokin oldugu

Resim 8. TNF sitokin-reseptér etkilesimi. TACE: TNF-o converting g(')'zlemlenmis,tir.67 Bu  bulusun
enzyme (TNF-a donistUriicli enzim), STNF: Solubl (¢6zinmis) TNF,

TNFRUTNFR2: TNF-a reseptdrii 2 HVEM: Herpes virus entry ardindan TNF nétralizasyonu, anti-
moderator (Herpes virls giris moderatér(i) LT: lenfotoksin ) )
(https:/ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S1359610114000781- inflamatuar tedavi alaninda

arl Irg.jpg Erisim tarihi: 26 Kasim 2017)
kullanmlmaya baslanmustir.

TNF 26 KDa agirliginda bir transmembran proteinidir. Enfeksiyon veya immunolojik hasara
yanit olarak esasen monosit-makrofg] sistemi ve T-lenfositleri, az miktarda da nétrofiller ve
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mast hicreleri tarafindan sentezlenen pleiotropik bir sitokindir. Endotel hicreleri ve
fibroblastlar tarafindan da Uretilebilir. Memrana bagli formu bir metalloproteinaz olan TNF-a
donustartch enzim (=TNF-o converting enzyme, TACE) tarafindan parcalanirsa, 17 KDa
agirhginda trimerik ¢ozunir TNF (=solubl TNF, sTNF) olusur. Her iki form da TNF
reseptorleri olan TNFR-1 (p55/60) ve TNFR-2'ye (p75/80) baglanabilir. (Resim 8)

TNF dogrudan sitotoksisitenin yan sira, sitokin dretimi, reaktif oksijen salimmu,
arasidonik asit mediatorleri, metalloproteinazlar, kemokinler, adezyon molekilleri ve
anjiyojenez  faktorleri gibi diger proenflamatuvar molekdlleri dizenlenmesi gibi

mekanizmalar ile inflamasyon olusturur.

TNF-a’ nin biyolojik etkilerinden bazilar1 soyle siralanabilir:

Baslica notrofiller, eozinofiller ve mononikleer fagositler olmak tzere, 16kositlerin
mikroorganizmalar1 6ldirmesini aktive eder.
IL-1, IL-6, TNF-o’ min kendisini ve diger kemokinleri Gretmek tizere mononikleer hiicreleri
ve diger hiicre simiflarint uyarir.
Damar endotelinde bazi adezyon molekillerinin [ICAM-1, vaskiler endotelyal hiicre adezyon
molekult (VCAM)-1, endotelyal I6kosit adezyon molekulti (ELAM)-1] ortaya ¢ikmasini
saglar. Bu molekiller endotelin notrofiller ve monontkleer hiicreler icin adeziv olmasin
saglayarak |okositlerin inflamasyon bolgesine toplanmasin saglar.
Sinif 1 Major Histocompatibility Complex (MHC) molekil ekspresyonunu arttirarak
sitotoksik lenfositlerin virtisle enfekte olmus hiicreleri 6ldirmesine yardimct olur.
Mononukleer fagositler ve vaskiler endotelden IL-1 ve IL-6 salimmu ve hepatositlerin serum
amiloid A, C3 ve a2 makroglobulin, C-reaktif protein (CRP) gibi akut faz proteinlerini
sentezlemesini indukler.
T hicre aktivasyonu ve B hicre proliferasyonunu uyararak immuinglobulin yapimini
destekler.
Endojen pirojen 6zelligi nedeniyle hipotalamik etkiyle ates olusturur. Atesin TNF-a. velL-1'e
yanit olarak yiUkselmes sitokinle uyarilmis hipotalamus hicreleri tarafindan arttirilan
prostaglandin E2 senteziyle olur.
Damar endotelinin prokoagilan ve antikoagtilan fonksiyonlarini diizenler.
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v Fibroblast ve sinoviyal hticrelerin proliferasyonunu, osteoblastik alkalen fosfataz aktivitesini,
osteoklastlarin kemik rezorbsiyonunu ve kondrositlerin kikirdak donguisiini uyarir.

TNF aktivitesinin n6tralize edilmesi, proinflamatuar sitokinlerin inhibisyonu,
inflamasyon bolgesine go¢ eden kan hucrelerinin ve vaskiler gecirgenligin azalmasi ile
vaskiler endotelyal blyume faktérinin (VEGF) anjiogenez Uzerindeki etkisinin

baskilanmasina neden olur®%°

Inflamasyon, liveit, DRP ve DMO, YBMD gibi kérlikle sonuglanabilen pek cok retina
hastaliginda 6nemli rol oynamaktadir. Bu nedenle anti-inflamatuar ilaglarin tek gjan ya da
kombine tedavi semasiyla, okuler inflamatuar hastaliklarda sistemik ve lokal olarak kullanimi

denenmistir. >

2.5.2. OFTALMOLOJIDE HAYVAN MODEL LERINDE TNF

Enfeksiybz olmayan arka segment intraokuler inflamasyonu (Posterior segment
intraocular inflammation — PSI1) T helper hiicre tarafindan yonetilen, makrofaj ve T lenfosit
kaynakli hasardir. En 6nemli 6rnegi intermediate ve arka tveittir. PSI1'nin deneysel modeli
olan otoimmitin uveoretinit modelinde T helper-1 ve sitokini TNF-o 6nemli rol oynamaktadir.
Bu modelde intraokiiler TNF m-RNA ekspresyonunda 16 kat artis gorilmiistir. > Ay
modelle tasarlanan diger bir calismada ¢ozinmis TNF reseptor spesifik 1gG ile TNF
notralizasyonu, makrofg) aktivitesi ve NO salimminin inhibisyonunu saglayarak fotoreseptor
hasarini azaltmistir. ”* TNFin (veitte proinflamatuar rolii oldugu, intravitreal enjeksiyon
sonrasi tavsan gozlerinde Uveit gelistiginin gordlmesi ile desteklenmistir. Bu modelde
enjeksiyon sonrast akdz sivida monosit ve makrofaj yogunluklu bir inflamatuar hticre artisi
oldugu ve bu cevabin maksimum 48. saatte izlendigi gorulmuistir.”>"* Benzer sekilde, Lewis
rat calismalarinda TNF intravitreal enjeksiyonu erken ve gecici bir IL-6 Uretimi saglayarak rat
gozlerinde tiveit olusturmustur.” IL-1 ve TNF nin Uveit indiksiyonundaki rolii farelerde pasif
Arthtus reaksiyonu ile arastirilmig ve bu sitokinlerin reseptorlerinin yoklugunda immun
kompleks iligkili Gveitin siddetinin azaldigi gdzlenmistir. Ancak her iki sitokin de endotoksin
iliskili Gveit (EIU) icin esansiyel degildir; dyle ki TNF inhibitorlerinin EIU de etkisiz
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oldugunu gosteren calismalar mevcuttur. DRP rat modelinde Etanercept tedavisi ile retinal
damarlara |6kosit adezyonu ve kan-retina bariyeri hasar1 azalmistir.”” Ayrica deneysel mirin
ve tavsan modellerinde TNF'in retinal neovaskiilarizasyonda rolii olabilecegi gosterilmistir.”
TNF inhibisyonun sadece arka segmentte degil, 6n segment inflamasyonunda da 6nemli rol
oynadig1 korneal transplant sonrasi red reaksiyonlarinda anti-TNF tedavinin etkinliginin
goserilmesiyle kanitlanmustir. Allograft korneal transplantasyon rejeksiyonu gozlenen tavsan
gozlerinde, 6n kamaradaki TNF mRNA miktarinin red reaksiyonu esnasinda anlamli olarak
arttigi; ancak 6n kamaraya TNF reseptor |g enjeksiyonu sonrasi red reaksiyonun azaldigi

izlenmistir.

2.6. TNF-a ANTAGONISTLERI

2.6.1 GENEL BIiLGILER

TNF antagonistleri ilk olarak 1990’11 yillarin sonunda RA tedavisinde kullamimaya
baslanmustir.®® Guntimiizde klinik kullanimda olan bes tane anti-TNF-o ilaci bulunmaktadir.
Bunlar Infliksimab, Etanercept, Adalimumab, Golimumab ve Sertolizumab pegol olarak
adlanchrilmastir. Infliksimab, insan immiinglobiilin (Ig) G1 Fc bolgesi ve fare kokenli degisken
bolge iceren, kimerik yapida bir monoklonal antikordur. Etanercept, rekombinant TNFR flizyon
proteinidir ve insan 1gG1’in Fc parcasina bagli insan TNFR2 nin iki ekstrasellller parcasindan
olusur. Adalimumab ve Golimumab ise insan sabit ve degisken bolgelerini iceren humanize
monoklonal anti-TNF- o antikorlaridir. Sertolizumab pegol, humanize monoklonal anti-TNF Fab
fragmanmicir.®® Bu gjanlarin farmakolojileri, ozellikle monoklonal antikorlar ve Etanercept,
birbirlerinden farkliliklar gosterir. Etanercept sadece trimerik solubl (S)TNF'yi baglarken,
infliksimab ve Adalimumab hem monomerik, hem trimerik STNF'yi baglar. Etanercept, STNF ye
monoklonal antikorlardan daha yiksek afiniteyle baglamir. Etanerceptin bagladigi TNF nin %6901
2-3 saat icinde serbest hale gelirken, infliksimab ok daha stabil bir kompleks olusturur.®
Etanercept’ ten farkli olarak, infliksimab transmembran (tm) TNF'yi de oldukca guclii baglar.
Yani, tmTNF lerin Etanercept ile baglanmas: infliksimab’'a gore daha diisik afiniteli ve geri

82 Monoklonal

dontsumladur. Buna bagli olarak biyolojik aktivite inhibisyonu daha azdr.
antikorlar TNF-a’ nin hem TNFR1 hem de TNFR2 reseptoriine baglanmasin 6nlerken, Etanercept
ise sadece TNFR2 ye baglanmay: onleyebilir. Diger bir fark da, Etanercept’in TNF-o’ mn yam

sira makrofajlar ve T hicrelerinden salgilanan lenfotoksin-a’yr (LT-o) da baglamasidir. Oysa
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monoklonal antikorlar LT-o’'y1 baglayamaz.®* Anti-TNF-a ilaglar1 arasindaki, yapisal farkliliklar
ve molekiler dizeydeki etki mekanizmalarindaki farkliliklar, bu ilaglarin farkli hastaliklar
Uzerinde olumlu/olumsuz etkileri ve yan etki profillerindeki farklarim da aciklar niteliktedir.
(Resim9)
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Resim 9. Anti-TNF ilaglar ve fonksiyonel ozellikleri  (https://ars.els-cdn.com/content/i mage/1-s2.0-
$1359610114000781-gr2.jpg Erisim tarihi: 26 Kasim 2017)

Etanercept

Etanercept, insan 1gGl'in Fc parcasina baglanan ve 2 insan TNF reseptoriinden
olusan bir rekombinant insan fiizyon proteinidir. inflamatuar hiicrelerdeki STNF- o ve LT- o
reseptorlerini kompetitif olarak inhibe eder. Romatoid artrit (RA), poliartikiler jlvenil
idiopatik artrit (JA), psoriazis, psdriatik artrit (PsA) ve ankilozan spondilit (AS) tedavisinde
kullanimu Glkemizde Saglik Bakanligi tarafindan onaylanmustir. Crohn veya sarkoidoz gibi

grantlomatdz hastaliklarin tedavisinde etkisizdir. Haftada 1-2 kez subkitan olarak uygulanir.
81,83

infliksimab

Infliksimab, murin antijen baglanma bdlgesine baglanan bir insan 1gG Fc
fragmentinden olusan kimerik monoklonal antikordur. Hem solubl hem de hiicre-bagli TNF-a
reseptorlerine baglanabilir. RA, psoriazis, PsA, AS, eriskin ve pediatric tlseratif kolit (UK) ve
Crohn hastalig: tedavilerinde tlkemizde Saglik Bakanlig: tarafinca onaylanmistir. Dort ila alti

hafta araliklarla intravendz olarak uygulanir. #-%*
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Adalimumab
Adalimumab, hem solubl hem de transmembran TNF-o reseptorlerine baglanan,
tamamiyle insandan izole edilen 1IgG1 monoklonal antikorudur. RA, poliartiktler JA, PsA,
AS ve Crohn hastaligi tedavisinde kullamimi dlkemizde Saglik Bakanligi tarafindan

onaylanmustir.

