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DOKU PLAZMINOJEN AKTiVATORLERININ RETINA PIGMENT
EPITEL HUCRELERI UZERINDEKI SITOTOKSIK, GENOTOKSIK VE
APOPTOTIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

OZET

Amag¢: Bu calismanin amaci, farkli konsantrasyonlardaki rekombinant doku
plazminojen aktivatorlerinin (rtPA) insan retina pigment epitel (RPE) hiicreleri

tizerindeki sitotoksik, genotoksik ve apoptotik etkilerini arastirmaktir.

Gere¢c ve Yontem: Bu calismada alteplaz ve tenekteplazin insan RPE hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkisi luminometrik ATP testiyle, genotoksik etkisi alkalen tekli
hiicre jel elektroforez (Comet Assay) yoOntemiyle, apoptotik etkisi akridin
turuncusu/etidyum bromiir yontemiyle Ol¢iildii. Ek olarak, mitokondriyal membran
potansiyeli (MMP), hiicre ici kalsiyum (Ca®") ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
seviyeleri farkli florometrik yontemlerle ve glutatyon (GSH) seviyeleri ise

luminometrik yontem ile tayin edildi. Ayrica inflamasyon belirtegleri incelendi.

Bulgular: Alteplaz ve tenekteplaz doza bagimli olarak RPE hiicrelerinde GSH ve
MMP seviyelerini anlamh sekilde diisiiriirken, sitotoksisite, DNA hasari, apoptoz,
hiicre i¢i Ca®" ve ROS diizeylerini anlamli derecede arttirmustir. Ayrica yiiksek
konsantrasyonlardaki alteplazin, tenekteplaza gore daha fazla sitotoksik, genotoksik

ve apoptotik etkilere sahip oldugunu tespit ettik.

Sonug: Bulgular hem alteplaz hem de tenekteplazin RPE hiicrelerinde doza bagli
olarak sitotoksik, genotoksik ve apoptotik etkilere sahip oldugunu gostermistir.
Calismamaiz, alteplaz ve tenekteplaz molekiilerinin RPE hiicrelerinde apoptotik yolu
indiikleyen MMP azalmas1 ve Ca?" artis1 ile sitotoksisite ve DNA hasarini indiikleyen
hiicre i¢i ROS diizeyinin artis1 ve GSH diizeyinin azalmasini bir arada gostermesi
nedeniyle literatiire 151k tutmustur. Ayrica ¢aligmamizda yiiksek konsantrasyonlarda
uygulanan alteplazin tenekteplaza gore sitotoksik, genotoksik ve apoptotik etkilerinin
daha fazla oldugu gosterilmistir. Bu bulgular, rt-PA molekiillerinden tenekteplazin

klinik kullanimda daha giivenli olabilecegine isaret etmektedir.

Anahtar kelimeler: Doku plazminojen aktivatorleri, Retina pigment epiteli, Toksisite

xii



INVESTIGATION OF CYTOTOXIC, GENOTOXIC AND APOPTOTIC
EFFECTS OF TISSUE PLASMINOGEN ACTIVATORS ON RETINA
PIGMENT EPITHELIAL CELLS

SUMMARY

Objective: The aim of this study is to investigate cytotoxic, genotoxic, and apoptotic
effects of different concentrations of recombinant tissue plasminogen activators (rtPA)

on human retina pigment epithelial (RPE) cells.

Materials and Methods: In this study, the cytotoxic effect of alteplase and
tenecteplase on human RPE cells was measured by luminometric ATP test, the
genotoxic effect was measured by alkaline single-cell electrophoresis (Comet Assay)
method, and apoptotic effect by acridine orange/ethidium bromide method. In
addition, mitochondrial membrane potential (MMP), intracellular calcium (Ca ?*), and
reactive oxygen species (ROS) levels were measured by different fluorometric
methods, and glutathione (GSH) levels were determined by the luminometric method.

Also, inflammation markers were examined.

Results: Alteplase and tenecteplase reduced statistically significantly GSH and MMP
levels while increased cytotoxicity, DNA damage, apoptosis, intracellular Ca 2* , and
ROS levels in RPE cells dose-dependent manner. In addition, we found that alteplase
at high concentrations had more cytotoxic, genotoxic, and apoptotic effects than that

of tenecteplase.

Conclusion: The findings showed that both alteplase and tenecteplase have a dose-
dependent cytotoxic, genotoxic and apoptotic effec on RPE cells. This study sheds
light on the existing literature in the sense that it presents concomitantly the MMP
decrease and Ca?* increase of the alteplase and tenecteplase molecules which induces
the apoptotic pathway in the RPE cells and the increase of the intracellular ROS level
and the decrease of GSH level inducing cytotoxicity and DNA damage. Moreover, this
study shows that alteplase applied at high concentrations have more cytotoxic,
genotoxic and apoptotic effects than the tenecteplase. These findings point to the

potential reliability of the tenecteplase, one of the rt-PA molecules, in clinical use.

Keywords: Tissue plasminogen activators, Retinal pigment epithelium, Toxicity
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1. GIRIS VE AMAC

Subretinal kanama, retinal ve/veya koroidal dolagimdaki patolojiler sonucu olusan
ve oOzellikle ileri yas hasta grubunda ciddi gorme kaybina yol agabilen
komplikasyonlardan biridir. Subretinal kanama siklikla yasa bagli makiila
dejenerasyonuna (YBMD) sekonder gelisen koroidal neovaskiilarizasyondan (KNV)
kaynaklanmaktadir. Ayrica, retinal arteriyolar makroanevrizma (RAM), kiint travma,
miyopik KNV, olasi1 okiiler histoplazmozis sendromu, valsalva retinopatisi, goz igi
tiimorler ve skleral ¢cokertme cerrahisi gibi bazi cerrahiler sonras1 komplikasyon olarak
goriilen postoperatif kanamalar gibi ¢ok cesitli patolojiler sonucunda da subretinal
kanama gelisimi izlenebilmektedir [1-2]. Subretinal kanama sonucu hemoglobinin
parcalanmasiyla ac¢iga ¢ikan serbest demir iyonu fotoreseptdrler igin toksik etki
gostermektedir. Retina alt1 kanama ayn1 zamanda fotoreseptorlerle koryokapillaris
arasindaki oksijenin, besin maddelerinin ve atiklarin degisimini engelleyen bir
diftizyon bariyeri olusturur. Kan, dis retina tabakalar1 ile retina pigment epiteli (RPE)
arasindaki diflizyonu bloke ederek zamanla fotoreseptor atrofisine neden olmaktadir.
Diger bir hasar mekanizmasi ise retina altindaki kanda bulunan fibrin aginin kontrakte

olmastyla fotoreseptorlerde yirtilmalara neden olmasidir [3-5].

Subretinal kanamanin dogal seyrinde prognoz kotidir. Gorsel prognoz,
baslangictaki goérme keskinligine, kanamanin boyutuna ve konumuna, kanamanin
baslangici ile tedavi arasindaki siireye, eszamanli 6n veya arka segment tutulumuna
baghdir. Ozellikle YBMD zemininde gelisen ve/veya masif seyreden subretinal

kanamalar, ileri derecede gérme kayb1 ile sonuglanmaktadir [1,6].

Subretinal kanama gelisen retina altindaki kanin fotoreseptorleri ve RPE’ye kalict
olarak zarar verme riski nedeniyle kanin bu plandan optimal zamanda uzaklastirilip

fotoreseptorlerin ve dolayistyla gérme islevinin korunmasi 6nem tasimaktadir.



Glinlimiizde subretinal kanamanin tedavisinde konsensus olusturulmus standart
bir tedavi prosediirii olmamasina ragmen; genellikle kiiclik kanamalarin tedavisinde
intravitreal vaskiiler endotelyal biliylime faktori inhibitorlerinin (anti-VEGF)
enjeksiyonu ve gaz/ rekombinant doku plazminojen aktivatori (rt-PA) enjeksiyonu,
daha genis ve kalin kanamalarin tedavisinde ise vitrektomi ile beraber
intravitreal/subretinal rt-PA enjeksiyonu ve pnomatik yer degistirme prosediirii tercih

edilmektedir.

Fibrin-spesifik trombolitik aktivitesi olan rtPA, plazminojen ile reaksiyona
girdiginde plazmin olusur ve fibrini eriterek kan pihtisinin likefiye olmasini saglar.
Boylece; vitreus kavitesine veya subretinal alana enjekte edildiginde, kan pihtisinin
¢cOziinmesi ve intravitreal gazin ylizey gerilimi ile yer degistirerek uzaklastirilmasi
kolaylasir. Akut miyokard enfarktiisii, akut pulmoner emboli ve akut iskemik inme
tedavisinde yerini almis alteplaz (Actilyse, Boehringer Ingelheim, Ingelheim,
Almanya), subretinal kanamanin tedavisinde de siklikla kullanilan rt-PA molekiiliidiir
[7]. Son yillarda, alteplazin bazi eksikliklerini gidermek igin {igiincii nesil trombolitik
ajanlar gelistirilmistir. Tenekteplaz; ¢ok noktali mutasyonlara ugramis, rekombinant
DNA teknolojisi ile iiretilmis bir tPA varyantidir. Tenekteplaz (Metalyse, Boehringer
Ingelheim, Sidney, Avustralya) alteplaz ile karsilastirildiginda daha yiiksek fibrin
ozgiilliigiine, diisiik retina toksisitesi potansiyeline ve intravitreal enjeksiyonu takiben
daha yiiksek oranda retinaya niifuz etme yetenegine sahiptir [8-10]. McAllister ve ark.
YBMD'ye bagli subretinal kanama tedavisi icin intravitreal tenekteplaz enjeksiyonlari

uygulamis ve pozitif sonuglarini bildirmistir [11].

Subretinal kanamanin tedavisinde kullanimi yayginlasan rt-PA molekiillerinin
giivenlik profilini belirlemek i¢in yapilan ¢alismalar son yillarda hiz kazanmistir. Rt-
PA molekiilerinin dig retina ve RPE’ye potansiyel toksisitesi ¢ok sayida hayvan
calismasi ile belgelenmistir. Yapilan bazi hayvan calismalari subretinal kanama
tedavisinde intravitreal 25-50 pg ve daha diisiik dozlarda alteplaz kullaniminin olumlu
bir giivenlik profiline sahip oldugunu gostermistir. Lewis ve ark. bir tavsan modelinde
25 veya 50 ug dozlarinda subretinal uyguladugi rt-PA ile hi¢gbir morfolojik retina
toksisitesi kaniti gézlemlemedigini raporlamistir [12]. Alteplaza gére avantajlart
gosterilmis olan tenekteplaz molekiiliiniin giivenli doz araligini belirlemek i¢in yapilan
hayvan calismalar1 da mevcuttur. Rowley ve ark. tavsanlara uygulanan 50 ug

tenekteplaz dozunun giivenli oldugunu gostermistir [9]. Ancak hayvan tiirleri,



insanlardan 6nemli Olgiide daha kiiglik vitreus hacmine sahiptir. Bu nedenle,
insanlarda kullanilacak intravitreal ila¢ konsantrasyonlar1 hayvan c¢alismalarinda
kullanilan konsantrasyonlar ile esdeger olmayacaktir. Bununla birlikte, insanlarda
retina toksisitesi degiskendir ve bazi yazarlar tarafindan terapotik dozlar olarak kabul
edilen dozlarda toksik etkiler bildirilmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda intravitreal rt-
PA uygulanan hastalarda, eksiidatif retina dekolmani, RPE hiperpigmentasyonu, RPE
degisiklikleri ve elektroretinografide b dalga kaybi gibi retina toksisitesi belirtileri

raporlanmustir [13].

Literatlir gbzden gegirildiginde, rtPA kaynakli RPE toksisitesini arastiran in vitro
calismalarin smirli oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle ¢alismamizda, iki farkli rt-PA
molekiiliiniin( alteplaz ve tenekteplaz) RPE iizerindeki sitotoksik, genotoksik ve
apoptotik etkilerini ve bu etkilere neden olabilecek mekanizmalari in vitro deneylerle

incelemek amaglanmastir.



2.GENEL BILGILER

2.1 Retinanin Topografik Anatomisi ve Histolojisi

Retina, postmortem goézlerde dekole edilmis retinanin ag yapisina benzer
ozellikler gbstermesi nedeniyle Yunanca ag anlamina gelen “rete” kelimesinden koken
almistir. Retina; goziin en i¢ yiizeyini kaplayan, 15181 algilamay1 saglayan 6zellesmis
hiicrelerden olusan seffaf bir yapidir. I¢ yiizeyi vitreus korteksi ile baglantili iken, dis
kismi Bruch membrani araciligiyla koroide komsudur [14]. Retinanin seffaf yapisi
nedeniyle vaskiilarize bir yap1 olan koroid bu komsulugu ile fundus muayenesinde
kirmizi refle olusturmaktadir. Retina periferden arka kutba dogru yaklastik¢a anatomik

ve histolojik olarak degisiklikler gdsterir.
Retina topografik olarak 3 boliimde incelenebilir:

1. Makula (Area santralis, makula lutea)
2. Periferik retina

3. Oraserrata

2.1.1. Makula (Area santralis, makula lutea)

Makiila anatomik olarak, alt ve iist temporal arkadlar arasinda optik sinir basi
merkezinden 4 mm temporal ve 0,8 mm inferiorda yer alan, horizontal ¢ap1 5,5 mm
olan santral retina alanidir. Sinir lifi tabakasinin bulunmamasi, buna karsilik iki veya
daha fazla ganglion hiicre tabakasina sahip olmasi nedeniyle diger retina bolgelerinden
histolojik olarak ayrilir. Bu bolge perifer retinaya gore daha yiiksek
konsantrasyonlarda karotenoid pigmentler (lutein ve zeaksantin) icermesi nedeniyle

‘makiila lutea’ olarak da adlandirilir [15].

Makroskopik olarak keskin sinirlarla ayrilamamakla birlikte, makiilayr anatomik
olarak farkli boliimlerde incelemek fonksiyonel anatominin de daha 1yi anlagilmasina
katkida bulunacaktir. Bu boliimler periferden santrale dogru perifovea, parafovea,
fovea, foveal avaskiiler zon (FAZ) , foveola ve umbo olarak siralanmaktadir(Sekil 2-

1).



PARAFOVEA

PERIFOVEA

Sekil 2-1: Makiilanin Topografik Anatomisi

Perifovea, parafoveayr c¢evreleyen yaklasik 1,5 mm genisligindeki dairesel
alandir. Makiilanin perifer sinirin1 olusturmaktadir. Bu bolge birkag kat ganglion hiicre

tabakasi ve 6 kat bipolar hiicre tabakasi igermektedir.

Parafovea, foveay1 ¢evreleyen 0,5 mm genisligindeki alandir. Parafoveal bolgede

4-6 kat ganglion hiicre tabakas1 ve 7-10 kat bipolar hiicre tabakas1 bulunmaktadir.

Fovea, makulanin merkezinde retinanin i¢ yiizeyinde hafif depresyon olusturan
anatomik bolgedir. Bu bolge yaklasik 1.5 mm ¢apinda (optik disk boyutu), ortalama
250 Mm kalmhigindadir. I¢ yiizeyi retina tabakalarinin incelmesine bagli olarak
konkavdir. Yaklasik 22°° lik bir konkaviteye sahip olan bu alanda koni ve miiller

hiicreleri yogun miktarda bulunurken, basil hiicreleri bulunmamaktadir.

Foveola, foveanin santralindeki 0.35 mm capindaki alana verilen isimdir. Bu alan
retinanin en ince bdlgesi olup ganglion hiicre tabakasi ve i¢ niikleer tabakadan
yoksundur. Bu bolge koroidden beslenir, vaskiiler yap1 icermez. Bu avaskiiler alanda

uzamig ve dis limitan membran ile baglanti kurmus yogun koni paketleri

bulunmaktadir [16].

Umbo; foveolanin merkezinde yaklasik 150-200 pm c¢apindaki ¢ukurluga verilen
isimdir. Umbo makiilanin tam merkezini temsil etmektedir. Fundus muaynesinde
goriilen foveolar 151k reflesine karsilik gelir. Koni hiicrelerinin en yogun bulundugu

bolge olmasi nedeni ile en yiiksek géorme keskinligini saglayan noktadir.
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FAZ, makiilanin kapillerlerden yoksun ve etrafi retinal kapiller ag ile ¢evrili
bolgesini tanimlar. Fovea icinde foveolayr da kapsayacak sekilde yerlesmistir. Bu
bolgenin net sinirlar1 6zellikle floresein anjiyografi’nin erken fazlarinda tespit

edilebilir. Yasla birlikte boyutlar1 degisse de yaklasik 600 mm ¢apindadir [17].

2.1.2 Ora Serrata

Ora serrata; retina ve silyer cisim arasinda yer alan dentat prosesler adi verilen
girinti ve ¢ikintilara sahiptir alan olup, nazalde 0.7-0.8 mm, temporalde ise 2.1 mm
genisligindedir. Ora serratanin optik sinire olan ortalama uzakligi nazalde 27 mm,
temporalde 32.5 mm, st ve altta 31 mm’dir. Ora serratada fotoreseptorler yer almaz.
Bu alanda norosensdriyel retinanin ¢ok katli yapisi aniden pigmentsiz siliyer epitele

doniistir.

2.1.3 Periferik retina

Vaskiiler arkadlar disinda kalan retinal alan periferik retina olarak adlandirilir.

2.2 Retinanin Yapisal Hiicreleri ve Tabakalari

Retina, dis kisminda RPE ve i¢ kisminda nérosensdriyel retina olmak iizere 2
boliimden olugmaktadir. Norosensoriyel retina periferde ora serratada non-pigmente
siliyer epitel ile devam ederken posteriorda sinir lifi tabakasi hari¢ optik sinir baginda
sonlanir. RPE hiicrelerinin apikal yiizeyleri ve ndrosensoriyel retina arasinda olusan
potansiyel bosluk ‘subretinal alan’ olarak isimlendirilir. Norosensoriyel retina ile RPE
arasinda anatomik bir baglanti bulunmamakta, sadece optik sinir ve ora serrata

bolgesinde siki yapisiklik goriilmektedir.

Norosensoriyel retina incelendiginde her biri farkli fonksiyona sahip ve belirli bir
diizen igerisinde dizilmis ¢esitli hiicre gruplarindan olustugu goriiliir. Norosensoriyel
retinanin farkli tabakalarinda 5 temel hiicre grubu yer almaktadir; fotoreseptor
hiicreler, bipolar hiicreler, horizontal hiicreler, Amakrin hiicreler ve ganglion hiicreleri
[18].

Retinada fotoreseptdrler en dista, bipolar hiicreler ortada, ganglion hiicreler ise en
icte organize olmuslardir. Bu hiicreler arasindaki baglantiy1 saglayan sinaptik yapilar

ise retinanin pleksiform tabakalarini olusturmaktadir. Bu sinir hiicreleri ve sinapslar



gorsel bilginin fototransdiiksiyonunu yiiriitmek i¢in hassas bir sinir ag1 olarak birlikte

islev gortir [19].

Norosensoriyel retinay: sinapslar araciligiyla baglanmis, birbirine komsu dokuz
belirgin tabakaya ayirarak inceleyebiliriz. Bu tabakalarin icte RPE’den dista vitreusa

dogru siralanisi su sekildedir (Sekil 2):
1. Fotoreseptor hiicre tabakasi

2. Di1s limitan membran

3. Dis niikleer tabaka

4. Dis pleksiform tabaka

5. I¢ niikleer tabaka

6. I¢ pleksiform tabaka

7. Ganglion hiicre tabakasi

8. Sinir lifi tabakasi

9. I¢ limitan membran

i¢ sinirlayici membrant
Sinir lifi tabakasi

Gangliyon hiicre el
tabakasi

¢ pleksiform taba

Ig nokleer tabaka =<

) Horizontal hiicre
Dis pleksiform —{
tabaka 3

Dig nikleer tabaka—=<

Dis sinirlayici
membran 1= —* Koni hucresi
Fotoreseptor dis
segment tabakas! Rod hacresi
Retina pigment
epge%‘ Bruch membran
Koryokapillaris

Retina pigment epiteli arasi siki baglanti (tight junction)

Sekil 2-2: Retina Tabakalar1.



2.2.1 Fotoreseptor Hiicre Tabakasi

Fotoreseptor hiicre tabakasi, basil ve koni olarak adlandirilan yiiksek diizeyde
Ozellesmis noroepitelyal hiicrelerden olusmaktadir. Fotoreseptorlerin temel islevi bir
dizi karmagik fotokimyasal reaksiyonlar sonucunda fotopik uyariyr merkezi sinir
sistemi tarafindan yorumlanabilen elektriksel iletiye doniistiirerek (fototransduksiyon)
gorme fonksiyonunu saglamaktir. Yiiksek 1sik hassasiyetine sahip, tek bir fotona bile
duyarli olan basiller los 1s1ktaki gérmeden (skotopik gérme) sorumlu hiicrelerdir. Buna
karsilik koniler basillere gore 1s1ga 100 kat daha az hassas olup, parlak 1siktaki

gormeden (fotopik gérme) sorumludurlar [20].

Fotoreseptorler dis segment, i¢ segment, sinaptik terminal ve niikleus olmak tizere
dort hiicresel kompartmandan olusur. Dis segment, fotonlarin yakalandigi ve
fototransdiiksiyon kaskadimin basladig1 yerdir. I¢c segment ise metabolik faaliyetlerin
stirduriildiigii boliimdiir. Fotoreseptor dis segmentlerinin iki 6nemli baglantis1 vardir.
Bunlardan biri i¢ ve dis segment arasinda ‘siliyum’ ad1 verilen ince bir sitoplazmik
kopriidiir. Digeri ise dis segmenti RPE’den ayiran glikoprotein igerikli hiicre dis1
matriks ile olan baglantidir. D1s segmentte bulunan en 6nemli membran protein yapisi
rodlarda rodopsin, konlarda da renk pigmentleri olan opsinlerdir. Membranlardan
difiize olarak transdusin aktiflenmesi ve 151k sinyalinin amplifiye edilmesini saglarlar.
Diger membran proteinleri yine fototransdiiksiyonda gorevli olan guanilil siklaz,
transdusin, fosfodiesteraz 6, recoverin, guanilil siklaz aktive edici proteinlerdir.
Sinaptik terminal, serit (ribbon) olarak adlandirilan ve i¢inde glutamat vezikiillerini
barindiran yapilari i¢erir. Glutamat salinimai ile ikinci sira retinal néronlara (bipolar ve

horizontal hiicreler) eksitator sinyaller iletilir [21].

Basiller 100-120 um uzunlugundadir. D1 segmentlerinde yaklasik 1000 adet disk
ve her bir diskte yaklagik bir milyon adet 1518a duyarli bir pigment olan rodopsin
molekiilii bulunur. Koniler yaklasik 65 - 75 mm uzunlugunda hiicrelerdir. Dis
segmentlerinde bulunan diskleri ¢evreleyen zar plazma membrani ile devamlilik
gosterir. Konilerin en yogun olarak bulundugu bolge fovea iken, basiller retinanin orta

periferinde yogunlagmistir [22]



2.2.2 D1s Limitan Membran

Dis limitan membran 1s1k mikroskobu ile goriilebilen, metabolik bariyer
fonksiyonu olan tabakadir. Gergek bir membran olmayan bu tabaka, fotoreseptorlerin
i¢ segmentleriyle Miiller hiicreleri arasindaki siki baglantilarin kesisme bolgesidir.
Foveada yer alan konilerin dis segmentlerinin uzantilari nedeniyle dis limitan
membran retinanin i¢ yiizeyine dogru bir elevasyon gostermektedir. Bu fenomen fovea

eksterna olarak adlandirilir [16].

2.2.3 Dis Niikleer Tabaka

Basil ve konilerin hiicre govdelerinin ve niikleuslarinin bulundugu tabakadir.
Optik diskin nazal kenarinda bu tabaka 45 um kalinliginda ve 8-9 katli iken, temporal
disk kenarinda 22 um kalinliginda ve 4 katli yapidadir.

2.2.4 Dis Pleksiform Tabaka

Dis pleksiform tabakada fotoreseptdrlerin aksonlart ve bu hiicrelerin bipolar ve
horizontal hiicrelerin dendritleri ile yaptiklari baglantilar yer almaktadir. Boylece
retinanin birinci sira noronlart ile ikinci sira ndronlarinin sinaps yaptigi tabakadir.
Makiilada konilerin aksonlari, i¢ retina ve ganglion hiicrelerinin eksantrik konumlu
noronlarimi karsilamak i¢in oblik bir seyir izler. Bu nedenle, bu bolgede dis plexiform
tabaka daha kalin olarak izlenir ve ‘Henle tabakasi’ olarak adlandirilir (Sekil 3).
YBMD ve diyabetik retinopati gibi retinal patolojilerin Henle tabakasindaki liflerin
organizasyonunu bozdugu bilinmektedir. Ayrica, Henle tabakasi retinadan uzanan
damarlarin u¢ noktasinda yer almasi nedeniyle kistik olusumlarin, kanamalarin ve

eksiida birikimlerinin siklikla goriildiigii bolgedir [23].
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Sekil 2- 3: Henle Tabakas.