Ayrica Adalimumab Ulkemizde, kortikosteroidlere yetersiz yamt vermis olan,
kortikosteroid kullaniminin - azaltilmas: gereken veya kortikosteroid tedavisinin  uygun
olmadig1 yetiskin hastalarda enfeksiydz olmayan orta, arka ve paniveit tedavisinde de

endikedir. iki haftada bir subkiitan enjeksiyon yoluyla uygulanr. 88

Sertolizumab

Sertolizumab, Escherichia Coli’den mikrobiyal fermentasyon yoluyla izole edilen
insan monoklonal anti-TNF antikorunun Fab fragmentidir. RA, PsA, psoriazis, AS ve Chron
hastalig1 tedavisinde kullammi Ulkemizde Saglik Bakanhigi tarafinca onaylanmustir. Iki

haftada bir subkiitan enjeksiyon yoluyla uygulanr. 8%

Golimumab

Golimumab, hem solubl hem de transmembran TNF-a reseptorlerine baglanabilen
insan anti TNF-o. monoklonal antikorudur. Eriskinde RA, PsA, psdriazis, AS ve UK,
cocukluk caginda poliartikiler JA tedavisinde kullammi Ulkemizde Saglik Bakanligi
tarafinca onaylanmistir Ayda bir kez subkiitan olarak enjekte edilir. RA, PsA ve AS de tedavi
etkinlik ve guvenilirliginin 5 yila kadar sirdurdlebilir oldugu ve uzun donem tolere
edilebilirliginin diger anti-TNF ilaglara benzer oldugu gosterilmistir. Ayrica enjeksiyon
sikligim azaltmasi ile diger ajanlardan ayrilir. 8%
Tek basina ya da Metotreksat (MTX) ile kombine olarak RA, PsA ve AS hastalarinda
apolipoprotein C3, CRP, kompleman faktdr 3, haptoglobulin, hyaluronik asit, ICAM, IL-6,
IL-16, MMP-3 ve VEGF serum miktarlarini azalttigi klinik calismalarda gosterilmistir.2%
Golimumab tedavisi alan AS hastalarinda bazal I1L-6 ve MMP-1 dizeyi ve IL-6 ile C3
duzeyindeki degisim, manyetik rezonans goruntilemede (MRI) spinal inflamasyonda azalma
ile korele bulunmustur. %
Subkitan Golimumab 50-400 mg doz araliginda doza bagimli farmakokinetik gosterir. Tek

subkitan enjeksiyon sonrasi maksimum plazma diizeyine ulasma siiresi 2 ila 6 gin iken,
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kararli-durum plazma konsantrasyonuna 12 hafta sonunda ulasir. (4 haftada bir tekrarlanan
doz ile). MTX ile kombine kullammi, kleransim %36 azaltirken, diger NSAID’ler, ora
kortikosteroidler (KS) ve sulfasalazinle ile birlikte kullanim: kleransini degistirmez.®’

Literatirde Golimumab’in inflamatuar artritte etkinliginin arastirildigi pek cok calisma
mevcuttur. GO-FORWARD calismasinda MTX tedavisi altinda aktif hastaliklari devam eden
RA hastalart MTX+plasebo enjeksiyon (grup 1); plasebo+Golimumab 100 mg (grup 2);
MTX+Golimumab 50 mg (grup 3) ve MTX+Golimumab 100 mg (grup 4) tedavi protokolleri
alacak sekilde randomize edilmis ve calisma sonunda tedaviye Golimumab eklenmesinin
RA’da fiziksel fonksiyon tizerinde de olumlu etkileri oldugu gésterilmistir.*> Ayni grup, uzun
dénem tedavi sonuglarint bildirdikleri ¢calismalarinda, Golimumab tedavisi alan hastalarin 24.
haftada elde ettikleri cevap oranlarinin 52. haftada da korundugu ve guvenlik verilerinin diger
anti-TNF ajanlar ile benzer oldugu gostermistir.®® Tanaka ve ark.** ise Golimumab
farmakokinetik Ozelliklerinin farkl: etnik gruplarda benzer bulundugu faz 1 calismasinin
ardindan, GO-FORTH calismasinda MTX tedavisine direngli aktif Japon RA hastalarinda
Golimumab+MTX tedavisinin, MTX monoterapisi alan hastalardan 14. haftada anlaml: olarak
daha yiksek oranda fiziksel fonksiyon iyilesmesi sagladigim gostermislerdir. Smolen ve
ark.®® TNF-o inhibitor tedaviye direncli RA hastalarina grup 1, plasebo; grup 2, Golimumab
50 mg ve grup 3 Golimumab 100 mg ile tedavi etkinligini arastirdiklart cok merkezli,
randomize, ¢ift kor, plasebo kontrollli faz 111 GO-AFTER calismalarinda, her iki doz ile de
plaseboya gore yiksek remisyon (%35 ve %38 vs %18 sirasiyla, p <0.00) elde edilmis ve 24.
haftaya kadar beklenmedik olay ile karsilasiimamstir. Aym arastirmacilar GO-AFTER
calismasinin etkinlik ve givenlik verilerini ¢calismanin 160. haftaya uzatma doneminde (GO-
AFTER LTE) de arastirmiglardir ve anti-TNF tedavisine devam edemeyen aktif RA
hastalarinda Golimumab 50 mg ve 100 mg tedavileri etkili bulunmus ve tedavi almaya devam

eden hastalarin yaklasik %57-67'sinde fiziksel fonksiyonlarda diizelme oldugu gozlenmistir.
96

GO-RAISE calismasinda aktif AS hastalar1 24 hafta boyunca, 4 haftada bir Golimumab 50
mg, Golimumab 100 mg veya plasebo alacak sekilde randomize edilmistir. 24 hafta sonunda
klinik aktivite skorunda iyilesme ile Golimumab’in AS tedavisindeki etkinligi gosterilmistir.®’
PsA’da Golimumab etkinligini degerlendiren GO-REVEAL calismasinda, ilag 24. haftada
psoriyatik artrit belirti ve bulgularim plaseboya gore anlamli daha iyi baskilamis, bu etki 52.
haftada devam etmistir. Golimumab’1 50 veya 100 mg sabit dozda kullananlar 104. haftada da
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yuksek yanit oranlarini korumuslardir. 50 mg’dan 100 mg’ a gegen hastalarda da anlamli iyilik

gorilmuistir.®

Golimumab’in Diger Anti-TNF Ajanlardan Farki Nedir?

Golimumab'in (18 pM) c¢ozindr insan TNF-o'ya afinitesi Etanercept (11 Pm) ile
benzer iken, Infliksimab'dan (44 pM) ve Adalimumab’dan (127 pM) anlaml: olarak fazla
bulunmustur. (p = 0.018) Golimumab’in insan endotel hticrelerinde TNF-a bagimli1 E-selektin
eskpresyonunu notralize etmek icin gerekli dozu, infliximab (3.2 kat; p = 0.017) ve
Adalimumab’dan (3.3-kat; p = 0.008) %50 daha az iken, Etanercept dozuna benzerdir. Potanst
Etanercept (inhibitor konsantrasyon: 1C50 : 2.5 ng/Ml) ile benzer iken Adalimumab
(1C50:12.7 ng/mL; p = 0.008) ve Infliksimab’dan (1C50:12.3 ng/mL; p = 0.017) daha fazladr.
Golimumab'in diferansiyel tarayici kalorimetre ile dlctlen konformasyonel stabilitesi yani
primer erime noktasi (74.8°C); Infliximab’dan (69.5°C) daha yuksektir. Ayrica raf omri
boyunca minimal agregasyon gosterdigi gozlenmistir. In vivo TNF-a iliskili fare artrit
modelinde, tedavi verilmeyen gruba gore hastalik progresyonunu 1 ila 10 mg/kg doz
araliginda anlaml olarak yavaslattigi; Infliximab'in ise aym modelde 10 mg/kg dozdan
itibaren etkili oldugu gorulmustir. Golimumab, kimyasal stabilitesi yuksek; insan TNF
molekidline in vivo ve in vitro kosullarda yiksek afinite baglanarak nétralize edebilen ve
yuksek potansi nedeniyle daha az siklikta enjeksiyon rejimleri ile tedavide kullanilabilen bir

molekuldir. %

2.6.2 ANTI-TNF AJANLARIN ENFEKSIYOZ OLMAYAN UVEITTE SISTEMIiK
KULLANIMI

Etanercept
Foster ve ark.” diisiik doz MTX ile hastalik kontrolii saglandiktan sonra, tedavi

azaltma doneminde relapslart 6nlemek igin tedaviye Etacercept ya da plasebo ile devam
etmis; iki grup arasindarelaps sayisi ve final gorme keskinligi agisindan farklilik gérmemistir.
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Reiff ve ark.’® konvansiyonel tedaviye direncli 16 cocuk hastamin 10'unda Etanercept ile
remisyon ve ataklarin kontroliinii saglarken; Smith ve ark.’®* 12 cocuk hastada tedavide
plaseboya gore etkinlik farki olmadigimi bildirmistir. Ancak ¢esitli olgu raporlarinda tedaviye
bagl1 Uiveit olusumu gdzlenmistir.’%*%* Bu nedenl e tedavide tercih edilmemektedir.

infliksimab

El-Shabrawi ve ark.’® akut baslangicli HLA B27 iliskili 6n tveit taruli 7 hastada tek
doz Infliksimab (yalmzca bir hastada 2 doz) sonrasi ort. 8 + 12 giinde Uveitte tam iyilesme
gorurken, 4 hastada relaps goruldugini bildirmistir. Japonya’da 13 universite kliniginde
yapilan multisentrik arastirmada; en az 1 yildir Infliksimab kullamm 6ykusii olan 164 Behget
tanil1 hasta, gorme keskinligi, okuler inflamasyon relapsi, yillik okiler inflamatuar atak sayist
ve yan etkiler agisindan degerlendirilmis ve gorme keskinliginde hastalarin 55%’inde artis
gorllirken; okuler atak sayisinda anlamli azalma izlenmistir. Relapslarin 90%’1 topikal KS ve
infliksimab sikhiginin arttirilmasiyla tedavi edilmistir.!® Infliksimab’'in cocuklarda yarar:
hakkinda sinirli sayida yayin mevcuttur. Richards ve ark.'” 6 JA’'l1 hastada diisik doz
immunosupresan tedavi ile birlikte infliksimab tedavisinin okiler inflamasyon ve g6z ici
basinct kontrolint tim hastalarda sagladigim ve ciddi sistemik yan etki gortulmedigini
bildirmistir. Beer ve ark.!® infliximab'in diltie edimis dozlarinin 4°C’de 6 hafta boyunca
immunreaktivitesini  korudugunu; bu nedenle intravitreal enjeksiyon icin bolunebilir

dozlamaya uygun bir ila¢ oldugunu géstermislerdir.

Adalimumab

Enfeksiydz olmayan intermediyer, arka ve panlveit hastalarinda, steroide eklenen
Adalimumab tedavisinin etkinligi iki uluslararast faz 3 calisma ile degerlendirilmistir.
VISUAL-1 calismasinda aktif Gveiti olan ve gunlik 10 ila 60 mg oral prednizolon (ya da
esdeger dozda herhangi bir oral kortikosteroid) tedavisi alan hastalarda, steroid azaltilmasi
doneminde hastaligin inaktif halde kalma siresi placebo grubuna goére (13 hafta),
Adalimumab grubunda (24 hafta) anlamli olarak fazla olarak bulunmustur. Adalimumab
grubunda 6n kamara ve vitreus inflamasyonu plaseboya gore azalmis iken GK degerleri

artmis olarak izlenmistir. VISUAL-2 calismasinda ise inaktif Uveiti olan ve gunlik 10 ila 35
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mg oral prednizolon tedavisi alan hastalarda, steroid azaltiimasi doneminde placebo ya da
Adalimumab tedavisi verilen hastalar karsilastirilmistir. Plasebo grubunda tedavi basarisizligi
%55 oraninda iken, Adalimumab grubunda %39 olarak izlenmistir. Hastaligin inaktif kaldigi
sire placebo grubunda 8.3 ay iken; Adalimumab grubunda 18 aydan fazla olarak
bulunmustur. Adalimumab’in uzun streli guvenlik ve etkinliginin arastirildigt VISUAL-3
calismasinda ise, calisma baslangicinda aktif Gveiti olan ve Adalimumab tedavisi verilen
hastalarda, kontrol grubuna gore GK’de artis, tveit igin alinan ginliuk kortikosteroid dozunda
azalma ve hastaligin inaktif seyrettigi slrede artma gorulmistir. Calisma baslangicinda
inaktif Gveiti olan hastalarin biyidk bir kismi, sistemik kortikosteroid dozunda artisa
gereksinim duymaksizin inaktif halde kalabilmislerdir.’%***

JA iliskili refrakter Gveit tedavisinde MTX tek gjan tedavisinin, Adalimumab ile
kombine tedavi ile karsilastirildigit SYCAMORE calismasinda, 3 ve 6. ayda tedavi yanit1 ve
tedaviye cevap siresi agisindan Adalimumab ile kombine tedavi grubu tekli tedaviye gore
anlaml1 tstuinltk gostermistir. 12

Vazques-Cobian ve ark.**® konvansiyonel tedaviye yanitsiz 14 cocuk hastanin (9 JA
iliskili Gveit, 5 idiopatik Uveit) 26 gbzinde yaptiklar: galismada Adalimumab monoterapisi ya
da MTX ile kombine tedavide 21 gbzde inflamasyonda azalma, 4 gdzde inflamasyonda
stabillesme ve 1 gozde koétilesme gérmis ve hicbir olguda ciddi sistemik yan etkiye
rastlamamistr. Interlandi ve ark.'* Behcet Uveiti tamli 22 gozii retrospektif olarak
inceledikleri calismalarinda geleneksel immunsupresif tedaviye ek olarak Adalimumab ile 21
aylik izlemde bir hasta hari¢ tim hastalarda remisyon saglamustir. Yillik atak sayisi 2’'den
0.42'ye dismus; tUm hastalardan steroid dozu dusdrilebilmis; 7 hastada tamamen
birakilabilmistir. Ciddi sistemik yan etkiye rastlanmamustur.