2.2.5 I¢ Niikleer Tabaka

I¢ niikleer tabakada distan ice dogru horizontal hiicreler, bipolar hiicreler, Miiller
hiicrelerinin niikleuslar1 ve amakrin hiicreler yer almaktadir. Bipolar hiicreler bu
tabakanin orta segmentinde yer alir ve fotoreseptorlerden aldigi gorsel uyarilar
vertikal olarak i¢ pleksiform tabakaya iletmekle gorevlidir. Amakrin hiicreler ise i¢
segmentte yer alir ve bipolar hiicrelerden aldiklar1 uyarilar1 ganglion hiicrelerine

aktarmakla sorumludur [24].
2.2.6 i¢ Pleksiform Tabaka

Bipolar hiicreler ile gangliyon hiicreleri ve amakrin hiicreler arasindaki
aksodendritik sinapslarin ve amakrin hiicrelerin lateral uzantilarinin yer aldigi
tabakadir. Dolayisiyla ikinci sira ve {igiincii sira noronlarin sinaps bolgesidir. Igerdigi
yogun sinaptik ag nedeniyle dis pleksiform tabakadan daha kalin olarak izlenmektedir.

Fovealada i¢ plexiform tabaka bulunmaz [24].
2.2.7 Ganglion Hiicre Tabakasi

Bu tabakada tiglincii sira ndron olan ganglion hiicrelerinin gévdeleri ve niikleuslari
yer almaktadir. Ayrica ganglion hiicre tabakasinda Miiller hiicre uzantilar1 ve retinal
damar dallanmalar1 goze g¢arpar. Multipolar olan ganglion hiicrelerinin dendritleri
bipolar ve Amakrin hiicrelerin aksonlar1 ile baglantilar yapmaktadir. Ganglion
hiicreleri dendritleri ile aldig1 uyarilari aksonlar1 araciligiyla iletir ve optik sinir halinde
gozii terk eder. Dis ve i¢ niikleer tabakalara gore rolatif olarak ince olan bu tabaka
retinanin biiylik boliimiinde tek kat halinde seyreder. Makiilaya yaklastik¢a kalinligi

artar ve fovea kenarinda 6-8 kat olarak yer alir.

Ganglion hiicreleri boyut, ileti hiz1 ve fonksiyonlarina gére W, X ve Y hiicreleri
olarak ti¢ tip olarak incelenmektedir. Fotoreseptorler tarafindan iiretilen uyarmin
beyindeki gorme merkezine iletilmesini saglayan bu hiicreler 151k uyaris1 olmasa dahi

bazal aktivite gostermektedir [24].
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2.2.8 Sinir Lifi Tabakasi

Optik diske uzanan ganglion hiicre aksonlart sinir lifi tabakasini olustrurular.
Sinir lifi tabakasinin kalinlig1 bolgesel olarak farkliliklar gosterir. Aksonlar optik diske
yaklasirken sinir lifi tabakasinin kalinlig1 artar. En kalin oldugu yer diskin {ist temporal
ve alt temporal kenaridir. Sinir liflerlerinde lamina kribrozaya ulasana kadar miyelin

kilif bulunmamaktadir.

2.2.9 I¢ Limitan Membran

I¢ limitan memban, retina ve vitreus boslugu arasindaki sinir1 histolojik olarak
tanimlayan bir bazal membrandir. I¢ limitan membran, embriyonik gelisim siirecinde
optik sinir aksonlarinin biiyiimesinde ve gangliyon hiicre tabakasimin diizgiin
gelisiminde kritik bir rol oynar [25]. Fonksiyonel olarak i¢ limitan membran, vitreusun
retina ile baglantisini kolaylastiran yapiskan bir tabaka olarak kabul edilir. Bu nedenle,
i¢ limitan membran vitreomakiiler arayiizii etkileyen bozukluklarin patofizyolojisi ile

iliskilendirilmistir [26].

Ic limitan membran 151k mikroskobu ile goriilmez, ancak bazal membran
bilesenlerinin herhangi birine karsi antikorlar kullanilarak immiinositokimya ile
kolayca gorsellestirilebilir. Elektron mikroskobu ile incelendiginde Miiller
hiicrelerinin bazal uzantilarini igeren lamina lucida ve elektron yogun lamina densa

tabakalarindan olustugu goriiliir [27].

2.3 Glial Hiicreler

Glial hiicreler retina icin esansiyel hiicrelerdir. Santral sinir sisteminde yer alan
noroglial hiicreler gibi noronlarin bariyer, beslenme ve yalitim fonksiyonlarinda gorev
alirlar. Ayrica hasar sonrasi sinir dokusunun onariminda ve rejenerasyonunda aktif rol
oynarlar. Retinanin glial hiicreleri embriyolojik koken ve morfolojik agidan mikroglia
ve makroglia olmak {izere iki farkli hiicre grubuna ayrilmaktadir. Bir istisna olarak,
oligodendrositler tavsanlarin miyelinli sinir lifi demetlerinde dordiincii tip glial hiicre
olarak bulunabilir. Makroglia hiicreleri noral krestten koken alir; Miiller hiicreleri ve
astrositleri igerir. Mikroglia hiicreleri ise damar endotel hiicreleri ve perisitler gibi
mezodermden koken almaktadir. Mikroglialar yardimci immiin hiicreler, makroglialar

ise retinal ndronlarin fonksiyonlarini destekleyen hiicrelerdir [28].
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Retinanin baglica makrogliyal hiicreleri olan Miiller hiicreleri, i¢ limitan
membrandan subretinal bosluga kadar radyal olarak uzanan bipolar morfolojide
hiicrelerdir. Niikleuslari i¢ niikleer tabakada yer almaktadir. Miiller hiicrelerinin radyal
uzantilar1 arasinda zoniila adherens tipi baglantilar bulunur. Isik mikroskobunda koyu
boyanan bir ¢izgi olarak goriilen bu yapi1 dig limitan membrani temsil etmektedir.
Miiller hiicrelerinin bazal uzantilar ise i¢ limitan membran lamina lusida tabakasini

olusturmaktadir.

Miiller hiicrelerinin horizontal sitoplazmik uzantilar1 tiim retinal ndron
govdelerini sararak interselliiler bosluklari doldurur. Bu morfolojik iliski, ndronlar ve
Miiller hiicreleri arasinda metabolik siiregler ve gorsel bilginin islenmesi dahil olmak
tizere ¢cok sayida fonksiyonel etkilesime neden olur. Miiller hiicreleri retinal hiicre dis1
ortamin (iyonlar, su, nérotransmitter molekiilleri ve pH regiilasyonu) homeostazinin
saglanmasindan sorumludur. Ayrica, kan retina bariyerinin olusumuna ve
korunmasina katkida bulunur. Miiller hiicreleri ndrotrofik faktorleri salgilayarak ve
attk maddelerin uzaklastirilmasin1  saglayarak ndronlar1 korumaktadir. Miiller
hiicrelerinin destekleyici islevlerindeki herhangi bir bozulma, ndronlarin hastalikli
retinadaki stresli uyaranlara duyarliligini artirarak néronlarin fonksiyon bozukluguna

ve kaybina neden olur [29].

Astrositler retinada vaskiiler yapilar ve noronlar arasinda yaygin olarak
bulunmaktadir. Noronlar ve vaskiiler yapilar arasinda bal petegi benzeri bir iskelet yap1
olustururlar. Morfolojik ve sitoplazmik 6zelliklerine gore fibroz astrosit, protoplazmik
astrosit ve lemmosit olmak iizere siniflandirilirlar. Astrositlerin hiicre govdeleri
ganglion hiicre tabakasinda yer alir ve burada retinal vaskiiler agin gelisimi i¢in gerekli
fonksiyonlar1 yerine getirirler. Retinanin embriyonik gelisimi sirasinda astrositler
optik sinirden biiyliyen kan damarlarina goc¢ eder. Postnatal donemde retina
olgunlagmasi sirasinda, vaskiilarizasyon ile astrositlerin dagilimi arasinda korelasyon
vardir.Dis pleksiform tabaka, dis niikleer tabaka, ora serrata yakinlarinda ve FAZ’ da

astrositler yer almamaktadir [30]

Astrositler retinanin gelisiminde ve fonksiyonunda 6nemli rol oynarlar; ndrotrofik
islevi yerine getirirler, hasarli ndéronlar i¢in mekanik bir destek saglarlar, retinal
mikrogevreyi diizenlerler. Ayrica astrositler plazma membranlarinda ¢ok sayida

potasyum kanali eksprese ederek aktif sinaptik iletim sirasinda agir1 hiicre dist K ™' nin
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uzaklastirilmasina ve noronlarin asir1 uyarilmasinin 6nlenmesine katkida bulunurlar

[31].

Mikroglia hiicreleri mezodermal orjinli olmalari ile diger noroektoderm kokenli
retina hiicrelerinden ayrilir. Mikroglialar mikroorganizmalara karsi konakgi
savunmada dnemli bir role sahip olan intraretinal immiin hiicrelerdir. Istirahat halinde
iken dalli, ¢ikintili morfolojide, retinanin pleksiform tabakalarinda yogunlagmislardir.
Retina hasar1 ger¢eklestiginde aktive olarak ameboid sekil alir, dis retina katlarina ve
subretinal alana migrasyon gosterirler. Premakiiler bolgede bulunan Henle tabakasinda

yer alan tek glial hiicre tipi mikrogliadir. Foveada ise mikroglia bulunmaz [32].

2.4 Retina Pigment Epiteli

Norosensoriyel retina ve Bruch membrani arasinda yerlesmis RPE; igerisinde
melanin pigmentleri igeren tek sira halinde dizilmis, hekzogonal yapida hiicrelerden
meydana gelir. Optik sinirden ora serrataya kadar uzanir ve ora serratadan itibaren

siliyer cismin pigmentli epiteli olarak devam eder.

Eriskin insan goziinde yaklasik 3.5 milyon RPE hiicresi bulunmaktadir. RPE
hiicreleri yasla kaybedilir, diislis yasamin on yili basina toplam RPE'nin yaklasik%
2,3"udiir. Perifer retinada yasla birlikte RPE hiicre yogunlugu azalirken, foveada RPE
hiicre yogunlugunda yasa bagli bir degisiklik gozlenmez. Bu durumun foveadaki RPE
kaybin1 kompanse etmek igin perifer retinadan RPE gog¢li nedeniyle oldugu
diistiniilmektedir. ~ RPE hiicrelerinin boyutlar1 retinadaki konumlarina gore
degismektedir. Foveadaki RPE hiicreleri ince ve uzun yapili iken (14-16 pm
genisliginde, 10-14 um capinda) perifere dogru gidildik¢e daha diiz ve genis (60 um
capinda) yapida izlenirler [33].

Norosensoriyal retina ve RPE, subretinal bosluk olarak adlandirilan potansiyel bir
bosluk ile birbirinden ayrilir. RPE hiicrelerinin apikal yiizeylerinden hem koni hem
basil fotoresptorlerinin dig segmentlerini kaplamak i¢in mikrovilluslar uzanir. Bu
apikal mikrovilluslar RPE’nin yiizey alanim1 30 kat genisletir, boylelikle fotoreseptor
hiicreleri ile fonksiyonel iliski saglanmasi kolaylasir. Her bir RPE hiicresi yaklagik 40
fotoreseptdr hiicresi ile temas halindedir. Fotoreseptorlerin yogunlugu retinanin farkl
bolgelerinde degisse de, her bir RPE hiicresine karsilik gelen fotoreseptor sayisi sabit

kalir. Bu sabitligin fizyolojik 6nemi vardir, clinkii her RPE hiicresi iistteki
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fotoreseptorlere destek fonksiyonu saglamaktan sorumludur [34]. Apikal kisimda
ayrica sitoplazmik filamanlar, mikrotiibiiller ve 1518in absorbsiyonundan sorumlu
oldugu diisiiniilen melanin pigmentleri bulunmaktadir. RPE hiicrelerinin orta kisminda
ise niikleus, sitoplazmik organeller, diiz endoplazmik retikulum, fagozomlar ve

lipofuskin graniilleri yer almaktadir.