Golimumab

Golimumab inflamatuar artrite eslik eden, konvansiyonel ilaglar ya da biyolojik
gjanlara yanit alinamayan direncli Uveit tedavisinde bir secenek olabilir. Ispanya’ da yapilan
multisentrik bir calismada, spondiloartropatiye eslik eden, tedaviye refrakter rekiirren 6n tveit
ve kronik 6n Gveit tanil1 15 hastada, Golimumab monoterapi (n=7) ya da MTX ile kombine

(n=8) olarak uygulanmis ve 0n kamara hticre sayisi ve gérme keskinliginde 2 yilin sonunda
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anlaml1 iyilesme gorilmuistar. °

Cordero-Coma ve ark.''®

en az iki immuinosupresan tedaviye yantsiz, immin
aracilikli Uveit taml hastalarda en az 6 ay olacak sekilde monoterapi ya da kombinasyon
tedavisi seklinde aylik uygulanan Golimumab tedavisi sonrasinda 13 hastanin 12'sinde
(%92.3) inflamasyonda tam iyilesme gormistir. Gorme keskinligi 0.60'dan 0.68'e
yukselirken (p=0.009), santral retina kalinligi 317 pum’'den 261.2 pm'ye diusmusttr. (p=0.05)
Tedaviyleiligkili major yan etkiye rastlanmamustir.

Miserocchi ve ark.**" biyolojik agjanlara direncli aktif Gveiti olan 13 JA ve 4 HLA-
B27+ spondiloartropati tanli hastada aylik Golimumab tedavisi sonucu, 14 hastada tedaviye
yanmt gormustir. Gorme keskinligi 26 gozde stabil kalirken, 7 gbzde artrms, 1 gbzde
koétUlesmistir. 1 hastada pulmoner enfeksiyon gelismistir.

Anti-TNF-a ilaglarin 6nemli yan etkileri enfeksiyon olusumu, lenfoma, konjestif
kalp yetmezligi, lupus-benzeri sendrom, ilaca karsi oto-antikor olusumu ve enjeksiyon
yerinde meydana gelen cilt lezyonlaridir.™*® Bu yan etkilerden kaginmak ve okiler dokularda
daha yiksek tedavi dozuna ulasabilmek icin anti-TNF ganlar intravitreal olarak
denenmektedir.

26.3. ANTI-TNF  ILACLARIN ENFEKSIYOZ OLMAYAN  UVEITTE
INTRAVITREAL OLARAK KULLANIMI

Etanercept
Hayvan M odellerinde Etaner cept

Deneysel hayvan modellerinde Etanercept intravitreal enjeksiyonu 2.5 mg’'a kadar iyi
tolere edilmistir.

insan Calismalarinda Etaner cept

Tedaviye refrakter diyabetik makula 6demi olan 7 hastaya 2 hafta aralikli olarak 2 kez
intravitreal 2.5 mg/0.1 ml Etanercept enjeksiyonu yapilmstir. 3 aylik takibin sonunda artan
gobrme keskinligine ragmen, fluorescein sizintisinda ve sert eksuda sayisinda da artis oldugu;
hemoraji miktarimin stabil kaldigi1 gozlenmistir. Herhangi bir yan etki gordlmemistir. Ancak
bulgular istatistiksel olarak anlamli bulunmamustur. **°
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infliximab

Hayvan M odéllerinde Infliximab

Deneysel hayvan modellerinde intravitreal infliksimab enjeksiyonun 2 mg’a kadar iyi
tolere edildigi gosterilmistir. Ancak 3.3 mg'dan daha yiksek dozlarin, retina icin toksik
olabilecegi belirtilmistir. *?>*?? Ayrica lazer ile indiiklenen koroidal neovaskiilarizasyon
modelinde Infliksimab’in 10 ila 40 ug arasindaki dozlar: anti-anjiojenik iken, 320 pg gibi
yiksek dozlarinin proanjiojenik oldugu gorilmustir.**® Deneysel EIU modelinde, tedavide
intravitreal ile intravendz Infliksimab karsilastirilmis ve akut evrede intravendz tedavinin
daha etkin oldugu gozlenmistir.*** Klinigimizde yapilan tavsanlarda EIU modelinde sistemik
ve intravitreal Infliksimab tedavisinin etkinliginin kiyaslandigi calismada, intravitreal 2mg/kg
Infliksimab'in enflamasyonu paradoksik olarak siddetlendirdigi; sistemik 5 mg/kg
infliksimab'in ise okiller inflamasyonu hizl1 ve etkin sekilde gerilettigi gosterilmistir.*?®

insan Calismalarinda infliksimab

Theodossiadis ve ark.® Ranibizumab tedavisine cevapsiz 3 eksudatif YBMD
olgusuna 2 ay arayla 2 mg/0.05 ml intravitreal Infliksimab tedavisi uygulamis ve tim
olgularda gorme keskinliginde artis gbzlenmis, hicbir olguda yan etkiye rastlanmamustir.
Ancak Giganti ve ark.?® 6nceki tedaviye yanitsiz olan 2 DMO ve 2 eksudatif YBMD
hastasinda dusik doz (0.5 mg/0.05 ml) infliksimab sonrasi hastalarda fonksiyonel ve
anatomik basarisizlik oldugunu ve tedavinin imminojenik ve retinotoksik olabilecegini
bildirmislerdir. Benzer olarak Arias ve ark.**’ eksudatif YBMD tanil1 4 hastada 2 mg/0.05 m
intravitreal infliksimab tedavisinin anatomik ve gorsel iyilesme saglamadigini ve hastalarin
yarisinda ciddi intraokuler inflamasyon gelistigini gostermislerdir. Bu konudaki en genis seri
Pan-Amerikan Ortak Retina Calisma Grubu (Pan-American Collaborative Retina Study
Group-PACORES) tarafindan yapilmis olup, tedaviye yamtsiz DMO hastalarina 1.0 mg/0.05
ml (15 g6z) ya da 2.0 mg/0.10 ml (19 g6z) intravitreal Infliksimab enjeksiyonu yapilmustir.
Izlem sliresi sonunda anlamli anatomik ya da fonksiyonel kazang gértlmemis; hatta 2 mg
enjeksiyon yapilan hastalarin yariya yakininda ciddi Gveit izlenmis, bunlardan 3 tanesine
terapotik pars plana vitrektomi uygulanmustir.*?® Ayni grup anti-VEGF tedaviye kismi yanit
alinan neovaskiler YBMD’de intravitreal 1 mg/0.05 ml ve 2 mg/0.05 ml dozlarinda
intravitreal infliksimab enjeksiyonu sonrasi fonksiyonel kazang izlenmedigini bildirmistir.
Hastalarin %37.5'inde topikal tedaviyle diizelen tiveit atag: izlenmistir.** Farvardin ve ark.**

kronik persistan infeksiyoz olmayan Uveit tanil 7 hastamin 10 goztine 1.5 mg/0.15 ml tek doz

37



intravitreal Infliksimab enjeksiyonunun 4 hafta sonunda gérme keskinliginde artis ve makula
O0deminde azalma saglachgim izlemistir. Ancak aym hastalari uzun donem (6 ay) takip
ettiklerinde, bu iyilesmenin gecici oldugunu ve makula 6demi ile vitreus bulanikligimn niks
ettigini gormuslerdir.™** Markomichelakis ve ark.?” Behget hastaligina sekonder tekrarlayan
posterior Uveit tanili 15 hastada tek doz intravitreal 1.0 mg/0.05 ml Infliksimab enjeksiyonu
sonrasi 1 aylik izlemde hastalarda gorme keskinligi, 6n kamara ve vitreus bulanikligi, retinit
ve retinal vaskilitte anlamli iyilesme oldugunu; santral makula kalinligimn tedavi grubunda
anlamli olarak azalmasina ragmen, bazi olgularda kistoid makula ddeminin persiste ettigini

bildirmistir. Wu ve ark.*

tedaviye direncli psodofakik kistoid makula 6deminde tek doz
intravitreal 1.0 mg/0.10 mL infliksimab enjeksiyonunun gorsel ve anatomik basar: sagladigim

bildirmistir.

Adalimumab

Hayvan M odellerinde Adalimumab

Deneysel hayvan modellerinde elektroretinografi (ERG) ve histolojik bulgulara
bakilarak intravitreal Adalimumab enjeksiyonun 5 mg'a kadar iyi tolere edildigi
gosterilmistir.™* Ancak 10 mg dozda erken retina toksistes ve ERG'de bozulma

gorilmistar 2-34

insan Calismalarinda Adalimumab

PACORES grubu tedaviye direncli DMO tanil1 5 hastaya uygulanan aylik 2 mg/0.08
ml intravitreal Adalimumab enjeksiyonunun 3 ay sonunda gérme keskinliginde artis saglasa
da makula 6deminde azalmaya neden olmadigini bildirmistir. **® Ayni grup 2 mg/0.08 ml
intravitreal Adalimumab tedavisi verilen 4 neovaskiler YBMD hastasinda da herhangi bir
anatomik ya da fonksiyonel iyilesme gozlemlememistir. ** PACORES grubunun cesitli
okiler patolojilere ikincil gelisen KMO'de intravitreal Bevacizumab (1.25 mg/0.05 ml) ile
kombine Adalimumab (2 mg/0.08 ml) tedavisini degerlendirdikleri 7 gozlik vaka serisinde 5
g6zde tedaviye yanit oldugunu bildirilmistir. X%

Golimumab

Literatirde intravitreal Golimumab’in okiler inflamatuar hastaliklarda guvenlik ve

etkinligini degerlendiren hayvan ve insan ¢alismasina rastlanmamustir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

PROJE DESTEGI VE ETiK KURUL ONAY]I

2017/042 numarali Dokuz Eylil Universitesi Bilimsel Arastirma Projesi destegi

ile yapilmstir. 46/2015 Protokol numarali ve “Tavsanlarda Intravitreal Golimumab (Anti-

TNF Ajan) Uygulamasinin Lokal Etkileri” baslikli arastirma projesi kapsaminda Dokuz

Eylul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onay: almustir.

HAYVAN DENEYi

Calisma, Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakilltess Goz Hastaliklar1 Anabilim Dal
tarafindan, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Deney Hayvanlart Anabilim Dali ve
Romatoloji Anabilim Dalr’ min katkilariyla, Dokuz Eylil Universitesi Tip Fekiiltesi Deney
Hayvani Arastirmalart Yerel Etik Kurulu'nun izni ile Aralik 2016- Aralik 2017 tarihleri
arasinda gerceklestirildi. Calismaya toplam 16 tavsan (Yeni Zelanda albino tavsan, 300-500

gr agirliginda) dahil edildi.

Calismaya dahil edilen tavsanlar 3 gruba ayrildi. Her bir tavsamn intravitreal ilag
uygulanan sag gozu calisma gozi, BSS (balanced salt solution- dengeli tuz soliisyonu)

uygulanan sol g6zl ise kontrol gozi olarak kabul edildi.