RPE hiicrelerinin fonksiyonlar1 tam olarak aydinlatilamamig olmasina ragmen,
gorme fizyolojisinde ve retina hiicrelerinin metabolik islevlerinin siirdiiriilmesinde
kritik 6neme sahip birgcok gorevi iistlendigi gosterilmistir. Bu gorevlerin baslicalari

sunlardir:

a. Fotoreseptor dis segment fagositozu

b. Kan- retina bariyeri

c. Transepitelyal transport

d. Gorsel siklus ve Vitamin A metabolizmasi
e. Oksidatif strese kars: koruma

f. Immiin fonksiyon
g. Biiyiime faktorleri ve sitokinlerin salinimi

a.Fotoreseptor dis segment fagositozu

Fotoreseptorler, membranlara zarar verebilecek serbest radikallerin iiretimine
neden olan radyasyona (1s18a) ve oksijene maruz kalirlar. Ayrica, antioksidan bir
enzim olan glutatyon rediiktaz icermezler ve boylelikle serbest oksijen radikallerine
kars1 savunmasiz hale gelirler [35]. Bu nedenle, fotoreseptorler kronik oksidatif strese
kars1 bir savunma olarak hiicresel yenilenme siirecine ihtiya¢ duyarlar. RPE'nin en
onemli islevlerinden biri fotoreseptor membran dongiisiine aktif olarak katilmaktir.
Her giin fotoreseptorlerin distal ucundaki 100°den fazla dejenere disk RPE tarafindan
fagositozlanirken, yeni diskler sentezlenir [36]. Hiicresel yenileme siirecinin
sirkadiyen bir ritmi vardir. Her bir fotoreseptor hiicresi yaklasik her 14 giinde bir dis
segmentini yeniler [34]. RPE iginde fagosite edilmis diskler fagozom adi verilen
vezikiiller icinde enkapsiile edilirler. Lizozomal enzimler fagolizozom ig¢inde
hapsedilmis olan dis segmentleri hidrolize ederek kiigiik molekiillere doniistiiriir. Bu

kiigik molekiiller hiicre igine dagilarak tekrar kullanilir. Sindirilemeyen atiklar ise
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hayat boyu hiicre i¢inde birikir ve hiicrelerin lizozomal kompartmaninda lipofuksin

graniillerini olusturur [37].
b. Kan- retina bariyeri

Kan-retina bariyeri , optimum retina fonksiyonu i¢in uygun bir ortamin
olusturulmas1 ve siirdiiriilmesinde elzemdir. i¢ kan-retina bariyeri retina endotel
hiicreleri arasindaki siki baglantilardan olusurken; dis kan-retina bariyeri, RPE

hiicreleri arasindaki sik1 baglantilar tarafindan olusturulur.

D1s kan-retina bariyeri iyonlarin ve besin maddelerinin koroidden subretinal
bosluga molekiiler hareketini diizenleme ve filtreleme gorevi goriir [38]. RPE’nin
bariyer fonksiyonunun iki temel yapitasi1 vardir. Birincisi RPE hiicreleri arasindaki siki
kavsak-baglanti kompleksleri, ikincisi ise RPE membran proteinlerinin polarize
dagilimidir. Kavsak baglantilar ti¢ farkli hiicreler arasi baglanti tiirii igerir; zonula
adherens, gap junctionlar ve zonula ocludens [39]. Komsu RPE hiicrelerini baglayan
bu siki baglantilar, plazma bilesenlerinin ve toksik molekiillerin retinaya hareketini
bloke eder ve koroid damar sisteminden dis retinaya ozmotik bir gradyent boyunca
kontrollii bir sekilde madde akisina izin verir. RPE siki  kavsak-baglanti
komplekslerinin molekiillerin paraseliiler hareketini 6nlemedeki rolii, RPE hiicrelerini

dis kan-retina bariyerinin anahtar hiicresi haline getirir.
c. Transepitelyal transport

RPE hiicrelerinin diger bir 6nemli gorevi; norotransmitterleri, iyonlar1 ve suyu
subretinal alandan koroid dolasimina tasiyarak iyon dengesinin ve hemostazin
korunmasini saglamaktir. Ayrica subretinal alanda biriken toksik metabolik atiklarin
temizlenmesinde gorevli bir ¢ok transport proteinini yapisinda bulundurarak
norosensoriyel retinayr koruyucu fonksiyon goriir RPE'nin tagima fonksiyonunun iyi

diizenlenmis bir retinal mikro ¢evre igin kritik 6neme sahiptir [40].

RPE'nin su tagima kabiliyeti ¢cok giigliidiir ve RPE, siviyr 6nemli bir hidrostatik
veya ozmotik basin¢ derecesine kars1 pompalayabilir. Bununla birlikte, RPE bariyer
fonksiyonu bozulursa goz i¢i basinci ve koroidden ozmotik gradyent nedeniyle sivi
subretinal boslugu daha hizli terkedecektir. Bagka bir ifadeyle, retinanin ndral ortamini
korumak i¢in siki kavsaklar gereklidir ve bunlar mevcut oldugundan, subretinal
boslugu kuru tutmak icin RPE tarafindan aktif tasinmaya ihtiya¢ vardir. Bu islevler

icin gerekli vektoriyel kuvvet, RPE hiicrelerinin apikal ve bazolateral bolgelerindeki
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kanallarin ve tastyicilarin asimetrik dagilimina baglhdir. Su ve elektrolitlerin subretinal
araliktan disariya aktif olarak pompalanmasi Na*/K* pompasi ve HCO3 transport
sistemi ile gerceklestirilir. Ayrica, eriskin ve fetal RPE hiicrelerinde tespit edilmis
membran proteini olan Aquaporin 1, suyun transportunda bir kanal gérevi goriir [41].
RPE hiicrelerinin apikal kisminda yer alan Na*/K* ATPase pompasi, membran
potansiyelleri olusturarak suyun ve elektrolitlerin subretinal bosluktan koroide
tasinmasi i¢in gerekli enerjiyi saglar [42]. Na+/K+ ATPase pompasi, subretinal alanda
yiiksek Na* konsantrasyonu ve RPE sitoplazmasinda yiiksek K* konsantrasyonu
olusturur. Subretinal alandaki yiiksek Na® konsantrasyonu , fotoreseptor karanlik
akimi igin gereklidir, burada Na* iyonlar1 agik cGMP-bagimli kanallara girer ve

fotoreseptorleri depolarize eder [43].
d.Gorsel siklus ve vitamin A metabolizmasi

Is1g1 algilama ve gérme siireci retinada bulunan fotoreseptdrlerin (basil ve koniler)
siliyer dis segment organellerinin i¢inde yer alan sikica paketlenmis gorsel pigment
molekiilleri tarafindan fotonlarin emilimi ile baslar. Fotoreseptér ve RPE arasinda
gerceklesen oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlar1 ve transport mekanizmalari ile bu
pigmentler geri doniistiiriiliir. Bu kompleks olaylar zinciri gorsel siklusu
olusturur. Fotoreseptdr hiicrelerindeki 15181 algilamaktan sorumlu gorsel pigmentler,
11- cis- retinaldehit kromoforu ve bir G-protein-bagli reseptor olan opsin'den olusur
[44].

Gorme siireci, rthodopsin pigmentinde 151k enerjisinin 11-cis retinal tarafindan
emilmesi ile baglar. Gorsel pigmentler tarafindan bir fotonun absorpsiyonu, 11- Cis -
retinalin all- trans -retinale izomerizasyonunu indiikler. Bu fotoizomerizasyon, 1s1k
sinyalini  fotoreseptorlerde elektrik sinyaline doniistiiren fototransdiiksiyon
kademesindeki ilk ve tek 1s13a bagl reaksiyondur. Opsinden ayrilan izomerlestirilmis
11-trans-retinal rediikte olarak 11-trans retinole gevrilir ve fotoreseptor arasi baglayici
protein (IRBP) ile RPE’ye taginir. Burada trans- to- cis izomerizasyon reaksiyonu
olusur. Rejenere kromofor, fotoreseptdr hiicrelere girer ve yenibir gorsel siklus baglar
[45].
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e. Oksidatif strese kars1 koruma

RPE, bircok metobolik yolagin sonucunda reaktif oksijen radikallerinin (ROS)
retildigi oksidatif stres ortaminda bulunur. Retina hiicreleri enerji talebini
karsilayabilemek i¢in yliksek diizeyde oksijene bagimlidir. Béylece, RPE 70-90 mm
Hg'lik ortam oksijen basincina maruz kalir [46]. Dis segmentlerin fagositozu ROS'un
bir baska essiz kaynagidir; H202 fagosomlarda NADPH oksidaz veya
peroksizomlardaki lipitlerin B-oksidasyonundan iiretilir [47]. Ayrica, retina eksojen
oksidatif stres kaynagi olan 1s18a dogrudan maruz kalan tek noral dokudur. Bu nedenle
RPE, bu yiiksek oksidatif stres ortaminda kendini korumak i¢in 6nemli bir antioksidan

sistemle donatilmigtir [48].

RPE'nin antioksidan yanitinin merkezinde, hiicresel redoks homeostazini ve
hiicreyi oksidatif hasardan koruyan koordineli, kapsamli bir transkripsiyonel programi
diizenleyen transkripsiyon faktorii niikleer faktor-eritroid 2 p45 ile iliskili faktor 2
(Nrf2) bulunur [49]. RPE hiicreleri enzimatik antioksidan olarak yiiksek oranda
stiperoksit dismutaz ve katalaz igerir. RPE’de bol miktarda bulunan lutein, zeaksantin
ve askorbat gibi karotenoidler, melanin ve glutatyon gibi molekiiller RPE’nin
antioksidan kapasitesine katkida bulunurlar. Ayrica, RPE nin ana pigmenti olan
melanin 15181 absorbe ederek fotooksidayona karsi etkili bir antioksidan gérevi goriir

[50].

f. Immiin fonksiyon

Normal bir gézde immiin yanit1 kontrol etmek i¢in immiin baskilayic
mekanizmalar yer almaktadir. Okiiler bagisiklik ayricaligi ilk kez, Sir Peter Medawar
tarafindan 1948'de, 6n kamaraya implante edilen deri allogreftlerinin hayatta
kaldiginin tespit edilmesi ile gosterilmistir [51]. RPE, bagisiklik ayricaligini
destekleyen hem ¢oziiniir molekiilleri (TGF-B, PEDF), hem de hiicre yiizeyi
molekiillerini (TGF-f CD95 (FAS) ligandi, CD59, CD46) eksprese eder [52].

g. Biiyiime faktorleri ve sitokinlerin salinim

RPE hiicreleri canliliklarini siirdiirebilmek ve hiicre hasarina yanit verebilmek i¢in
gerekli olan hiicresel yolaklarin ¢ogunu diizenleyen bir¢ok sitokin ve biiyiime faktorii
salgilar. Bu faktorlerden en iyi bilinenleri vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)
ve pigment epitel kaynakli faktor (PEDF)'diir. Yapisal olarak RPE'nin bazal
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yiizeyinden koryokapillarise dogru salgilanan VEGF, endotelyal hiicre apoptozisini
onler ve koryokapillaris endotelini korur [53]. PEDF agirlikli olarak RPE’nin apikal
yiizeyinden salgilanir ve fotoreseptorler igin antianjiyojenik ve noroprotektif etki
gosterir. Bu faktorlerin  ¢ogu YBMD, diyabetik retinopati ve proliferatif

vitreoretinopati gibi retina hastaliklarinin patofizyolojisinde rol oynar [54].

2.5 Koroid Anatomisi ve Histolojisi

Koroid tiveal traktusun posterior boliimii olup optik diskten pars planaya kadar
uzanmaktadir. Mezoderm ve noral krest hiicreleri olmak iizere iki embriyolojik kokeni
bulunur. Kan damarlari, melanositler, fibroblastlar, immiin hiicreler ve kollajen ve
elastik bag dokusundan olusur. insanlarda koroid dogumda yaklasik 200 pm
kalinligindadir ve yasla birlikte kalinligir azalir Ayrica koroid kalinligr intraokiiler
basing, damar tonusu, endojen katekolamin ve nitrik oksit diizeyi gibi faktorlerden

etkilenmektedir [55].

Viicudun en yiiksek vaskiilarize dokularindan biri olarak, temel gorevi dis retinaya
oksijen ve besin maddeleri saglamakir. Diger islevleri arasinda 1518in absorbsiyonu ve
1s1 dagilimi yoluyla termoregiilasyonu diizenlemek yer alir. Koroid ayrica, kan
akiminin vazomotor kontrolii ve iiveoskleral yol araciliiyla goz i¢i basmcinin (GIB)
modiilasyonunda 6nemli rol oynar. Histolojik olarak koroid bes tabaka olarak
tanimlanir: Bruch membrani, koryokapillaris , iki vaskiiler katman (Haller ve Sattler)

ve suprakoroid [56].