Ilag Grubu | (n:6): intravitreal 5 mg/0.05 ml Golimumab enjekte edilen grup

Kontrol Grubu | (n:6): intravitreal 0.05 ml BSS enjekte edilen grup

flac Grubu 11 (n:6): intravitreal 10 mg/0.1 ml Golimumab enjekte edilen grup |

Kontrol Grubu | (n:6): intravitreal 0.1 ml BSS enjekte edilen grup _

Ilag Grubu I11 (n:4): intravitreal 20 mg/0.2 ml Golimumab enjekte edilen grup}

Kontrol Grubu | (n:6): intravitreal 0.2 ml BSS enjekte edilen grup

Hayvan laboratuvart ameliyathanesinde, cerrahi aletlerin sterilizasyonu saglandiktan
sonra, tavsanlar 1 ml intramiskiler ketamin hidroklorid (35 mg/kg)(Ketalar®, Pfizer, USA)

Grup |

Grup Il

Grup Il

ve ksilazin hidroklorid (5 mg/kg)(Rompun®, Bayer, Germany) karigimi ile uyutuldu.
%0.5' lik tropikamid (Tropamid®, Bilim ilag Sanayi ve Ticaret A.S., Maslak, istanbul) ve
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%2.5'lik fenilefrin hidrokloror (Mydfirin®, Alcon Laboratuvarlart Ticaret A.S., Beykoz,
Istanbul), damla ile pupiller dilatasyon saglandiktan sonra, %0,5’ lik proparakain hidrokloriir
(Alcaine®, Alcon Laboratuvarlar: Ticaret A.S., Beykoz, Istanbul) damlaile topikal anesteziyi
ve %5'lik povidon iodin uygulanmasini takiben, 6n kamaradan verilecek olan ilag volumi
kadar akdz sivi parasentezi yapilarak goz ici basincimin dusdrdlip, enjeksiyon sonrast olusan
ilag reflisiiniin minimalize edilmesi saglandiktan sonra intravitreal enjeksiyon uyguland.
Enjeksiyonlar Gst temporalden, cerrahi limbusun 1 mm gerisinden 27-gauge igne ile yapildi.
Postoperatif donemde ofloksasin %0.3 (Exocin®, Allergan) antibiyotik damla uygulamas: alt
konjunktival forniksicine giinde 3 kez olacak sekilde 7 giin boyunca uyguland: ve tavsanlar 1
hafta siire ile Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar: Laboratuvarr’ nda
bakim altinda izlendi. Bu donem boyunca gunlik olarak 6n segment yapilar: 151k kaynagi ile
kontrol edildi. Birinci gin ve birinci haftada indirekt oftalmoskopi ile fundus muayenesi
yapildi. Ardindan tavsanlar sakrifiye edildi. Gozleri entiklee edildi.

Isik Mikroskopik Doku Takip Protokoli

Dokuz Eylil Universitess Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal:
laboratuvarlarinda, %10'luk formaldehit ile tespit edilen goz doku ornekleri, fiksatifin
uzaklastiriimast amaciyla 1 gece akarsu altinda yikandiktan sonra dehidratasyon amaciyla
20'ser dakika %70 den %95’ e artan etil alkol serilerinden gegirildi. Ardindan 20" ser dakika
degisim aseton soltsyonlarindan gecirildikten sonra 2 degisim 30’ ar dakika ksilolde tutuldu.
60°C’lik etv icerisinde 2 degisim parafin uygulamp 1'er saat parafin ile immersiyonu
saglandiktan sonra dokular parafin bloklar icerisine gomuldi. Parafin bloklardan inceleme
yapmak amaciyla mikrotom aracilig: ile 5um'’lik kesitler alindi (Tablo-2).
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Tablo-2: I1s1ik mikroskopik doku takip protokoli

ISLEM MADDE SURE
Tespit 0610 formalin 24-48 saat
Fiksatifin uzaklastiriimas Akarsu 1 gece
Dehidratasyon %% 70 etil alkol 20 dakika
% 80 etil alkol 20 dakika
% 95 etil alkol 20 dakika
Aseton (4 degisim) 20 dakika
Seffaflastirma Ksilol 30 dakika
Ksilol 30 dakika
Emdirme %60°C etiv Parafin 1 saat
Parafin 1 saat
GOmme Parafin
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Hematoksilen-Eozin Boyama Protokoli

Mikrotom (Leica, RM 2255) araciligi ile alinan 5y’ luk parafin kesitler deparafinizasyon
islemi icin 1 gece 60°C’lik etlivde birakildiktan sonra, 20'ser dakika U¢ degisim ksilole tabi
tutuldu. Ardindan dehidratasyon islemi igin %95 den %70 e azalan alkol serilerinden gegirilen
kesitler 10 dakika akarsu altinda yikandi. 10 dakika hematoksilen (Surgipath, 01562E, Bretton,
Cambridgeshire) ile boyamanin ardindan, boyanin fazlasimin dokudan uzaklastirilmasi icin 10
dakika akarsuda yikanan kesitler, 2 dakika eozin (Surgipath, 01602, Canada) boyasi ile boyand.
Ardindan srasiyla %80 ve %95'lik alkol serilerinden gecirilip havada kurutulan kesitler
seffaflastirma amaciyla 30'ar dakika iki degisim ksilolde tutulduktan sonra entellan (Merck
1.07961.0100, Darmstadt, Germany) ile kapatildi (Tablo-3).

Tablo-3: Hematoksilen-Eozin boyama prosediiri

ISLEM MADDE SURE
Deparafinizasyon 60°C etlivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilol (3 degisim) 20 dakika
Dehidratasyon % 95 alkol Y ikama
% 80 alkol Y ikama
% 70 alkol Y ikama
Yikama Akarsu 10 dakika
Boyama Hematoksilen 10 dakika
Yikama Akarsu 10 dakika
Boyama Eosin 2 dakika
Yikama Akarsu 10 dakika
Hematoksilen 10 dakika
Akarsu 10 dakika
Seffaflastirma Eosin 2 dakika
Kapama Akarsu 5 dakika
% 80 alkol 1 yikama
% 95 alkol 1 yikama
Ksilol (3 degisim) 20 dakika
Entellan
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TUNEL Y 6ntemi

TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-mediated dUTP Nick and L abelling)
teknigi ilk defa 1992 yilinda tanimlanmistir. 'Nick end' nikleozomlar arasindaki DNA
bolgelerinde endonlkleaz aktivitesine bagli olarak olusan 3-hidroksi  gruplarin
gostermektedir. Bu DNA fragmantasyonu apopitozisin bir karakteristigidir. Tespitte dUTPe
baglanan marker digoxigenindir. Terminal deoksinikleotidil transferaz (TdT) enzimi dUTP-
digoxigenin tastyan 3'hidroksi DNA ucunda (nick ends) polimerik bir kuyruk olusturmaktadir.
Isaretleme sonrasi antidigoxigenin antikor-peroksidaz konjugat: markir ucunda digoxigenin
molekiline baglamr ve diaminobenzidin eklenir. Digoxigenine bagli peroksidaz yogun
kahverengi bir sinyal olusturur. Apopitotik hiicreler ve nikleuslar1 kahverengi boyanir, diger

hiicreler mavi-mor olarak gozlenir.

TUNEL pozitif hicreleri gostermek amaciyla Roche (Kat. No: 11 684 795 910) kiti
kullanldi. Deparafinize edilen doku kesitleri azalan alkol serilerinden gecirilip distile su ile
yikandi. Proteinaz K solusyonu ile 15 dakika 37°C de inkiibe edilen kesitler yikama sonrasi
TdT enzimi ile 37°C'de 1 saat inkube edildi. PBS (Phosphate-Buffered Saline, Fosfatla
Tamponlanmis Salin) ile yikamamn ardindan POD converter solusyonu 15 dakika 37°de
bekletilip yikamamin ardindan Diaminobenzidin (DAB) (1718096, Roche) kromojeni ile
boyama yapildi. Mayer’s hematoksilen ile ard alan boyamas: yapilan kesitler artan alkol
serilerinden gecirilip ksilol ile seffaflastirildiktan sonra entellan ile kapatildi ve 151k
mikroskobu ile incelendi (Tablo-4).
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Tablo-4: TUNEL yontemi

ISLEM MADDE SURE
Deparafinizasyon PBS 3x5 dakika
Yikama Proteinaz K 15 dakika, 37°C
Yikama PBS 3x5 dakika
TDT Enzim solusyonu 1 saat, 37°C'de
Yikama PBS 3x5 dakika
POD solusyonu 30 dakika, 37°C'de
Boyama DAB 10 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Ard alan boyamas Mayer’ s hematoksilen 5 dakika
Yikama PBS 3x10 dakika
%680 alkol 1 dakika
%095 alkol 1 dakika
Seffaflastirma Ksilol (2 degisim) 30 dakika

Kapama

Entellan
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indirekt immunohistokimyasal Y 6ntem

Kaspaz-3 immunoreaktivitesinin gosterilmesi amaciyla tavsan spesifik (Novus)
antikoru kullanilch. immunohistokimyasal inceleme icin 60°C'lik etiivde 1 gece ve ksilolde 3
degisim 20'ser dakika deparafinize edilen doku kesitleri, azalan alkol serilerinde rehidrate
edildikten sonra 10 dakika distile su ile yikandi. Dokuya zarar vermeden kurulanip dakopen
(Dako, Glostrup, Denmark) ile gevreleri simirlandi. pH 6 ayarl sitrat buffer ile 5 dakika
yuksek 1sida mikrodalgada tutulan kesitler 20 dakika sogumaya birakildi, ardindan doku
endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dakika %3’ Uk hidrojen peroksit uygulandi. 3
defa 5 er dakika fosfat tampon sollisyonu ile yikanan kesitler 1 saat oda 1sisinda bloklama
solusyonu (Invitrogen, Histostain-Plus Broad Spectrum, 85-9043) ile enkiibe edildi ve
ardindan yikama yapilmadan kaspaz-3 antikoru ile bir gece +4°C’ de inkibe edildi. Ardindan
fosfatli tampon soliisyonu ile 3 defa yikanan kesitler biyotinlenmis sekonder antikor
(Invitrogen-Plus Broad Spectrum 85-9043) ile 15 dakika enkiibe edildi. PBS solusyonu ile
yikama yapildiktan sonra enzimle isaretli (peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi (streptavidin)
(Histostain- Plus Broad Spectrum 85-9043) 15 dakika uygulandi. Reaksiyonun gorunir hale
getirilmesi icin DAB (1718096, Roche) kullamildi. Zemin boyamasi Mayer’s hematoksilen ile
yapildi. Dereceli akollerde dehidratasyon islemi gerceklestirilen kesitler ksilol ile
seffaflastirma isleminden sonra entellan ile kapatildi (Tablo-5).
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Tablo-5: immunohistokimyasal yéntem

ISLEM MADDE SURE
Deparafinizasyon 60°C etivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilol (3 degisim) 20 dakika
Ksilen 30 dakika
Dehidratasyon 0695 alkol 2 dakika
%680 alkol 2 dakika
%70 akol 2 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Dokularin etrafini gizme Dakopen
Yikama PBS 3x5 dakika
Tripsin 37°C 15 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
063’ Itk hidrojen peroksit 5 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Bloklama Blok solusyonu 1 saat
Antikor ileinktbasyon Kaspaz-3 2 saat
Yikama PBS 3x5 dakika
Biotinlenmis sekonder antikor 30 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Streptavidin sekonder antikor 30 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Boyama DAB 5 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Z1t Boyama Mayer’ s hematoksilen 5 dakika
PBS 3x5 dakika
Kapama Entellan
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Elektron Mikroskopik Doku Takip Metodu

Diseksiyon ile alinan retina dokusundan 1 mm?3 parcalar alinarak %2,5 fosfat tamponlu
gluteraldehid icerisinde fikse edildi. Ornekler Sorenson fosfat buffer ile 3-4 kez degistirilerek
15-20 dakika yikandiktan sonra 1 kissm PBS+1 kisim osmium tetroksit (OsO4) sollisyonu
karisiminda 1 saat bekletildi. (Ependorf tUplerin icine 500 pul OsO4 + 500 ul tampon
konuldu). Tapler aliminyum folyo ile kapatilip oda sicakliginda 1 saat karanlhik ortamda
bekletildi. PBS ile 15-20 dakika yikandiktan sonra dehidratasyon islemi icin % 70 alkolde 10
dakika, %100 (Absolu) alkolde 2 degisim 10'ar dakika tutuldu. Propilen oksit ile iki degisim
15 dakika tutulan dokular infiltrasyon islemi kurumayacak sekilde 1:1 oraminda hazirlanan
propilen oksit + araldit karisimina alindi. Oda sicakliginda 1 saat bekletilerek arada hafif
hareketlerle karistirildi. Araldite CY212 Resin ve DDSA (dodecenyl suuccinic anhidride)
(1:1) oraninda karstirilarak her siseye 2 mL konuldu. Dokular yeni araldit karisiminda
yaklasik 6-12 saat bekletildikten sonra Araldite CY212 Resin ve DDSA 1:1 oraninda
hazirlanan bu yeni karisima (godmilecek materyal sayisina gore hesaplanarak) BDMA (Benzyl
Dimethylamine) ilave edilerek gdmme materyali hazirlandi. Bu karisim icine gémilen
dokular 60°C ‘lik etivde 48 saat polimerize edildikten sonra yari ince kesitleri alinarak
toluidin mavisiyle boyanip alan belirlendi. Belirlenen alanlardan ince kesitler formvar kapli
gridler Gzerine alinch. Uranil asetat ve kursun sitratla kontrastlamasi yapildi ve trasmisyon
elektron mikroskobunda degerlendirildi.
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4, ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Istatistiksel analiz igin, Statistical Package for Social Sciences (SPSS) Version 21.0
for Windows (SPSS Inc, USA) adli bilgisayar program: kullamldi. H&E boyamada hiicre
sayilari, TUNEL ve kaspaz-3 boyamada boyanma yuzdeleri kullanildi. Tavsanlarin verileri
icin tammlayici istatistikler olarak normal dagilan verilerde ortalama ytzde degerleri ile
standart sapma; normal dagilmayan verilerde ortanca ve en biylk-en kigik degerleri
kullanmldi. Parametrik kosullar karsilandiginda gruplar arasindaki fark Student t test ile;
parametrik olmayan kosullar saglandiginda ise Mann- Whitney U testi ile degerlendirildi. Sag
ve sol goOzlerin artan doz velveya voliumdeki degisimleri parametrik kosullar
saglanamadigindan Kruskal-Wallis testi ile arastirildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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5. BULGULAR

Tavsanlarin Takip ve izlemi

Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarr’ nda bakim
altinda izlenen tavsanlarin hicbirinde, izlem siiresince calismadan cikarilmay: gerektirecek
sistemik patoloji gelismedi. Bir haftalik calisma siiresince 6len tavsan olmadi. Takip siresi
boyunca tavsanlarin hicbhirinde; korneal 6dem, 6n kamarada fibrin reaksiyon, hipopiyon, lens
kesafeti, vitreus ici hemoraji, retina dekolman ve endoftalmi gelismedi. Enjeksiyon sonrasi
tavsanlardan dordinde konjonktival hiperemi, ikisinde ise subkonjoktival hemoraji gelistigi

gozlendi.

Histopatolojik inceleme

Histolojik preparatlar hazirlamrken makroskobik bakida retina yapisi dogal olarak
izlendi, retina katman kayb: ve ayrismasi gibi anormal bulgulara rastlanmadh.

Tavsan gozlerine ait retina tabakalar1 incelemeye alindi (Ressm 10)

otor eseptdr hiicretabakasi
Dis limitan membran
Dis nikleer tabaka

Dis pleksiform tabaka
Ic niikleer tabaka
Ic pleksiform tabaka

Ganglion hiicre tabakasi
Sinir lifi tabakas
Ic limitan membran

Resim-10: Tavsan gozlerine ait retina tabakalar
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Is1ik Mikroskopik inceleme Sonuglari

Hemotoksilen-Eozin ile boyanma sonrast yapilan 1sitk mikroskopik incelemelerde;
gruplarin hepsinde bitin gozler normal gérinimdeydi. Grup-1 (5 mg/0.05 ml Golimumab),
Grup-1l (10 mg/0.1 ml Golimumab), Grup-11I'te (20 mg/0.2 ml Golimumab) bulunan
tavsanlardan birer tanesinin calisma gozleri ve kontrol gozlerinin (BSS enjeksiyonu) 1sik
mikroskopik gorunimleri Resim-11'de fotografland.

Tdm dozlarda (5 mg/0.05 ml, 10 mg/0.1 ml ve 20 mg/0.2 ml), BSS enjeksiyonu
yapilan kontrol gozlerine gore, Golimumab enjekte edilen gozlerde, H&E boyamada dis
nikleer (sirasiyla p=0.001, p=0.044 ve p=0.045) ve i¢ nikleer (sirasiyla p=0.047, p=0.045 ve
p=0.048) tabakalarda azalmis hiicre sayisi gorilurken; ganglion hiicre sayisinda anlamii
farklilik gozlenmedi. (sirasiyla p=0.11, p=0.067 ve p=0.20) Calisma gruplarimn H&E
boyamadaki dis nikleer tabaka, i¢ nikleer tabaka ve ganglion hiicre tabakasi hiicre sayilari
Tablo 6'da gosterildi.

Artan doz velveya volimde Golimumab enjekte edilen gozlerde, ¢ grup arasinda
hiicre miktar1 kiyaslandiginda; dis nikleer, i¢ nikleer ve ganglion hiicre tabakalarinda artan
dozlarda anlamli farklilik saptanmadi. (sirasiyla p=0.054, p=0.062 ve p=0.370) BSS
enjeksiyonu yapilan kontrol gozleri birbiri ile kiyaslandiginda, ¢ grup arasinda, her Gg
tabakadaki hiicre sayisi arasinda anlamli farklilik goérdlmedi. (sirasiyla p=0.068, p=0.072 ve
p=0.49) Tum gruplarin ¢alisma ve kontrol gozlerinin Ug retina tabakasindaki hiicre sayisi
karsilastirmasi Tablo 7’ de verildi.
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Tablo-6: Tum gruplarin ¢galisma ve kontrol gozlerinin H& E boyamada hiicre sayilar

Golimumab BSS p
Ortalama = Standart Ortalama = Standart

Sapma (%) Sapma (%)
5 mg/0.05 ml
Dis Nukleer 382.50 + 45.57 519.16 + 52.13 0.001*
I¢ Nikleer 107.33 + 33.33 1425 + 33.92 0.047*
Ganglion 9.5+ 266 12.1 + 3.61 0.11
10 mg/0.1 ml
Dis Nikleer 410.00 + 54.40 510.00 + 65.11 0.044*
I¢ Nikleer 99.33 + 16.30 111.66 + 25.34 0.045*
Ganglion 8.16 + 3.92 9.16 + 3.97 0.067
20 mg/0.2 ml
Dis Nikleer 335.00 + 66.08 402.50 + 73.65 0.045*
I¢ Nikleer 78.00 + 14.35 88.00 + 12.98 0.048*
Ganglion 6.50 + 1.29 7.00 + 1.63 0.20

Golimumab ve BSS gruplar arasi karsilastirma Student t test ile yapil mustir.
*p<0.05 anlaml: kabul edilmistir.

Tablo-7: Tum gruplarin galisma ve kontrol gozlerinin Ug retina tabakasindaki hticre sayist
karsilastirmasi

H& E Boyama p
Golimumab (n=16)

Dis NUkleer Tabakalar Kiyaslamasi 0.054
Ic Nukleer Tabakalar Kiyaslamas 0.062
Ganglion Huiicre Tabakast Kiyaslamasi 0.370
BSS (n=16)

Dis NUkleer Tabakalar Kiyaslamasi 0.068
I¢ Nukleer Tabakalar Kiyaslamas 0.072
Ganglion Hucre Tabakas Kiyaslamasi 0.49

Uc grup arasindaki kiyaslama Kruskal-Wallis testi ile yapilmustir.
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Resim-11: Tum gruplarin ¢alisma ve kontrol gozlerinin 1s1k mikroskopik gorintmleri. H& E
boyamasi. X40 lik blyttme.
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TUNEL Boyamasina Ait Bulgular

Apopitotik sirecteki DNA fragmantasyonunu gosteren TUNEL boyama teknigi ile
yapilan incelemelerde 5 mg/0.05 ml, 10 mg/0.1 ml ve 20 mg/0.2 ml intravitreal Golimumab
uygulanan gozlerde, i¢ nikleer tabakada TUNEL pozitif boyanan hiicre ylzdesi BSS grubuna
gore istatistiksel olarak anlaml: daha fazla saptandi. (sirasiyla p=0.018, p=0.020 ve p=0.029)
D1s nikleer tabakadaki TUNEL pozitif hiicre yizdesi 5 mg/0.05 ml dozda, kontrol grubundan
farkli degilken (p=0.061); 10 mg/0.1 ml ve 20 mg/0.2 ml dozlarda kontrole gore artmis
TUNEL pozitifligi izlendi. (srrasiyla p=0.009 ve p=0.029)

Ganglion hiicre tabakasinda TUNEL pozitif boyanan hiicre yizdesi, 5 mg/0.05 ml, 10
mg/0.1 ml ve 20 mg/0.2 ml Golimumab enjeksiyonu yapilan gozlerde, BSS yapilan kontrol
gozlerine gore istatistiksel olarak farkli bulunmadi. (sirasiyla p=0.937, p=1.00 ve p=1.00)

TUNEL boyama ile ilag ve kontrol gruplarindaki dis nikleer, i¢ nikleer ve ganglion
hiicre tabakalarindaki pozitif boyanma ylzdeleri Tablo 8 de verildi.

Artan doz velveya volimde Golimumab enjekte edilen gozlerde, U¢ grup arasinda
TUNEL pozitif boyanan hiicre ylzdesi kiyaslandigida; dis nikleer tabakada anlamli farklilik
mevcutken (p=0.014), i¢ nikleer ve ganglion hiicre tabakalarinda artan dozlarda anlaml:
farklilik saptanmach. (sirasiyla p=0.337 ve p=0.490) Dis nikleer tabakadaki bu anlamli
farkliligin hangi iki grup arasindaki farkliliktan kaynaklandigim tespit etmek igin gruplar
Mann Whitney U testi ile kiyaslandi. 5 mg/0.05 ml grubu ile 10 mg/0.1 ml ve 20 mg/0.2 ml
grubu arasinda TUNEL pozitif hlicre ylzdesi agisindan anlamli fark mevcutken (sirasiyla
p=0.026 ve p=0.010); 10 mg/0.1 ml ile 20 mg/0.2 ml gruplar1 arasinda TUNEL pozitif hiicre
yuzdesi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. (p=0.476).

Enjekte edilen volimin artmasiyla TUNEL pozitif  hicre ylzdesinde olusan
degisikligi incelemek amaciyla t¢ farkli voliumde (0.05 ml, 0.1 ml, 0.2 ml) BSS enjeksiyonu
yapilan kontrol gozleri birbiri ile kiyaslandiginda, ¢ grup arasinda, dis nikleer, i¢ nikleer ve
ganglion hticre tabakasinda TUNEL pozitif hiicre ylzdesinde anlamli farkliliga rastlanmadh.
(srasiyla p=0.063, p=0.106 ve p=0.491) Bu bulgu, apopitozisin enjekte edilen sivi
voliminden bagimsiz oldugunu gosterdiginden; Golimumab enjekte edilen gozlerde
apopitozisin, yalmzca ilacin kimyasal etkisine bagli oldugunu dustndirmektedir. Tum
gruplarin galisma ve kontrol gozlerinin Ug retina tabakasindaki TUNEL pozitif hticre ytizdesi
karsilastirmasi Tablo 9’ da verilmistir.

53



Tablo-8: Tum gruplarin ¢alisma ve kontrol gozlerinin Ug retina tabakasindaki TUNEL pozitif

hiicre yUzdesi
TUNEL Golimumab BSS p
Ortalama+ | Ortanca(En | Ortdamazx Ortanca (En
Standart kucuk-en Standart kucuk-en

Sapma (%) | biyik) (%) Sapma (%) biyuk) (%)
5 mg/0.05 ml (n=6)
Dis Nukleer 7218+ 166 |71.72(67-78) | 68.77+171 | 70.13(63-73) | 0.061
ic Nukleer 7292 +1.39 |73.21(69-76) | 55.72+ 366 | 57.83 (42-67) | 0.018*
Ganglion 91.66+ 527 | 100 (75-100) | 90.27 + 6.24 | 100 (66-100) | 0.937
10 mg/0.1 ml (n=6)
Dis Nikleer 83.74+ 242 | 85.50(72-88) | 69.04 +2.83 | 69.79 (57-78) | 0.009*
Ic Nukleer 75.62+1.84 | 76.12(70-81) | 66.09+ 291 | 66.65 (57-76) | 0.020*
Ganglion 94.44+555 | 100 (66-100) | 93.33+6.66 | 100 (60-100) | 1.000
20 mg/0.2 ml (n=4)
Dis Nikleer 86.36 +0.96 | 87.22(83-88) | 72.24+0.93 | 72.77 (69-73) | 0.029*
Ic Nukleer 73.31+1.93 | 73.77 (63-77) | 58.93+ 3.98 | 60.87 (47-66) | 0.029*
Ganglion 94.44+555 | 100 (66-100) | 91.66 +5.27 | 100 (60-100) | 1.000

Sayisal degerler normal dagilima sahip gruplar icin Ortalama+ (Standart Sapma) seklinde, normal olmayan dagilima sahip
gruplar igin Ortanca - (En kuicuk-en biylk) seklinde vurgulanmustr.

Golimumab ve BSS gruplar arasi karsilastirma normal dagilima sahip gruplar icin Student t test, normal olmayan dagilima
sahi¢ gruplar igin Mann Whitney U testi ile yapil mistir.