Bruch membrani, hem retinal hem de koroidal elementlerin bir birlesimi olan ve
koroidin i¢ tabakasini olusturan yapidir. Gergek bir membran olmayan aselliiler
yapidaki Bruch membrani optik diskten ora serrataya kadar uzanir. Bruch membrani
Hogan'in siiflandirmasina gore bes katmandan olusur; RPE’ nin bazal membrani, i¢
kollajen tabaka, elastin tabakasi, dis kollajen tabaka, koryokapiller bazal membrani
[57]. Bruch membraninin RPE bazal membrani tabakasi ile i¢ ve dis kollajen tabakalari
devamli membran yapisinda iken koryokapiller bazal membrani ve elastin tabakasi ise
kesintili membran yapisindadir. Bruch membrani, retina ve koroid arasinda karsilikli
metabolik iriinlerin taginmasi igin yar1 gegirgen bir filtre gorevi goriir. Filtrasyon
ozelliklerine ek olarak, Bruch membran1 RPE hiicreleri icin fiziksel destek saglayarak

bir baglanma bolgesi gorevi goriir. Son yillarda YBMD, dejeneratif miyopi ve anjiyoid
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streaks gibi patolojilerde hastaligin seyri acisindan Bruch membranindaki defektler

odak noktasi haline gelmistir [58].

Koryokapillaris, Bruch'un membrani ile orta biiyiikliikte koroid damarlar1 arasinda
yer alan anastomozdan zengin kapiller ag i¢eren vaskiiler tabakadir. Bu yogun kilcal
damar ag1 altigen sekilli lobiiller halinde organize olmustur. Koryokapillarisin lobiiler
yapilanmasi1 floresein anjiyografide karakteristik dolum paterni gdsterir. Bu
tabakadaki kapiller endotellerin fibroz bazal membranlari Bruch membrani’nin en dig
katmanini olusturur. Koryokapillaris, yiiksek metabolik aktivitenin oldugu foveada
yaklagik 10 um kalinliginda iken perifer retinada yaklagik 7 pm kalinligindadir. Bu
tabakadaki kapillerler pencereli yapida olup damar duvarlarinda kontraktil yapida
perisitler yer alir. Pencereli kapillerlerin proteinlere karsi olduk¢a gegirgen yapisi
ekstravaskiiler stromadaki yiliksek onkotik basinca katkida bulunarak, sivilarin

retinadan koroide hareketini kolaylastirir [59].

Koroidin vaskiiler tabakasi, igte koryokapillarisi besleyen orta ve kiigiik boyutlu
arter ve arteriolleri igeren Sattler tabakasi, dista kapiller ag1 besleyen daha biiyiik
boyutlu arter ve arteriollerin yer aldigi Haller tabakasindan meydana gelmektedir [59].
Bu damarlar kani koroid icerisinde dagitarak koryokapillariste goreceli olarak digiik
arterial basinci saglar. Sattler tabakasinin orta boy damarlar1 ile Haller tabakasinin
biiyiik boy damarlar1 arasindaki gecis, histolojik ¢aligmalarda belirtildigi gibi belirgin
olmayabilir. Bu nedenle, bazi anatomistler bu biiyiik damarlarin iki ayr1 katmandan
ziyade tek bir vaskiiler yatak olusturdugunu diisiinmektedir [60]. Bu iki tabakadaki
ekstravaskiiler stroma kollajen, elastik lifler, fibroblastlar, non - vaskiiler diiz kas
hiicreleri ve vaskiiler yapilara komsu melanositler icermektedir. Ayrica diger bag

dokusu tiplerinde oldugu gibi mast hiicresi, makrofaj ve lenfositten zengindir.

Suprakoroid, sklera ve koroid arasinda yer alan, kollajen lifler, melanosit ve
fibroblast iceren gecis bolgesidir. Lamina fusca, suprakoroidin en dis tabakasidir.
Yaklagik 30 um kalinligindadir ve birkag kat melanosit ve fibroblast benzeri
hiicrelerden olusur. Baz1 anatomistler lamina fusca'y1 skleranin en i¢ tabakasi olarak

tanimlar [61].
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2.6 Retinanin Vaskiiler Dolasimi:

Retina, viicutta birim doku agirlig1 basina en fazla oksijen tiikketen dokudur. Bu
metabolik ihtiyaci karsilamak i¢in iki ayr1 dolagim sisteminden beslenir: Retinal damar
ag1 ve koroidal damar agi. Her iki sistem de internal karotis arterin ilk dali olan
oftalmik arterden koken alir. Bu iki sistem anatomik ve fizyolojik olarak birbirinden
farkli ozelliktedir. Koroid dolasimi daha yiliksek akimli ve degisken olup,
metabolitlerin koroid ve c¢evre dokulardan serbest transferine izin verir. Retina
dolasimi ise daha diisiik ancak sabit bir akima sahiptir ve daha fazla oksijen saglar.
Retina arterleri aralarinda kapiller diizey disinda anastomoz bulunmayan end-arter

ozelligindedir [62].

Oftalmik arterin major dallari, santral retinal arter, posterior siliyer arterler ve goz
kaslarina giden dallardir. Santral retinal arter oftalmik arterin ilk dalidir, globun 8-15
mm gerisinden optik sinire penetre olur ve optik sinirin ortasindan gecerek glob igine
dogru uzanir. Santral retinal arter lamina kribrozadan gegince retina i¢inde dallara
ayrilir ve bu dallar genellikle sinir agina uygun dagilim gosterir. %6-20 olguda
oftalmik arterin bir dali olan posterior siliyer arterden ¢ikan siliyoretinal arter optik

diskin temporal riminden makiilaya dogru kanlanma saglamaktadir [62].

Retina i¢ 2/3 kismi santral retinal arterden kaynaklanan retinal kapillerlerden
beslenmekte iken, dis retina katlar1 avaskiilerdir ve metabolik ihtiyaglari kisa posterior
siliyer arterlerden beslenen koryokapillaristen saglanmaktadir. Retinal vaskiiler
beslenme ve koryokapiller difiizyon arasindaki sinir topografik lokalizasyona, retina
kalinligina, 151k miktarina gore degismekle birlikte dis pleksiform tabaka esas sinir

bolgesidir (watershed area).

Arter ve ven arasinda baglantiy1 saglayan yapi kapiller damarlardir. Kapillerler,
retina hiicrelerine yeterli perflizyonu saglamak i¢in laminer aglar seklinde
diizenlenmistir. Kapiller aglar retinanin kalinlifina gore arka kutupta ii¢ tabaka,

periferde ise tek tabaka halinde bulunur.
Makulada 4 retinal kapiller damar ag1 bulunmaktadir (Sekil 2-4 ):

- Yiizeyel kapiller pleksus, gangliyon hiicre tabakasinda yer alir.
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- Orta kapiller pleksus i¢ niikleer tabakanin iistiinde, derin kapiller pleksus ise altinda
yer almaktadir. Bu kapiller pleksuslar yiizeyel damar agindan vertikal anastomoz ile

beslenmektedir. Lobiiler anatomik konfigiirasyon gosterir.

- Radial peripapiller kapiller pleksus, derin kapiller pleksusdan farkli olarak lobiiler

yapida degildir. Retina sinir liflerine paralel konfigiirasyon gosterir.

Retinada kapillerlerin olmadigi 3 bolge mevcuttur: Ora serratadan 1,5 mm
gerisine kadar olan perifer retina, fovea santralinde ortalama 0,5 mm’lik bolge (FAZ),

bliyiik arterlere ve venlere komsu retina alanlari.

Retinal venler genellikle arteriyel dolagimi takip eder. Venlerin ¢ap1 eslik ettikleri
arterlerin ¢apindan daha biiyliktiir ve genellikle arterler daha yiizeyel seyreder ve
venleri listten caprazlama egilimindedirler. Bu caprazlasma bolgelerinde arter ve ven
tunika adventisya olarak adlandirilan ortak bir kilif ile sarilir. Retina venleri santral
retina venine drene olurlar. Santral retina veni ise ya superior oftalmik ven yoluyla

veya direk olarak kaverndz siniise drene olur [62].

x4 Yizeyel Kapillerler

Sekil 2-4: Retinanin vaskiiler yapilanmasi
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2.7 Vitreus:

Vitreus goziin igindeki en biiylik yapidir ve lens ile retina arasindaki boslugu
dolduran jel yapisinda 6zellesmis bir bag dokusudur. Vitreus hacmi eriskin géziinde 4
cc kadardir ve hacmi glob hacminin %70-80’nine karsilik gelir. Kirma indeksi
1,334°tiir, suya gore yaklasik iki kat daha yogundur.Vitreus kollajenlerden olusan
diistik bir makromolekiil ylizdesine (% 0.1) sahiptir. Vitreusun jel yapisini saglayan
uzun kollajen fibrilleridir.  Hiyarulonik asit vitreusta bulunan baslica
glikozaminoglikandir ve kollajen fibrillerin arasina yayilarak stabilizasyona destek
vermektedir [63]. Vitreusun iki 6nemli fonksiyonundan sz edilebilir. Birinci
fonksiyonu goz kiiresinin major hacmini saglayan seffaf bir ortam olusturmak, ikincisi

ise goz kiiresine gelen kuvvetleri absorbe ederek ¢evre dokulara yaymaktir.

Vitreus 3 boliime ayrilir: Hyaloid membranlar, kortikal (periferal) vitreus, santral
(kor) vitreus. Hyaloid membranlar vitreusun en dig yiizeyini olusturur. Kortikal
vitreus yaklagik 100 um kalinliktadir ve 6n ve arka hyaloidi igerir. Vitreus total
hacminin %2’sini olusturur. Yogun kollajen fibriller ve hylaronik asit salgilayan

hyalositleri igerir. Vitreusun metabolik merkezidir.

Vitreusun 6n yiizeyi lens arka kapsiilii, zonuller, siliyer cisim, pars plana ile arkada
ise retinanin i¢ limitan membran tabakasi ve optik disk ile temas halindedir. Vitreus;
On tarafta lens komsulugundaki depresyon olan vitreopatellar fossa nedeniyle konkav
sekilde iken, diger yerleri sferik bir yapidadir. Lensin arka yiizeyinde vitreokapsiiler
bag (Wieger ligamani) ile lense yapisiktir. Bu bagin ortasinda ise Berger boslugu
bulunmaktadir. Optik diskten lensin arka kutbuna dogru 1-2 mm genisliginde dar bir
kanal ilerler. Hyaloid kanal (Cloquet kanali) ad1 verilen bu yapi fetal gelisim esnasinda
hyaloid arteri igerir [64].

Vitreus ile retina arasindaki vitreoretinal baglantilar vitreus tabani ve optik sinir
basinda oldukca giicliidiir. Vitreus tabani 2,6 mm genisligindedir ve pars plananin arka
yiizii ile periferal retinanin 6n yiizliniin cogunu ¢evreler. Hyaloid fossanin periferinde,
retina damarlar1 ve makiila ¢evresinde de vitreus ile retina yapisikliklar1 mevcuttur

[64].
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Cloquetkanali

Retina

Zoniiller i R W Optik disk
Optik sinir
Akdz humor
Makula
Vitreus korteksi
Vitreus baz

Bazal vitreus

Sekil 2-5 : Vitreus anatomisi

2.8 Subretinal Kanama

Subretinal kanama, retinal veya koroidal dolasimdan kaynaklanan kanin
norosensoriyal retina ile RPE arasindaki potansiyel bosuklukta birikmesi olarak

tanimlanir.

2.8.1 Etyoloji

Subretinal kanama’nin etyolojik nedenleri arasinda en sik neovaskiiler tip YBMD,
polipoidalkoroidal vaskiilopati (PKV), retinal anjiyomatoz proliferasyon (RAP),
travma, RAM ve yiiksek miyopi yer almaktadir. Diger nedenler ise olas1 okiiler
histoplazmozis sendromu, anjioid streak, goz i¢i tiimorler ve skleral ¢okertme cerrahisi
gibi baz1 cerrahilerin komplikasyonu olarak ortaya cikan postoperatif kanamalar

olarak siralanabilir [3].

KNV'ye eslik eden ve eslik etmeyen subretinal kanama arasinda bir ayrim
yapilabilir (Tablo 2-1). KNV iligkili olan ve olmayan subretinal kanama arasindaki

fark prognoz ve tedavi acisindan énemlidir.
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Tablo 2-1 : Subretinal kanama etyolojisi

SUBRETINAL KANAMA - ETYOLOJI

KNYV iliskili olan nedenler KNV iliskili olmayan nedenler
Yasa Bagh Makiila Dejeneasyonu Retinal Arteriyal Makroanevrizma
Polipoidal Koroidal Vaskiilopati Okiiler travma
Miyopi Terson Sendromu
Anjioid Streak Valsalva Retinopatisi
Okdiler Histoplazmozis Orak hiicreli anemi
Koroid riiptiirii Koagiilopatiler
Idiyopatik KNVM Santral retinal ven tikanmkhg1

Inflamatuar hastalklara bagh KNVM

Sekil 2-6 : Travma sonrasi subretinal kanama gelisen bir olgunun fundus fotografi



2.8.1.1 Yasa bagh makiila dejenerasyonu (YBMD)

YBMD, fotoreseptor-RPE kompleksinin nérodejenerasyonunun neden oldugu
progresif gorme kaybi ile karakterize kronik bir hastaliktir. Popiilasyon temelli
calismalarin meta-analizinde, 45-85 yas araligindaki bireylerde YBMD prevelansinin
%8.7 oldugu gosterilmistir [65]. Wong ve ark.’nin yaptigi analize gore diinya
genelinde 2020 yilinda 196 milyon YBMD olgusu olacagi ve bu saymin 2040 yilinda
288 milyona ulasacagi ongoriilmektedir [65].