* p<.0.05 igtatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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Tablo-9: Tum gruplarin galisma ve kontrol gozlerinin Gg retina tabakasindaki TUNEL pozitif
hiicre yUzdesi karsilastirmasi

TUNEL p
Golimumab (n=16)

Dis Nikleer Tabakalar Kiyaslamasi 0.014*
Ic Nukleer Tabakalar Kiyaslamas 0.337
Ganglion Hucre Tabakast Kiyaslamasi 0.490
BSS (n=16)

Dis NUkleer Tabakalar Kiyaslamasi 0.063
Ic Nukleer Tabakalar Kiyaslamasi 0.106
Ganglion Hicre Tabakas Kiyaslamasi 0.491

Ucg grup arasindaki kiyaslama Kruskal-Wallis testi ile yapilmustir. Dis nilkleer tabakalar arasindaki istatistiksel anlamli
farkhlik, gruplar ikiserli olarak Mann-Whitney U testi ile kiyaslanarak degerlendirilmistir.

* p<.0.05 igtatistiksel olarak anlaml kabul edilmistir.
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Resim-12: Tum gruplarin TUNEL ile boyanma bulgulari, kirmizi okla TUNEL pozitif
boyanan hiicreler gosterilmekte. X100’ Itk blyitme.
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K aspaz-3 Boyamasina Ait Bulgular

Kaspaz-3 aktivasyonu programlanmis hiicre 6lumunde geri dontisimsiiz noktamin en
Onemli gostergesi olmasi nedeniyle kaspazlara karsi gelistirilmis antikorlar kullamlarak,

sitoplazmik kaspaz ekspresyonu gosterildi.

Kaspaz-3 boyanma fotoreseptor hicrelerde, bipolar hiicrelerde ve ganglion
hiicrelerinin sitoplazmalarinda gézlendi. TUum hiicrelerden pozitif olan hiicrelerin sayisi “%”
olarak hesapland:.

Kaspaz-3 ile yapilan immiinohistokimyasal incelemede; 5 mg/0.05 ml, 10 mg/0.1 ml ve
20 mg/0.2 ml intravitreal Golimumab uygulanan gézlerde hem dis nilkleer (sirasiyla p=0.048,
p=0.041 ve p=0.048) hem de i¢ nikleer tabakada (sirasiyla p=0.015, p=0.041 ve p=0.041)
kontrol grubuna gore apopitotik sirece gidisin gostergesi olan Kaspaz-3 tutulumunda
istatistiksel olarak anlamli artis tespit edildi.

Ganglion hiicre tabakasinda Kaspaz-3 pozitif boyanan hiicre ylzdesi, 5 mg/0.05 ml, 10
mg/0.1 ml ve 20 mg/0.2 ml Golimumab enjeksiyonu yapilan gozlerde, BSS yapilan kontrol
gozlerine gore istatistiksel olarak farkli bulunmadi. (sirasiyla p=0.064, p=0.163 ve p=0.198)

Kaspaz-3 boyanmalarina ait bulgular Tablo-10'da 6zetlendi.

Artan doz ve/veya volimde Golimumab enjekte edilen gozlerde, U¢ grup arasinda
Kaspaz-3 pozitif boyanan hiicre yizdesi kiyaslandigida; dis nikleer, i¢ nikleer ve ganglion
hiicre tabakalarinda artan dozlarda anlaml: farklilik saptanmadi. (sirasiyla p=0.555, p=0.092
ve p=0.877) TUNEL boyamada oldugu gibi volim etkisini gbzlemlemek icin g farkl
volimde (0.05 ml, 0.1 ml, 0.2 ml) BSS enjeksiyonu yapilan kontrol gozleri birbiri ile
kiyaslandiginda, Ui¢ grup arasinda, dis nikleer, i¢ nikleer ve ganglion hiicre tabakasinda
Kaspaz-3 pozitif hiicre ylizdesinde anlaml1 farkliliga rastlanmadi. (sirasiyla p=0.155, p=0.236
ve p=0.955) Farkl1 doz ve volimde Golimumab ve BSS enjeksiyonu yapilan ¢ grup Kaspaz-
3 pozitif hiicre ylzdesi agisindan karsilastirildi. Sonuclar Tablo 11’ de verilmistir.
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Tablo-10: Tum gruplarin ¢alisma ve kontrol gozlerinin (g retina tabakasindaki KASPAZ-3
pozitif hiicre ylzdesi

KASPAZ-3 Golimumab BSS p
Ortalama+ | Ortanca(En Ortalama = Ortanca (En
Standart kucuk-en Standart kucuk-en
Sapma (%) | biyuk) (%) Sapma (%) buyik) (%)
5 mg/0.05 ml (n=6)
Dis Nikleer 56.58 + 1.54 | 56.30 (52-63) | 46.22+7.11 | 48.00 (13-61) | 0.048*
Ic Nukleer 60.15+ 4.44 | 57.53 (46-76) | 39.83+6.06 | 42.36 (11-54) | 0.015*
Ganglion 76.66 + 8.33 | 75(50-100) |65+ 11.18 63.54 (0-50) | 0.064
10 mg/0.1 ml (n=6)
Dis NUKleer 54.64 +3.16 | 55.27 (41-64) | 44.70 + 1.07 44.27 (41-49) | 0.041*
ic Nukleer 59.51+ 355 |57.91(51-74) | 48.77+2.90 | 46.81(39-59) | 0.041*
Ganglion 58.33 + 75 (0-100) 23.33+10.54 | 20 (0-50) 0.163
20.00
20 mg/0.2 ml (n=4)
Dis Nikleer 54.02+2.67 |52.80 (49-61) | 38.33+6.55 | 38.49 (22-54) | 0.048*
ic Nukleer 49.33+197 |50.28(44-52) | 37.74+595 | 33.92(28-55) | 0.041*
Ganglion 58.33+ 66.66 (0-100) | 25.00 + 14.43 | 25 (0-50) 0.198
25.00

* Sayisal degerler normal dagilima sahip gruplar igin Ortalama + (Standart Sapma) seklinde, normal olmayan dagilima sahip
gruplar igin Ortanca - (En kuicuk-en biyik) olacak sekilde vurgulanmustir.

** Golimumab ve BSS gruplar: arasi karsilastirmanormal dagilima sahip gruplar icin Student t test, normal olmayan
dagilima sahi¢ gruplar igin Mann Whitney U testi ile yapil mstir.

* p<.0.05 igtatistiksel olarak anlaml kabul edilmistir.
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Tablo 11: Tum gruplarin ¢calisma ve kontrol gbzlerinin U retina tabakasindaki KASPAZ-3
pozitif hiicre ylzdesi karsilastirmasi

KASPAZ-3 p
Golimumab (n=16)

Dis Nikleer Tabakalar Kiyaslamasi 0.555
Ic Nukleer Tabakalar Kiyaslamas 0.092
Ganglion Huiicre Tabakast Kiyaslamasi 0.877
BSS (n=16)

Dis Nikleer Tabakalar Kiyaslamasi 0.155
Ic Nukleer Tabakalar Kiyaslamas 0.236
Ganglion Huicre Tabakast Kiyaslamasi 0.955

Uc grup arasindaki kiyaslama Kruskal-Wallis testi ile yapilmustir.
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Resim-13: Tum gruplarin aktive-Kaspaz-3 ile boyanma bulgulari, kirmizi okla Kaspaz-3
pozitif boyanan hiicreler gosterilmekte. X100’ 10k blyttme.
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ELEKTRON MIKROSKOPISI BULGULARI

Resim-14: Golimumab ve kontrol grubuna ait birer goziin retina katmanlarina ait ultrastriktirel
gbrinim. TEM, Golimumab grubu X1700 , kontrol grubu X3000 biiyitme

Golimumab

Resim-15: Golimumab ve kontrol grubuna ait birer gozin dis nikleer tabakasindaki fotoreseptor
hiicre ¢ekirdeklerine ait gérinim. TEM, Golimumab grubu X6930 , kontrol grubu X12.000
buyltme
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Gollm mab

Resim-16: Golimumab ve kontrol grubuna ait birer g6zin i¢ niikleer tabakasindaki bipolar
hicrdere (siyah ok) ait gérinim. TEM, Golimumab grubu X3900 , kontrol grubu X4110
buyltme

Golimumab Kontrol

Resim-17: Golimumab ve kontrol grubuna ait birer géziin ganglion hiicre tabakasina ait gérunim.
TEM, Golimumab grubu X9770 , kontrol grubu X9300 blyitme
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Golimumab Kontrol

Resim-18 Golimumab ve kontrol grubuna ait birer goziin fotoreseptdr i¢ segmentte mitokondrial
kristalizis (siyah ok) bulgusuna ait gériniim. TEM, Golimumab grubu X31.300 , kontrol grubu

X26.230 biytme

Golimumab Kontrol

Resim-19: Golimumab ve kontrol grubuna ait birer gozin fotoresepttr dis segmentte disk yapisinin
bozulmasina ait goriniim. TEM, Golimumab grubu X17.130, kontrol grubu X 24.140 blyitme
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Resim-21: Golimumab enjekte edilen gbzde
dis niikleer tabakada yer alan, cevre hiicrelere
gore daha trand lisen gorinimdeki
fotoreseptdr hiicre cekirdegi ve karyoreksise
ait gorinum (siyah ok)

Resim-20: Golimumab enjekte edilen gbzde
fotoreseptdr sinaptik cismi icerisinde bulunan
pedikiller (siyah ok) ve sinaptik araliga

(beyaz ok) ait goriniim

Resim-22: Golimumab enjekte edilen gbzde
fotoreseptdr ic segment tabakasinda yer alan
myelin figlre (siyah ok) ait gorinim

6. TARTISMA
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TNF-o okiler dokularda inflamatuar, 6demattz, neovaskiler ve norodeeneratif
hastaliklarin patogenezinde rol aldigini gosterilen bir proinflamatuar sitokindir.® Deneysel
retina neovaskularizasyonu, proliferatif vitreoretinopati ve makula 6deminde araci bir
molekiil oldugunu gosteren calismalar meveuttur. 2% TNF'in tveitte proinflamatuar rolii
oldugu, intravitreal enjeksiyon sonrasi tavsan gozlerinde lveit gelistiginin gortlmesi ile
desteklenmistir.”>"*"® Sadece arka segment degil, 6n segmentte de inflamasyonu indikledigi,
romatoid korneal Ulserasyonu olan hastalarda keratositlerde artrms TNF-a ekspresyonu ve
korneal transplant sonrast red reaksiyonlarinda anti-TNF tedavinin  etkinliginin
gosterilmesiyle kanitlanmustur.** "

TNF antagonistleri ilk olarak 1990’11 yillarin sonunda RA tedavisinde kullamimaya
baslanmustir.®® RA, AS, psiriazis gibi romatolojik hastaliklarda kullaimlar: esnasinda, primer
hastaligin g6z bulgularinda iyilesme sagladiklari gorulmistir 1001021001314 A peai
tuberkiloz, Hepatit B gibi ciddi enfeksiyonlara yatkinlik yarattigi, atopik dermatit , ras gibi
hipersensitivite reaksiyonlarini arttirdigi ve lenfoma gibi malignite insidansinda artis
olusturdugu icin, sadece okuler tutulumla giden inflamatuar hastaliklarda intravitreal olarak
kullanim: glindeme gelmistir.® Béylece enfeksiydz olmayan tiveit, DMO, eksudatif YBMD
ve post-operatif KMO gibi c¢esitli hastaliklarda intravitreal TNF antagonistleri olan
Etanercept, infliksimab ve Adalimumab kullaniimaya baslanmistir.**91%628132 Dahg yeni bir
molekil olan Golimumab'in okiler inflamatuar hastaliklarda sistemik kullammi mevcutken,

heniiz intravitreal kullammi sbz konusu degildir >

Calismamizda U¢ farkli dozdaki
intravitreal Golimumab enjeksiyonunun retina hicrelerinde olusturdugu morfolojik ve
immunohistokimyasal degisiklikleri inceleyerek, ilag toksisitesini arastirmay: amagladik.

Literatirde intravitreal yolla verilen TNF-a antagonisti ilaclarin histopatolojik ve
elektrofizyolojik etkilerini arastiran ¢esitli calismalar mevcuttur.

Kwvilcim ve ark.™® intravitreal Etanercept enjekte ettikleri tavsanlarda, ilacin 2.5 mg
doza kadar fundoskopik bulgular ve ERG testlerinde iyi tolere edildigini ve histolojik
kesitlerde vitreus, retina ve optik sinir anomalisine rastlamadiklarin bildirmislerdir.