YBMD’de risk faktorlerinin tanimlanmasi hastalik agisindan yiiksek riskli
olgularn saptanmasina olanak saglar. Ileri evre YBMD olgularinda daha once
tanimlanmis olan risk faktorlerinin degerlendirildigi 24 calismay1 igeren bir meta
analizde, ileri yas, aktif sigara kullanimi, ge¢irilmis katarakt cerrahisi ve aile oykiisii
ileri evre YBMD agisindan yiiksek risk faktorleri olarak tanimlanmistir. Obezite,
kardiyovaskiiler hastaliklar, hipertansiyon, yiiksek plazma fibrinojen diizeyi orta
diizey risk faktorleri olarak degerlenirilmistir. Cinsiyet, etnik koken, diyabet, iris
pigmentasyonu,lipid profil bozuklugu ise diisiik risk faktorleri olarak saptanmistir
[66].

YBMD patogenezinin temelindeki mekanizmalar yeterince tanimlanamamaistir
ancak, devam eden calismalardan elde edilen bulgular hastalik ve altta yatan
mekanizmalar hakkindaki bilgilerimizi artirmaktadir. YBMD patogenezinin
metabolik, fonksiyonel, genetik ve ¢evresel faktorler arasindaki karmasik etkilesimin
bir sonucu olduguna inanilmaktadir. Giintinmiize kadar YBMD patogenezinde bir¢cok
biyolojik yolagin rol oynadigi gosterilmistir. Bunlar arasinda oksidatif hasar,
lipofuksin birikimi, kronik inflamasyon ve apopitozis ile iliskili kompleman

sistemindeki mutasyonlar yer alir [67].

YBMD’nin iki formu olan, “kuru” (non-eksiidatif) ve “yas” (neovaskiiler,
eksudatif) formlar1 kapsamli bir sekilde tanimlanmistir. Non-eksiidatif form olarak da
bilinen kuru tip YBMD, en sik goriilen tiptir ve teshis edilen tiim vakalarin % 901
kapsar. Agir gorme kayiplari kuru tipte %10-12; yas tipte ise %88 oraninda
goriimektedir [68].

RPE ile Bruch membran arasinda aselliiler lipoproteindz depozitlerin birikimi
kuru tip YBMD olarak karsimiza ¢ikar. Druzen olarak adlandirilan bu birikimler,

makula ve periferik retinada kiigiik sar1 noktalar olarak goriiliir. RPE, koryokapillaris
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ve fotoreseptdrlerin progresif atrofisinin meydana geldigi cografik atrofi ise kuru tipin

en ileri formudur.

YBMD  olgularinin  yaklagik  %10’nda  goriilen = neovaskiiler tip,
neovaskiilarizasyon gelisiminin ve bununla iligkili pigment epitel dekolmani (PED),
RPE yirtig1, diskiform skar ve vitreus hemorajisi gibi komplikasyonlarin goriildiigii
formdur. Klinik ve histopatolojik ¢alismalar YBMD olgularinda KNV gelisiminde,
Bruch membraninin druzenle iligkili diffiiz olarak kalinlastigin1 ve sonrasinda
koryokapillaristen yeni damarlarin biiyiiymesine zemin hazirlayan Bruch membran
catlaklarinin olustugunu gostermektedir. Fundus muaynesinde goriillen gri- yesil
subretinal kabariklik, subretinal hemoraji ve lipid sizintilar1 neovaskiilarizasyona

isaret etmektedir.

YBMD’ye bagli subretinal hemoraji, koroid neovaskiilarizasyonu veya PED
alaninda olusan yirtik nedeniyle gelisebilir (Sekil 2-7). Poliner ve ark.’nin
calismasinda PED lezyonu goriilen YBMD olgularinin % 17'sinde takip sirasinda
subretinal kanamanm gelistigi bildirilmistir [69]. Antikoagiilan ila¢ kullanan
neovaskiiler YBMD olgularinda 6zellikle de hipertansiyon eslik ediyorsa subretinal
kanama riskinin arttig1 gosterilmistir [70]. Bazi raporlarda, anti-VEGF ajanlarla tedavi
edilen veya fotodinamik tedavi uygulanan neovaskiiler YBMD hastalarinin subretinal
hemoraji gelisimi agisindan risk altinda oldugu bildirilmistir [71,72]. Tek gozde
neovaskiiler YBMD saptanan olgularda, diger gozde herhangi bir diizeyde hemoraji
ile birlikte olan neovaskiiler lezyon gelisimi oraninin 4 yillik takip siiresi sonunda %19

oldugu saptanmustir [73].

Sekil 2-7 : Yasa bagh makiila dejenerasyonu olan bir olguda gelismis subretinal kanama
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2.8.1.2 Polipoidal koroidal vaskiilopati (PKV)

Polipoidal koroidal vaskiilopati (PKV), polipoidal anevrizmal vaskiiler
lezyonlarin varlig1 ile birlikte tekrarlayan ser6z ve hemorajik pigment epitelyal
dekolman1 (PED) ve/veya subretinal hemoraji ile karakterize bir eksiidatif
makiilopatidir. Neovaskiiler tip YBMD’nin bir alt tipi olarak bilinse de, koroid
kalinliginda artis saptanmasi nedeniyle bir koroidal vaskiilopati olarak siniflandirilir

[74].

Hemorajik komplikasyonlarin PKV'de neovaskiiler YBMD’ye goére daha sik
goriildigii ve 10 yil igindeki kiimiilatif insidansin% 30 oldugu bildirilmektedir [75].
Subretinal kanama gelisimi, PKV’nin major komplikasyonlarindan biridir ve ani
gelisen, ciddi ve kalic1 gorme kayiplarina neden olabilmektedir. PKV'de subretinal
kanama, damar duvarinin anevrizmal dilatasyonu olarak tanimlanan polipoidal
lezyonlarin riiptiirii sonucunda gelisir. Poliplerin riiptiirii, hastaligin dogal eksiidatif

seyri sirasinda polipler i¢inde artan gerilim ile ortaya g¢ikabilir [76].

2.8.1.3 Patolojik miyopi

Patolojik miyopi eslik eden dejeneratif degisikliklerle birlikte, -6 ve tizeri diyoptri
kirma kusuru ve/veya globun 26,5 mm iizerindeki aksiyel uzunlugu olarak tanimlanir.
Patolojik miyopide retina,koroid ve sklerada goriilebilen patolojik degisiklikler
arasinda; posterior stafilom, peripapiller atrofi, diffiiz veya yamali koryoretinal atrofi
, lacquer catlaklari, Fuchs lekesi, koroidal neovaskiiler membran, foveoskizis ve

makiiler delik yer alir [77].

Lacquer ¢atlaklari, miyopik gozlerde makiila ve ¢cevresinde oftalmoskopik olarak
goriilen sarimsi renkte lineer lezyonlardir. KNV’li olgularin %82’sinde,tiim patolojik
miyopi olgularinin %4,3’tin de goriilmektedir. RPE, Bruch membran  ve
koryokapillaris ~ kompleksinin ~ mekanik  kirilmalart  sonucunda  olustugu
diisiiniilmektedir. Gz kiiresinin eksensel uzamasinin doku gerilimine neden olarak
Lacquer c¢atlaklariin olustuguna inanilsa da, patolojik caligmalarin yetersizligi

nedeniyle gercek etyolojisi belirsizdir.
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KNV gelisimi, patolojik miyopinin  santral gormeyi azaltan en ciddi
komplikasyonlarindan biridir. 50 yasin altindaki bireylerde KNV'nin en yaygin
nedeninin patolojik miyopi oldugu bildirilmistir [78]. Literatiirde yer alan
calismalarda, miyopik KNV prevalansinin patolojik miyopisi olan bireylerde% 5-%
11 oldugu gosterilmistir. Miyopik KNV gelisimi i¢in tespit edilmis risk faktorleri; ileri
yas, kadin cinsiyet, Lacquer ¢atlaklar1 ve yama seklinde atrofi alanlarinin bulunmast,

koroid kalinliginda azalma ve diger gézde miyopik KNV olmasidir [79].

Miyopik gozlerin %3.1’inde subretinal kanama komplikasyonunun gelistigi
gosterilmistir [80]. Lacquer catlaklar1 gelistiginde koryokapillarisin zarar gérmesi
sonucu meydana geldigi diisiiniilmektedir. KNV’siz subretinal kanama yeni lacquer

catlagi olusumunun bir igareti olarak kabul edilir [81].

2.8.1.4 Retinal arteriyolar makroanevrizma (RAM)

Retinal arteriyal makroanevrizma (RAM), tipik olarak santral retinal arterin ilk ti¢
bifurkasyon bolgesi i¢cinde meydana gelen akkiz fokal dilatasyonlar olarak tanimlanir
[82]. Makroanevrizmalar siklikla arter ve venin ¢aprazlagsma bolgelerinde ortak bir
kilifi paylastiklar1 yerde olusurlar. Bu bolgelerin yapisal destegin daha az olmasi ve
damar duvarinin daha zayif olmasi1 nedeniyle anevrizma gelisimine yatkin olduguna
inanilmaktadir. Literatiirde sakkiiler ve fiiziform (ig seklinde) sekilde olmak {izere iki

tip RAM tanimlanmustir [83].

RAM'lar siklikla ileri yas kadinlarda goriiliir, bir¢ok ¢alisma 66-74 yas arasi kadin
olgulardaki  prevelansin yaklasik% 70 oldugunu bildirmektedir [84-86].
Hipertansiyon, RAM ile iligkili en yaygin sistemik hastaliktir; RAM saptanan
olgularin yaklasik% 75'inde hipertansiyon saptanmistir. Ayrica, ateroskleroz ve lipid

profil bozukluklari da siklikla eslik eder [86].

RAM olusumunun patofizyolojisi tam olarak anlasilamamistir. RAM'larin,
yaslanma ile aterosklerozun neden oldugu arteriyel duvardaki fokal zayifliktan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Yaslanma ile arter duvarlari incelir, fibrotik
degisikliklere ugrar ve elastikiyetini kaybeder. Bu olaylar dizisi, hipertansiyonda
goriildiigii gibi artmis hidrostatik basinca karsi duyarlilik olusturur ve arteriyal

dilatasyon ile sonuglanir. Anevrizma olusumundaki bir diger teori ise, emboli ya da
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arter i¢indeki lokal trombozun damar duvarindaki endotel ya da adventisyal kilifa
mekanik hasari ile anevrizma olustugunu ileri siirer. RAM'larin histolojik ¢aligmalari,
trombiis ve kolesterol kristallerinin anevrizmay1 kismen doldurdugunu ve bu teorilere

destek verdigini gostermistir [82].

RAM ig¢in dort ayr1 klinik formdan s6z edilebilir. S1zint1 ve hemoraji olmaksizin
sadece anevrizma ile karakterize sessiz tip, sirsine sert eksuda ve/veya ser6z dekolman
ile karakterize sizdiran tip, subretinal, preretinal ya da vitreus hemorajisi ile birlikte

olan riiptiire tip ve spontan gerileme gostermis olan hayalet tip [82].

RAM'in yaygin bir komplikasyonu, preretinal, intraretinal, subretinal veya vitreus
hemorajisi gibi ¢esitli anatomik tabakalarda kanamaya yol agabilen ve akut gorme
kayb1 ile sonuglanan anevrizma riiptiiriidiir [87]. Kum saati kanama hem preretinal
hem de subretinal kanamanin ayni anda izlenmesidir. Bu gériinim RAM ig¢in tipiktir.
Subretinal kanama en kotii gorsel prognoz ile iliskilendirilen kanama tipidir [88].
Makiila deligi ve subretinal neovaskiilarizasyonun nadiren subretinal kanamanin bir

sonucu olarak ortaya ¢ikabildigi bildirilmistir [89].
2.8.2 Patofizyoloji

Subretinal kanama gelisimi sonucunda fotoreseptorlerde ve RPE’de hasar
meydana gelmektedir. Subretinal kanamanin neden oldugu hasarin patogenezine
iliskin bilgilerin ¢ogu hayvan c¢aligmalarindan elde edilmistir. Deneysel hayvan
modellerinde, subretinal alana kan enjekte edildiginde fotoreseptorlerde 25 dakika gibi
kisa bir siire icerisinde ilk degisikliklerin izlendigi ve 7 giin iginde ciddi hasarin
meydana geldigi gosterilmistir. Retina hasarina neden olan mekanizmalar ilk olarak
1982 yilinda Glatt ve Machemer tarafindan tanimlanmistir. Yazarlar subretinal
kanamanin toksik, traksiyon ve bariyer etkisi ile fotoreseptdr ve RPE hasarina neden

oldugunu ileri siirmiistiir [3].