Chron hastalarinda 5 mg/kg Infliksimab inflizyonu sonrasi 24 saatte kolon lamina
propria dokusunda TUNEL pozitif T hiicre miktarinda artis gozlenirken, periferik kan T
lenfositlerinde apopitoziste artis gorilmemistir.**® Steroide refrakter Chron hastalarinda
periferik kan T lenfositleri, 1-100 ug araliginda artan dozlarda Infliksimab ile kilttre edilerek,

annexin V ile imminhistokimyasal olarak artrmis apopitozis tespit edilmis ve ilacin monosit
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Olumint kaspaz bagimli olarak indikledigi gosterilmistir. Farkli dizayn ve ilag dozlar1 T
hiicresi  Uzerine infliksimab toksisitesi calismalardaki farkli sonuclarin nedeni olarak
gosterilmistir.**

Melo ve ark.®® intravitreal 100 pg, 400 pg infliksimab ya da BSS enjeksiyonu
yaptiklart 10 parmak maymun (marmoset) gozinde 151k mikroskopisi ile retina anatomisini
incelemis ve gruplar arasinda anlamli farkliliga rastlamanustir. Immiinhistokimyasal olarak
anti-insan immunoglobulin G ile Infliksimab enjekte edilen gozlerde iLM, GHT, i¢ ve dis
nikleer tabaka ve fotoreseptor hiicre tabakasinda infliksimab varhig: gosterilmis; kontrol
gozlerinde imminhistokimyasal boyama negatif olarak izlenmistir. Ayrica Infliksimab ve
kontrol grubu arasinda ERG amplitid degerleri agisindan farklilik bulunmamistir. Bu
calismada ic ve dis retina tabakalarina diftize olan infliksimab ile 1. ve 7. giinde histolojik
olarak retina hasarina rastlanmamustir. Primat gbzinin hacimsel olarak tavsan ve insan
g6zinden kiiclk olmasi nedeniyle, disik doz ilag enjekte edilmesi ¢alismanin kisithig: olarak
belirtilmistir.

Theodossiadis ve ark.**, 0.1 ml’de 1, 2, 5, 8, 10 ve 20 mg infliksimab enjekte ettikleri
tavsan gozlerinde, biyomikroskopik, fundoskopik, elektrofizyolojik ve histolojik bulgular:
sham enjeksiyon yapilan ya da enjeksiyon yapilmayan gozler ile karsilastirmis ve 5 mg'a
kadar gruplar arasinda farklilik g6zlemezken; 5 mg'dan itibaren ERG amplitudlerinde azalma
gobzlemlemistir. Histolojik olarak, fonksiyonel testlerle uyumlu sekilde 5 mg dozdan itibaren,
diffliz retina 6demi ve GHT, IPT ve RSLT’de mikrokist olusum ve DNT’de kalinlasma
gbzlenmistir. AyricaRSLT ve GHT yi infiltre eden plazma hticresi ve lenfositler gorulmastur.
8 mg ve lzerine dozlarda ise koroidde yogun konjesyon oldugu izlenmistir.

Lee ve ark. (IOVS 2007;48: ARVO E-Abstract 5171), tavsanda deneysel Uveit modelinde
intravitreal Infliksimab'in etkin oldugunu gostermistir. Minimal efektif doz 0.1 mg olarak
bulunmus, bunun 10 kat1 dozun ise toksik olabilecegi belirtilmistir. Oysa Giansanti ve ark.***
intravitreal 1.0 mg, 1.7 mg ve 3.3 mg Infliksimab enjekte ettikleri tavsan gozlerinde 151k
mikroskopisinde kontrol grubuna gore ve gruplar arasinda histolojik olarak anlamli fark
gérmemis, ancak 3.3 mg enjeksiyon yapilan 3 gozde i¢ retina tabakalarinda ©6demle
karsilasmuslardir. Dis retina katmanlar: ve RPE normal olarak izlenmistir. Ilacin gozdeki yar:
Omri 8.5 gun olarak bulunmustur. Calismada 3.3 mg grubunda histolojik olarak retina
anatomisinde bozulma gorulse de fonksiyonel olarak ERG'de normal skotopik yant

izlenmistir.
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Manzano ve ark.'*, intravitreal Adalimumab enjeksiyonu yapilan tavsanlarda, ilacin 5 mg
doza kadar toksiste bulgusu gostermedigini ancak 10 mg doz ile hafif 6n kamara reaksiyonu
ve fotopik ERG amplittidlerinde belirgin disis oldugunu gozlemistir. Histolojik kesitlerde HE
boyama ile kontrol grubuna gore enjeksiyon gruplarinda herhangi bir farklilik gortlmemistir.

Benzer sekilde Tsilimbaris ve ark.*®, 0.5 mg ve 5 mg intravitreal Adalimumab enjekte
ettikleri tavsan gozlerinde kontrole gore histopatolojik olarak farklilik gdzlemlememistir.

Paula ve ark.*

tavsan goOzlerinde intravitreal 0.5 mg/0.1 ml Adalimumab’i, sham
enjeksiyon (0.1 ml BSS) ve enjeksiyon yapilmayan (kontrol) grupla karsilastirdigi
calismasinda, enjeksiyon yapilan gozlerde akim sitometrisi ile erken ve geg apopitozu
degerlendirmis ve kontrol grubuna gore bir farkliliga rastlamamistir. Retina hicrelerinde
canlilik miktarinin, enjeksiyon gruplarinda kontrole goére disik oldugu saptansa da,
istatistiksel olarak anlamli farklilik gbzlenmemistir. 60 giin sonunda retina hicrelerinde
%90’ 1n Uzerinde canlilik mevcut oldugu gorilmustir. DNA hasar: tek-hiicre jel elektroforezi
ile degerlendirilmis ve U¢ grup arasinda benzer olarak bulunmustur. Ayrica kantitatif
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile kaspaz 3 ve kaspaz 8 gen ekspresyonu
degerlendirilerek, gruplar arasinda anlamli farkliliga rastlanmamustir. Boylece molekiler
teknikler kullamlarak yapilan sitotoksisite ve genotoksisite analizi sonucunda, 0.5 mg
Adalimumab’ in intravitreal kullanimimin givenli oldugu sonucuna varil mistir.

Vigna-Pérez ve ark."* konvansiyonel tedaviye direncli 8 romatoid artrit hastasinda 26
hafta boyunca iki haftada bir subkitan olarak uygulanan Adalimumab tedavisi sonrasi,
periferik kan drneklerinden izole ettikleri T lenfosit hiicrelerinde TUNEL pozitifliginin tedavi
sonrast 15. gunden itibaren arttigimi gérmistir. Bu bulguyu in vitro olarak test etmek
amaciyla saglikli bireyden alinan periferik kan mononukleer hiicresini 24 saat boyunca 10
mg/ml Adalimumab ile enkiibe ettikten sonra 5 hiicreden ikisinde apopitotik aktivitede artis
tespit etmislerdir. Benzer yontemle infliksimab’in, kultire edilen hicrelerin yaklagik
%50'sinde apopitozisi arttirchgim; Etanercept ile bu oranin daha disik oldugunu
gozlemlemislerdir.

Shen ve ark.**® periferik kan monositlerinde TNF-a inhibitérlerinin hiicre membran,
mitokondri ve nikleus dizeyinde apopitotik etkisini akim sitometrisi  yontemiyle
karsilastirdiklar: calismalarinda, Adalimumab ve infliksimab’in apopitozisi indiklerken,
Etanercept’in indiklemedigini gozlemislerdir. Kultir ortamina eklenen pan-kaspaz inhibitoru

67



Z-VAD-FMK molekilliniin apopitozisi  azalttigint  gézlemlediklerinden, slrecin kaspaz
bagiml1 oldugu sonucuna varmislardir. 48 saat sonunda canli hiicre oramt Adalimumab ve
Infliksimab grubunda yaklasik %50 iken, Etanercept grubunda %85 olarak bulunmustur.

Ueda ve ark.'” calismalarinda TNF-a eksprese eden élimsiiz T hiicre serisini 0.01
mg/mL, 0.1 mg/mL, 1 mg/mL ve 10 mg/mL anti-TNF ajan ile 24 saat boyunca uyarmis ve bu
hiicrelerdeki apopitoz miktarini akim sitometrisi ile 6lgmustir. Ayrica ayni hiicrelerde ELISA
ile aktif kaspaz-3 miktar: tespit edilmistir. infliksimab ve Adalimumab’in Golimumab'a gore
aktif kaspaz-3 miktarii daha fazla arttirdigi, dolayisiyla daha fazla apopitotik DNA
fragmantasyonuna yol actigi gorilmis; Sertolizumab pegol ve Etanercept’te aktif kaspaz-3
miktarinda kontrole gore artis olmadig:r bildirilmistir. Golimumab’'in hicre 6luminu
Infliksimab ve Adalimumab gibi antikora bagiml: hiicresel toksisite ve komplemana bagimii
toksisite ile indikledigi; Sertolizumab pegol’'un ise direk sitotoksk etki ile calistig
gosterilmistir.

Calismamizda tim gruplarda BSS enjeksiyonu yapilan kontrol gozlerine gore,
Golimumab enjekte edilen gozlerde, H& E boyamada dis nikleer ve i¢ nikleer tabakalarda
azalmis hiicre sayisi gorultrken; ganglion hiicre sayisinda anlaml: farklilik gdzlenmedi. Hiicre
sayisindaki azalmanin apopitotik hicre 6lumu kaynakli oldugunu test etmek amaciyla
TUNEL ve Kaspaz-3 boyama metodlar: kullamldi.

TUNEL metodu 'Nick end' nikleozomlar arasindaki DNA bdlgelerinde endontikleaz
aktivitesine bagli olarak olusan 3-hidroksi gruplarii yani DNA yikim Grdnlerini
gosermektedir. Doku kesitlerinde apopitozisi gostermede standart teknik  haline
gelmistir.*** Ancak apopitozis, DNA zincir kiriklarinin oldugu tek olay degildir. Nekroz,
otoliz, sonradan tamir edilecek DNA zincir kiriklar: ve aktif gen transkripsiyonu yapan non-
apopitotik hiicre nilkleusu da TUNEL pozitif olarak boyanabilir.®®>*** Bunun aksine,
apopitozis sonucu nikleozomal parcalar yerine daha biyik yikim fragmanlarr olusursa,
TUNEL ile tespit edilebilen apopitotik hiicre sayist yanlislikla diistik bulunacaktir.*>

Kaspaz-3 boyama, aktive kaspaz iceren hiicrelerde sitoplazmik lokalizasyona dayal
bir apopitoz belirteci olup oldukca spesifiktir. Apopitozisin erken evresinde islev gérmektedir.
TUNEL ile boyanan DNA yikim drinleri ise apopitozisin ge¢ bulgusudur.***Ancak
unutulmamalidir ki, apopitozis kaspaz aktivasyonu olmadan ya da kaspaz-3 disindaki diger
kaspazlar vasitasiyla da gerceklesebilir. Bu durum Kaspaz-3 boyamanin sensitivitesini

dustirmektedir, >>1°
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De Boer ve ark.™, konjestif kalp yetmezlikli hastalarda myokard dokusunda
apoptozisit TUNEL ve Kaspaz-3 boyama ile arastirmis ve TUNEL pozitifligi %68 iken,
Kaspaz-3 ile sadece birkag myositin boyandigint gormustur. Literattrle uyumlu olarak
calismamizda TUNEL boyanma ylzdesi, tim gruplarda Kaspaz-3 boyanma ylzdesinden
yiksek olarak bulunmustur.

Calismamizda sensitivite ve spesifiteyi arttirmak icin TUNEL ve Kaspaz-3 boyama
yontemlerini birlikte kullanarak retinal hiicrelerde apopitozu degerlendirdik. 5 mg/0.05 ml, 10
mg/0.1 ml ve 20 mg/0.2 ml intravitreal anti-TNF ila¢ uygulanan gozlerde, i¢ nikleer tabakada
pozitif boyanan hiicre ylzdesi, BSS grubuna gore her iki boyama yonteminde de istatistiksel
olarak anlamli daha fazla saptandi. D1s nikleer tabakadaki TUNEL pozitif hiicre yizdesi 5
mg/0.05 ml dozda kontrol grubundan farkli degilken; 10 mg/0.1 ml ve 20 mg/0.2 ml dozlarda
kontrole gore artrms TUNEL pozitifligi izlendi. Kaspaz-3 boyamada ise her ¢ dozda da
pozitif boyanan hticre yiizdesi kontrole gore anlamli yuksek bulundu. Dis nukleer tabakadaki
farkliligin bu tabakadaki hicrelerin hentiz erken apopitotik evrede oldugundan Kaspaz-3 ile
boyanirken, TUNEL ile boyanmamus olabileceginden kaynaklandigini disiinmekteyiz.