Kanin absorbsiyonu sirasinda makrofajlarca fagosite edilen eritrositlerden salinan
ferritin formundaki demir, dogrudan toksik etki ile fotoreseptdrlerde ve RPE’de
destriiktif degisikliklere yol agar. Demir toksisitesi zamana ve doza bagimli olarak
degismektedir. Ayrica, subretinal alanda biriken kan igersinde bulunan kemoatraktan
ajanlar makrofajlar ve fibroblastlarin kemotaksisini indiikleyerek skar olusumuna

neden olabilir. Retina hasarina yol acan diger mekanizma subretinal kanin pihtilagmasi
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sonucu meydana gelen mekanik bariyer etkisidir. Subretinal kan pihti haline
geldiginde diflizyon bariyeri gibi davranarak; koryokapillaris, RPE ve fotoreseptorler
arasinda esansiyel besin maddelerinin transferine engel olmaktadir. Ayrica subretinal
kanin pihtilagsmasi sonucu olusan fibrin aginin kontrakte olmasiyla fotoreseptorlerde
kopmalar meydana gelebilir. Subretinal kanamaya bagl retina hasari tanimlanan bu

mekanizmalarin birden fazlasinin kombinasyonu sonucu olusmaktadir [4-5].

2.8.3 Prognoz

Subretinal kanamada tedavi planini belirlerken hastaligin dogal seyrini ve
prognozunu etkileyen unsurlarin géz oniinde bulundurulmasi gerekir. Subretinal
kanama gelisen olgularda altta yatan hastaligin seyri, kanamanin yeri ve biytikligi,
kanamanin baslangici ile tedavi arasinda gecen siire, bagvuru sirasindaki gérme
kekinligi, eslik eden okiiler komorbiditeler ( iridodiyaliz, lens dislokasyonu, travmatik
katarakt, vitreus hemorajisi) gibi ¢esitli faktorler gorsel prognozu etkilemektedir [2].
Bu nedenle detayli anamnez alinmasi ve dikkatli bir oftalmolojik muayne yapilmasi
Oonem tasir. Antikoagiilan ila¢ kullaniminin sorgulanmasi ve eger miimkiinse INR
degerinin goriilmesi de dogru bir yaklasim olacaktir. Ayrica, goriintiileme
yontemlerinden optik koherens tomografi (OKT) araciligiyla elde edilebilen ig
segment / dis segment tabakalarinin biitlinliigii, fovea kalinligi, hemoraji alan1 gibi
bilgiler, i¢ segment-dis segment baglantilarinda diizensizlikler ve foveal incelme
varliginda gorsel rehabilitasyon ihtimali daha diisiik oldugundan, prognostik agidan

onem tagimaktadir [90-91].

Bennet ve ark. subretinal kanama gozlenen 29 gozii degerlendirdigi calismasinda
etiyolojinin nihai gorsel sonucu éngérmede en 6nemli faktor oldugunu raporlamistir
[92]. Birgok g¢alismada, YBMD’ye sekonder gelisen subretinal kanamada gorsel
prognozun daha kotii oldugu gosterilmistir. YBMD’ye bagli subretinal kanama gelisen
olgularda; hemorajiye ek olarak YBMD’nin dogal seyrinde gelisen RPE atrofisi,
fibrovaskiiler proliferasyon ve diskiform skar olusumu nedeniyle tedaviye alinan
cevap simirli olmaktadir. Olgularin prognozunu etkileyen diger Onemli faktor
hemorajinin genisligi ve kalinligidir. Bir¢ok rapor, daha kalin hemorajilerin skar
dokusu olusumu ve fotoreseptdr kayb1 nedeniyle daha koétli prognoza sahip oldugunu

ve kendiliginden rezorbe olma olasiliginin daha diisiik oldugunu gostermistir [3].
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Tedavisiz birakilan subretinal hemorajili gézlerde geri doniisiimsiiz gorme kayb1
gelisecegi icin zamaninda yapilan miidahale énem kazanir. iki ay siireli hemorajilerde
dramatik ve hizli bir anatomik iyilesme gozlenen olgularin bildirildigi raporlar
olmasina ragmen, genellikle 14 glinden daha kisa siireli hemorajiler tedaviye daha iyi
yanit verir [2]. YBMD’ye bagli subretinal kanama gelisen 60 goziin 24 ay boyunca
tedavisiz izlendigi bir ¢calismada; olgularin %80’inde son vizitte, baglangica gore daha
kotii gorme keskinligi saptanmistir. Ayrica, gézlerin %38’ inde fibrotik skar, %25’inde
atrofik skar ve %21.6’sinda RPE yirtig1 gelistigi gosterilmistir. Giinlimiize kadar,
YBMD ile iligkili subretinal kanama gelisen olgularin degerlendirildigi en genis seri
Submakiiler Cerrahi Grubu B’nin gozlem kolunda yer alir. Bu ¢caligmada 2 y1l boyunca
takip edilen 168 goziin sadece% 10'unda gérme keskinliginin 20/200 ve daha iyi
oldugu raporlanmistir [93].

2.8.4 Tedavi

Subretinal kanama tedavisinde hedef, kanamay1 tamamen ortadan kaldirarak veya
santral makiila alanindan yer degistirme yoluyla uzaklastirarak yukarida bahsedilen
mekanizmalar ile daha fazla hasar olusumunu 6nlemek ve altta yatan etyolojinin

tanisini ve tedavisini kolaylagtirmaktir.

Gilinimiizde subretinal kanama i¢in konsensus olusturulmus optimal bir tedavi
yontemi bulunmadigindan, her olgunun kendi 6zellikleri g6z 6niinde bulundurularak
tedavi planmi belirlemek gerekmektedir. Kanin hangi teknikle uzaklastirilicagina
kanamanin nitelikleri (lokasyon, kalinlik, kanamanin yayginligi, diger géziin durumu)

dikkate alinarak karar verilmelidir.

Subretinal kanama tedavisinde uygulanmakta olan giincel yaklagimlar, 2 genis
kategori altinda toplanabilir: Vitrektomi icermeyen teknikler; t-PA, intravitreal gaz,
anti-VEGF enjeksiyonlar1 veya bunlarin kombinasyonlarini igerirken; vitrektomi
igeren teknikler ise t-PA, anti-VEGF ajanlar, gaz veya bunlarin subretinal ve/veya
intravitreal enjeksiyon uygulamalarinin kombinasyonlarini icermektedir [94,95]
(Tablo 2-2). Tedavi yontemleri ile ilgili literatiiriin ¢ogu az sayida olguyu igeren
calismalardan ve vaka raporlarindan olugmaktadir. Bu nedenle prosediirlerin
giivenligini ve etkinligini tam olarak anlamak icin daha fazla arastirma ve daha biiytik

klinik ¢alismalar gereklidir.
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Tablo 2-2 : Subretinala kanama tedavi se¢enekleri.

SUBRETINAL HEMORAJI - TEDAVi SECENEKLERI

1) Intravitreal anti-VEGF monoterapi
2) Intravitreal anti-VEGF + gaz enjeksiyonu
3) Intravitreal anti-VEGF + tPA + gaz enjeksiyonu
4) Intravitreal gaz ile pnomatik yer degistirme
5) Intravitreal tPA enjeksiyonu
6) Intravitreal tPA + gaz enjeksiyonu
7) Pars plana vitrektomi ameliyati ile birlikte:
a) Subretinal tPA + anti-VEGF + gaz tamponadi
b) Submakiiler KNVM eksizyonu ve RPE grefti
¢) Submakiiler KNVM eksizyonu + makiila translokasyonu

d) Subretinal lavaj + anti- VEGF + gaz tamponadi

e) Anterior retinotomi + KNVM eksizyonu + subretinal kanm  bosaltilmasi gibi
kombinasyonlar / modifikasyonlar

2.9 Doku Plazminojen Aktivatorleri

2.9.1 Molekiiler yap ve etki mekanizmasi

Hemostaz, kan1 sivi halde tutmak ve bir kan damar1 duvarinin hasar goérmesi
durumunda kan kaybini 6nlemek i¢in tasarlanmis biyokimyasal ve hiicresel siirecleri
igerir. Fibrinoliz, hemostatik sistemin pihtilagma siirecine karsi koyma ve ¢éziinmeyen
fibrin pihtilarii ¢6zme islevi goren bilesenlerinden biridir. Fibrinoliz, doku
plazminojen aktivatorii (tPA) ile aktif enzim olan plazmine doniistiiriilebilen inaktif
bir proenzim olan plazminojenden olusan bir proteolitik enzimatik islemdir.
Plazminojen, zimojen olarak bilinen bir protein simifina aittir. Bu proteinler fibrin
icinde bulunur ve hidroliz, kinaz bagli reaksiyon veya konfigiirasyon degisikligi

yoluyla aktive edilene kadar inaktif bir formda kalir [96-97].
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Insan doku plazminojen aktivatorii, fibrin yikimimi dolayli olarak indiikleyerek
kan pihtilarinin ¢éziinmesini kolaylastiran bir serin proteazdir. T-PA fibrine bagh
plazminojenin, fibrini pargalayan bir proteolitik enzim olan aktif plazmine
doniisimiini katalize eder ve boylece lokal fibrinolizi baslatir (Sekil 2-8). Serbest t-
PA, fibrin varliginda yaklasik 100 katina ¢ikan intrinsik katalitik aktiviteye sahiptir
[96-97].

Endojen t-PA yapisal olarak ¢ift zincirli, 527-amino asitten olusan ve parmak (F
alan1), epidermal biiyiime faktorii (E alani), iki kringle alam1 (K1 ve K2) ve proteaz
bolgesi (P alani) dahil olmak iizere bes alandan olusan 70 kDa agirhiginda bir
proteindir. Parmak ve ikinci kringle alani fibrin baglanmasinda rol alirken, F ve E alani
tPA Klerensinde gorev alir. Proteaz bolgesi ise, plazminojene 6zgii proteolitik aktivite
gosteren bolgedir [98,99]. tPA esas olarak endotel hiicreleri tarafindan
sentezlenmektedir; bununla birlikte, tPA noéronlarda da tespit edilmistir [100].

T-PA’nin aktivitesi, proteaz alaninin aktif bolgesi icinde kovalent olarak
baglanarak t-PA’y1r geri doniisiimsiiz olarak inaktive eden plazminojen aktivator
inhibitorii-1 (PAI-1) tarafindan diizenlenir; bu negatif diizenleme mekanizmasi t-PA
ve plazminojenin sistemik aktivasyonunu 6nler. Bu sekilde fibrinolitik siire¢ sistemik

fibrinolizi, dolayisiyla asirt kanamay1 onlemek i¢in hassas bir sekilde diizenlenmistir
[101].

Endotel hiicreleri

o

" PAI-

% = S Fibrin parcalanmasi
inaktif Aktif Trombiis

Sekil 2-8 : Fibrinoliz mekanizmasi
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2.9.2 Rekombinant doku plazminojen aktivatorleri (rtPA)

TPA’nin sentetik formlari rekombinant doku plazminojen aktivatorleri (rtPA)
veya fibrinolitik (trombolitik) ajanlar olarak adlandirilmaktadir. rtPA'lar, endojen
tPA'min DNA sekansindaki mutasyonlar yoluyla genetik miihendisligi teknikleri
kullanilarak tiretilmektedir. Bu yeni terapotik ajanlar endojen tPA'dan daha uzun yari
omre sahiptir. Gelistirilmis yapisal 6zellikleri ile uygun bolus dozlamasi, artmis fibrin
spesifitesi ve PAI -1 ile inaktivasyona direng saglamaktadir. Giiniimiizde mevcut olan
tPA anologlarmin ortak etki mekanizmasi, inaktif plazminojenin aktif proteolitik bir
enzim olan plazmine doniistiiriilmesidir. Plazminojen, fibrinolitikler ile reaksiyona
girdiginde plazmin olusur; plazmin de fibrini eriterek kan pihtisinin sivilagmasini

saglar [101].