Golimumab enjekte edilen gbzlerin ganglion hiicre tabakasinda gerek TUNEL gerekse
Kaspaz-3 boyamasinda kontrol grubuna gore pozitif boyanan hiicre yizdesinde anlamli
farkliliga rastlanmamistir. Literatirde ganglion hicre tabakasimin histolojik olarak
incelenmesi genellikle glokom modellerinde calisilmis olup, ganglion hiicresi Uzerine ilag
toksisitesinin arastirildig: sinirli sayida calisma meveuttur. Giansanti ve ark.**®, 2mg ve 3 mg
Infliksimab ile enkiibe edilen ARPE-19 (retina pigment epiteli) ve RGC-5 (ganglion hiicre)
hlicre serilerinde apopitozis gosterges olan Kaspaz-3' i Western Blot analizi ile incelenmis ve
artmig proteolitik aktiviteye rastlamamistir; ancak bu bulgunun apopitoza giren hticrenin doku
fagositleri tarafindan temizlenmesine bagli olabilecegi belirtilmistir.

Chang ve ark.™ tek doz ya da rekiirren dozlarda intravitreal 125 mikrogram
Bevacizumab enjeksiyonu yaptiklar: rat ¢alismasinda ganglion hiicre sayisinda kontrole gore
diistis gdrmemislerdir. Schnichels ve ark.'®, ti¢ farkli okdiler hiicre kiilturii (GHT, RPE, FT
kilturt) Uzerinde Aflibercept’in farkli dozlarda (0.125, 0.5, 2 mg) etkisinin degerlendirildigi
caismada hicre morfolojisinin - degismedigi  ve hicrelerde apopitozun  artmadigi
gosterilmistir.

Ganglion hicrelerinin kaspaz bagimli apopitoza ugradig: optik sinir kesisi, gegici goz
ici basinci yaratilarak olusturulan iskemi-reperfiizyon hasari1 ve okller hipertansiyon gibi
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hayvan modellerinde gosterilmistir.*®** Tezel ve ark.™® ganglion hiicre éliimiinde, kaspaz
bagimsiz yolaklarin varligimt arastirdiklar: in vitro rat GH kdltari modelinde, hicreleri
hipoksi ile uyararak apopitozisi indiklemis ve ortama verilen cesitli kaspaz inhibitorleri
sonrast apopitoz hizinin azalmis oldugunu gormustir. Ancak 48 saat sonunda htcrelerin
%70'inden azinda canlilik oldugunu tespit ederek, apopitozisin tamamen inhibe
edilemedigini, dolayistyla ganglion hiicrelerinde kaspaz bagimsiz bir yolak olabilecegini
bildirmistir.

Martinez-Ferndndez ve ark.*®® Zaprinast (Fosfodiesteraz 6 inhibitorii) ile domuz
gozlerinde olusturduklar1 deneysel retina dejenerasyonu modelinde, retina eksplantlarinin
kultir ortaminda 2 pg/mL infliksimab ile enkiibasyonu sonrasi, 6zellikle dis nilkleer tabaka
olmak Uzere tim retina katmanlarinda TUNEL pozitif hiicre sayisinda azalma gorulmuistur.
Ayrica 6zellikle i¢ nikleer tabakada kaspaz-3 pozitif hiicre sayisinda azalma gozlenmistir. Bu
iki bulgudan yola ¢ikilarak TNF-o’ nin hticre 6lumint dis nikleer tabaka ve ganglion hiicre
tabakasinda kaspaz-bagimsiz, i¢ nikleer tabakada ise kaspaz bagimli olarak indikledigi 6ne
suralmustdr.

Roh ve ark.**” episkleral ventz koterizasyonla olusturduklar: akut glokom modelinde,
g6z ici basing yuksekliginin optik sinir basi ve retinada TNF-o ekspresyonunda artisa neden
oldugunu gozlemlemistir. TNF etkisi ile bdlgeye go¢ eden makrofa) ve mikroglialarin aksonal
hasar ile ganglion hiicre 6limund indikledigini; sistemik olarak verilen Etanercept’in TNF-
a’y1 bloke ederek ganglion hiicre 6limiinde azalmaya yol actigini dolayisiyla noroprotektif
0zelligi oldugunu bildirmistir.

Martinez-Fernandez ve ark.'®®

murin otozomal resesif RP modelinde uygulanan
intraperitoneal Adalimumab tedavisinin DNT daki TUNEL pozitif hicre sayisim anlamli
olarak azalttigini, boylece fotoreseptor canliligint korudugunu gostermistir.

Koizumi ve ark.'®®, subkiitan yolla lipopolisakkarit enjekte ederek (iveit modeli
olusturduklar: sicanlarda TUNEL ve Kaspaz-3 boyama ile ganglion hiicre, vaskiler endotel
hiicre ve i¢ nikleer tabakada apopitotik hlicrelerde kontrole gore artis saptamislardir. Aym
hayvanlar Etanercept ile tedavi edildiklerinde apopitotik hiicre sayisinda anlamli azalma
gordlmistar.

Calismamizda ganglion hiicre tabakasindaki Kaspaz-3 pozitif hiicre ytzdesinde
kontrol grubuna gore farklilik saptanmamasi, siiregte kaspaz bagimsiz mekanizmalarin etkin

olabilecegini dusundurebilir. Ancak bdyle bir durumda, bulgularimizin aksine TUNEL
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boyama yulzdelerinde iki grup arasinda farklilik beklenmelidir. Calisma grubu goézlerinde
ganglion hiucre miktar1 kontrol grubuna gore azalmis olsa da, iki grup arasinda anlamli
farklilik bulunmamustir. Bu durum TNF antagonizmasinin bahsedilen ¢alismalarda gosterilen
noroprotektif etkisi ile agiklanabilecegi gibi; ganglion hicrelerinin analiz edilen diger
tabakalardaki hiicrelere gore (INT ve DNT) normal retinada az sayida bulunmasi ile de
aciklanabilir.

H&E, TUNEL ve Kaspaz-3 ile boyamada artan doz ile hticre sayisinda anlamli azalma
ya da apopitotik hiicre ylzdesinde anlamli artis gortlmemesi, intravitreal Golimumab’in
toksisitesinin test edilen 5 mg, 10 mg ve 20 mg igin doz bagimli olmadigin
dustindirmektedir. Ancak bu bulgunun, daha genis bir doz araliginda ilacin enjekte ediligi
daha fazla sayida grup ile kurgulanacak calismalar ile desteklenmesi gerektigini
dustinmekteyiz.

Literatirde intravitreal enjekte edilen ilaglarin elektron mikroskopik diizeyde
etkilerinin incelendigi calismalar oldukca sinirl sayidadir. Melo ve ark.*? intravitreal 100 g,
400 pg Infliksimab ya da BSS enjeksiyonu (kontrol) yaptiklari 10 parmak maymun
(marmoset) gdziinde TEM incelemelerinde kontrol grubunda tim retina katmanlarimn normal
oldugunu gozlemlemistir. RSLT, fotoreseptorler, RPE, siliyer cisim epiteli ve optik sinir tim
gbzlerde normal izlenmistir. 1. ve 7. ginde RPE hicrelerinin intraselUler yapisi ve hiicreler
arasi baglantilarimin korundugu gozlenmistir. Ekstraseltiler alanda vakuol olusumu gozlenmis
ancak bu bulgunun gerek ilag enjekte edilen gerekse kontrol gozlerinde mevcut oldugu
vurgulanmustir.

Yu ve ark!™

intravitreal triamsinolon asetonid (TA) toksisitesini inceledikleri
calismalarinda 0.5 mg ve 1 mg TA gruplarinda, salin enjekte edilen kontrol grubuna gore
TEM ile hicresel yapida farklilik gordlmedigini; ancak 4 mg, 8 mg ve 20 mg TA enjekte
edilen gruplarda fotoreseptor dis segment yapisinin bozuldugunu ve subretinal aralikta
nekrotik debri birikimi oldugunu bildirmislerdir. RPE hicrelerinde genis lipid damlalar:
gorulmustur. I¢ retina katmanlar: normal izlenmistir.

Avcr ve ark.'™ 1.25 mg ve 3.0 mg intravitreal Bevacizumab'in retina izerine
morfolojik etkilerini elektron mikroskopik olarak degerlendirdikleri galigmalarinda, kontrol
grubunda retina morfolojisini normal olarak izlerken, ilag grubunda fotoreseptor ic

segmentlerinde  mitokondrial sisme ve krista yamsinda dizensizlesme oldugunu
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bildirmiglerdir. Aym calismada Kaspaz-3, Kaspaz-9 ve Bax protein ekspresyonunda FT,
DNT, DPT’ de yogun artis gorulirken, kontrol grubunda minimal boyanma izlenmistir.

Calismamizda Golimumab ve BSS enjekte edilen tavsan gozlerinde cesitli retina
katmanlar1 ve hiicreleri TEM ile degerlendirilmistir. ilag grubunda hiicre hasar1 bulgusu olan
myelin figlr ve karyoreksis gozlenirken, kontrol gdzlerine gore hiicreler arast boslugun arttigi
ve i¢ ve dis nikleer tabakalarda hiicre sayisinin azaldig izlenmistir.

Tavsanlarda retina daha az vaskiler olup vitreus boslugu daha kiiclk iken, lens daha
blyik yapidadir. Bu faktorler insanlara gore ilaglarin farmakokinetiginin farkli olmasina
neden olabilir. Ancak literatirdeki karsilastirmali calismalar tavsan gozinin intravitreal
farmakokinetikleri (klerans, dagilim volumu, yar1 6mir) ¢alismak icin yararli ve etkin bir
hayvan modeli oldugunu gostermektedir.>** Ancak uyguladigimiz anti-TNF
ilag insan TNF'ine yonelik oldugundan, tavsan TNF'ine afinitesi degiskenlik gosterebilir. Bu
durum ilag toksisitesini degerlendirdigimiz calismamizda 6nemli bir karistirici etken olarak
gorinmese de, ileride yapilabilecek etkinlik ¢calismalarinda gdz 6ntinde bulundurulmalidir.

Calisma siremizin 1 hafta olmasi, uygulachigimiz doz ¢esitlerinin sinirli olmast,
anatomik toksisite bulgularinin fonksiyonel testler (ERG, OCT vb) ile desteklenmemis olmasi

calismamizin kisitliliklarin olusturmaktadr.

L. SONUCLAR
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1

CGalismada intravitreal anti-TNF ilag uygulanan tavsan gozlerinde, 151k mikroskobunda
makroskopik olarak retina tabakal arinda kayba rastlanmagh.

Tim dozlarda (5 mg/0.05 ml, 10 mg/0.1 ml ve 20 mg/0.2 ml), BSS enjeksiyonu yapilan
kontrol gozlerine gore, Golimumab enjekte edilen gozlerde, H& E boyamada dis ve i¢ nikleer
tabakalarda azalmis hiicre sayisi gorulirken; ganglion hiicre sayisinda anlamli farklilik
g6zlenmedi.

Tavsan gozlerinin, apopitotik strecteki DNA fragmantasyonunu gosteren TUNEL
boyama teknigi ile yapilan incelemelerinde; 5 mg/0.05 ml, 10 mg/0.1 ml ve 20 mg/0.2 ml
intravitreal anti-TNF ilag uygulanan gozlerde, i¢ niikleer tabakada TUNEL pozitif boyanan
hiicre sayist BSS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli daha fazla saptandi. Dis nikleer
tabakadaki TUNEL pozitif hicre sayiss 5 mg/0.05 ml dozda kontrol grubundan farkl:
degilken; 10 mg/0.1 ml ve 20 mg/0.2 ml dozlarda kontrole gore artrus TUNEL pozitifligi
izlendi.

Dis nukleer tabakada 5 mg/0.05 ml grubuna gore, 10 mg/0.1 ml ve 20 mg/0.2 ml
gruplarinda TUNEL pozitif boyanan hticre yizdesinde anlamli artis mevcutken, 10 mg/0.1 ml
ve 20 mg/0.2 ml gruplarinin kendi arasinda TUNEL pozitifligi agisindan anlamlt farklilik
saptanmad.

Kaspaz-3 ile yapilan imminohistokimyasal incelemede; 5 mg/0.05 ml, 10 mg/0.1 ml ve
20 mg/0.2 ml intravitreal anti-TNF ilag uygulanan gozlerde hem dis hem de i¢ nikleer
tabakada, kontrol grubuna goére apopitotik sirece gidisin gostergesi olan Kaspaz-3
tutulumunda istatistiksel olarak anlaml: artis tespit edildi.

Golimumab enjekte edilen gozlerin ganglion hiicre tabakasinda gerek TUNEL gerekse
Kaspaz-3 boyamasinda kontrol grubuna gore pozitif boyanan hiicre yizdesinde anlamli
farkliliga rastlanmadi.

Intravitreal Golimumab uygulamasinin, 5 mg/0.05 ml, 10 mg/0.1 ml ve 20 mg/0.2 ml
dozlarinda retina fotoreseptor ve bipolar hiicrelerine toksik etkisinin oldugu sonucuna varildi.
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