Akut miyokard enfarktiisii , akut iskemik inme ve pulmoner emboli tedavisinde
rtPA’larm klinik kullanimi1  Amerikan Gida ve Ila¢g Dairesi (FDA) tarafindan
onaylanmistir [102]. Rt-PA’lar oftalmoloji alaninda da cesitli endikasyonlarda
kullanilmak {iizere arastirilmistir. Bu endikasyonlar arasinda, vitrektomi sonrasi
fibrinin ¢ézlinmesini hizlandirma, santral retinal ven tikanikliginin lokal ve sistemik
tedavisi ve subretinal kanama tedavisi yer alir. Rt-PA vitreus kavitesine veya
subretinal alana enjekte edildiginde, kan pihtisinin ¢6ziinmesi ve intravitreal gazin

yiizey gerilimi ile yer degistirerek submakiiler alandan uzaklastirilmasi kolaylasir
[103].

Giiniimiizde mevcut olan fibrinolitik ilaglar dort grupta toplanmaktadir:

e Birinci kusak ilaclar; streptokinaz, iirokinaz.

e ikinci kusak ilaglar; alteplaz, anistreplaz (izole edilmemis plazminojen
streptokinaz aktivator kompleks APSAC), pro-iirokinaz.

e Ucgiincii kusak ilaglar; tenekteplaz , reteplaz, lanoteplaz, monteplaz,
pamiteplaz, rekombinant stafilokinaz, desmoteplaz.

e Doérdiincii kusak ilaglar: Plazminojen Aktivator inhibitorleri (PAI)

Birinci kusak fibrinolitik ajanlar olan streptokinaz ve iirokinaz, trombolizde etkili
olmalarina ragmen fibrin spesifik degillerdir. Bu nedenle dolasimdaki plazminojeni de
plazmine cevirerek sistemik fibrinolize neden olurlar. Ayrica, ilag direnci, ates ve

alerjik reaksiyonlarla sonu¢lanan immiinolojik yanitlara neden olabilirler.
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Ikinci kusak fibrinolitik ajanlar olan alteplaz ve proiirokinaz fibrin selektiftir,

immiinolojik reaksiyonlara neden olmaz ve daha kisa bir yar1 6mre sahiptir.

Uciinii kusak fibrinolitik ajanlar arasinda reteplaz, tenekteplaz, lanoteplaz,
monteplaz, pamiteplaz ve bakteriyel (stafilococus aureus) kokenli stafilokinaz yer alir.
Bu ajanlar enzimatik etkinligin, plazma proteaz inhibitorlerine kars direncin ve fibrine

baglanma selektivitesinin artirilmasi amaglanarak gelistirilmistir [104] ( Tablo 2-3).

Tablo 2-3 : Uciincii kusak fibrinolitiklerin 6zellikleri

D=Dalton. dk= dakika. PAi=Plazminojen aktivator inhibitor

Molekiil agirhig Yarilanma omrii Fibrin spesifitesi PAl ile inhibisyon
dk
TENEKTEPLAZ 70.000 20-24 +++ Hayir
RETEPLAZ 39.000 14-18 + Evet
MONTEPLAZ 68.000 23 ++ Evet
LANOTEPLAZ 53.500 23-37 + Hayir
PAMITEPLAZ r 30-47 ++ Evet
STAFILOKINAZ 16.500 6 ++++ Hayir

2.9.2.1 Alteplaz

Alteplaz (Actilyse, Boehringer Ingelheim) ilk FDA onayli rekombinant doku
plazminojen aktivatoriidiir. Alteplaz ilk olarak 1987'de akut miyokard enfarktiisiiniin
tedavisinde kullanilmak {izere onaylanmistir, ardindan 1990'da akut masif pulmoner
emboli ve 1996'da akut iskemik inme tedavisinde kullanilmaya baslanmustir. Ikinci
jenerasyon fibrinolitik ila¢ olan alteplaz; insan melanom hiicrelerinin endojen doku
plazminojen aktivatoriiniin tamamlayict DNA’sindan (cDNA) sentezlenen 527 amino
asitlik saflastirilmis bir glikoproteindir. Endojen doku plazminojen aktivatorii gibi
alteplaz; fibronektin parmagi, insan epidermal biiyiime faktori, kringle 1, kringle 2 ve
serin proteaz alanlarini igerir. Molekiil agirligi 63.000-65.00 daltondur. Alteplazin
lizin baglanma bolgeleri kringle 2 alani iizerinde olmasi nedeniyle trombine yliksek

baglanma afinitesi gostermektedir. Alteplazin plazma yarilanma omrii <5 dakikadir ve
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klerens Oncelikle karacigerde gerceklesir. Ayrica, alteplaz PAI-1 tarafindan geri

doniisiimsiiz olarak inaktive edilebilir [102].

2.9.2.2 Tenekteplaz

Yeni bir iiclincii kusak trombolitik ajan olan tenekteplaz (Metalyse, Boehringer
Ingelheim, Sydney, Avustralya), rekombinant DNA teknolojisi ile iiretilen bir doku
plazminojen aktivatoriidiir. Alteplaz gibi tenekteplaz da fibronektin parmagi,
epidermal biiylime faktori, kringle 1, kringle 2 ve serin proteaz alanlarini igeren bir
glikoproteindir. Bununla birlikte, tenekteplaz alteplaz ile karsilastirildiginda yapisal
farkliliklara yol agan 3 farkli bolgede aminoasit degisikligi icermektedir. Polipeptidin
103. Pozisyonunda yer alan aminoasit treonin, yeni bir glikozilasyon boélgesine yol
acan asparagin ile degistirilmistir. Bu bolgeye bagli karbonhidrat zinciri molekiilii
genisletir, boylece eliminasyonunu azaltir ve plazma yar1 Omriini uzatir. 117.
pozisyonda asparaginin yerini glutamin almistir. Bu amino asidin degisikligi ile
hepatik eliminasyonu kolaylastiran karbonhidrat yan zinciri ¢ikarilmistir. Bu nedenle,
plazma yar1 6mrii daha da uzar. Son olarak, 296-299. Pozisyonda, lizin, histidin,
arginin ve arginin amino asitlerinin yerini dort amino asit alanin almistir (Sekil 2-9).
Sonug olarak, PAI-1 tarafindan inhibisyon alteplaz ile karsilastirildiginda 80 kat azalir
[102].

Tenekteplazin diger bir avantaji, disg retina ve RPE iizerinde toksik etkisi oldugu
diistiniilen L-arginin’i daha az miktarda (Alteplaz'in ligte birinden daha az) igermesidir
[9,105]. Bu farklilik, oftalmolojik uygulamalarda onemli avantajlar saglayabilir.

Alteplaz ile tenekteplazin klinik 6zellikleri Tablo 2-4’te 6zetlenmistir.
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ALTEPLAZ TENEKTEPLAZ

Sekil 2-9 : Alteplaz ve tenekteplazin molekiiler yapisi

Tablo 2-4 : Alteplaz ve tenekteplazin klinik 6zellikleri

ALTEPLAZ TENEKTEPLAZ
Plazma yarilanma omrii <5 20-24
Plazma klerens, mL/dk 380-570 99-119
Atilim yolu Hepatik Hepatik
Fibrin spesifitesi ++ ++++

2.10 Dna Hasan

Kalitimin temel birimi olan DNA'nin, reaktif bir molekiil oldugu ve endojen ve
eksojen ajanlarin kimyasal modifikasyonlaria olduk¢a duyarli oldugu bilinmektedir.
DNA hasari, kokenine gore iki ana sinifa ayrilabilir: endojen ve eksojen. Endojen
DNA hasarinin ¢ogunlugu, kimyasal olarak aktif DNA'nin sirasiyla su ve reaktif
oksijen tiirleri (ROS) ile hidrolitik ve oksidatif reaksiyonlara girmesinden kaynaklanir.
Eksojen DNA hasar1 ise ¢evresel, fiziksel ve kimyasal ajanlar DNA'ya zarar
verdiginde ortaya ¢ikar. Kullanilan ¢esitli biyolojik, fiziksel ve kimyasal ajanlar insan
saghgm etkilediginden, bu ajanlarin genotoksisitesinin test edilmesi ve

kullanimlarinin diizenlenmesi énemli hale gelmistir [106].
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2.10.1 Tek hiicre jel elektroforez (Comet testi)

“Tek hiicreli jel elektroforez testi” olarak da bilinen Comet testi, tek bir hiicrede
DNA hasarmi veya onarimimi tespit etmek i¢in kullanilan hizli bir yontemdir.
Genotoksisitenin degerlendirilmesinde giintimiizde siklikla kullanilmaktadir. Comet
testi, boliinmiis ve denatiire DNA fragmanlarinin hiicre disindaki bir elektrik alaninin
etkisi altinda go¢ etme yetenegine dayanmaktadir. Eger DNA herhangi bir kirik
igeriyorsa, kirilmis DNA parcalart nedeni ile elektrik yiik kazanmis olan DNA,
cekirdekten anoda dogru hareket ederek kuyruklu yildiz goriintiisii verdigi i¢in bu

nedenle hasarli hiicreler Comet (kuyruklu yildiz) olarak adlandirilmistir [107].

Testin prosediirii (1) analiz edilen hiicrelerin bir mikroskop lami {izerine
sabitlenmesi, (2) hiicre lizizi ve (3) dogru elektrik akiminda agaroz jel
elektroforezinden olusur. Son olarak DNA boyanir ve gorsellestirilir. DNA ipligi
kirtlmalar varsa, kuyruklu yildiz jelde gozlenir [107].

Sekil 2-10 : Comet deneyinde ‘kuruklu yildiz goriniimii’
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Sekil 2-11 :Kuyruklu yildizlarin gorsel puanlamasi. Kuyruklu yildizlar, DNA hasarina gore bes
kategoriye ayrilir: A siifi 0 - hasar yok veya cok diisiik hasar, B diisiik hasar, C orta hasar, D
uzun DNA gocii, E apoptotik veya nekrotik DNA gocii

2.11 Apoptoz

Apoptoz, hiicrelerdeki karakteristik morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerle
iligkili programlanmis hiicre 6liimii olarak tanimlanmaktadir. Bu programlanmuis hiicre
Oliimii, bir dizi fizyolojik ve patolojik siirecin olusumunda rol oynar. Bu nedenle,
hiicresel metabolizma ile ilgili arastirmalarda apoptoz belirtilerini tespit etmek dnem
tasimaktadir. Ayrica, apoptozun tespiti ilaglarin ve kimyasallarin neden oldugu hiicre

toksisitesinin degerlendirilmesinde 6nemli bir gostergedir [108].

2.11.1 Apoptoz morfolojisi

Isik ve elektron mikroskobunun kullanilmasiyla birlikte apoptoz sirasinda
meydana gelen ¢esitli morfolojik degisiklikleri tanimlanmistir. Apoptoz sirasindaki
morfolojik  degisiklikler arasinda hiicrenin  kiigiilmesi, piknoz (kromatin
yogunlasmasi) ve karyoreksis (¢ekirdek pargalanmasi) ve ardindan DNA parcalanmasi
yer alir. Apoptozun ge¢ evresinde apoptotik cisimler olusur. Erken apoptoz siireci
strasinda, hiicre kiiciilmesi ve piknoz 151k mikroskobu ile goriilebilir. Hiicre kiictilmesi
ile hiicreler daha kiiciik boyutta olur, sitoplazma yogundur ve organeller daha siki
paketlenir. Piknozis, kromatin yogunlasmasinin sonucudur ve bu apoptozun en

karakteristik 6zelligidir. Hematoksilin&eozin boyas1 ile histolojik incelemede
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apoptotik hiicre, koyu renkli eozinofilik sitoplazmali ve yogun mor niikleer kromatin

parcacikli yuvarlak veya oval bir kiitle olarak goriiniir [109].

2.11.2 Apoptoz mekanizmalari

Apoptoz mekanizmalar olduk¢a karmasik ve enerjiye bagli molekiiler olaylar
zincirini igerir. Gliniimiize kadar, arastirmalar iki ana apoptotik yol oldugunu
gostermektedir. Birincisi; intrinsik yol diger ad1 ile mitokondriyal yoldur, ikincisi ise
ekstrinsik yoldur. Bununla birlikte, T hiicre aracili sitotoksisiteyi ve hiicrenin perforin-
granzime bagli 6liimiinii iceren ek bir yol vardir. Intrinsik, ekstrinsik ve granzim B

yollari, ayn1 terminalde veya uygulama yolunda birlesmektedir [108].

Intrinsik yol

Apoptozu baslatan intrinsik sinyal yolaklari, hiicre i¢indeki hedefler iizerine
dogrudan hareket eden ve mitokondri tarafindan baslatilan hiicre i¢i sinyaller iireten
cesitli reseptor aracilt olmayan uyaran dizisini igerir. Apoptozun intrinsik yolagi ayni
zamanda mitokondriyal yol olarak da adlandirilir. Cok ¢esitli sitotoksik uyaranlar veya
cevresel etkenler tarafindan aktive edilir. Bu uyaranlarin apoptozu tetikledigi
mekanizmalar farkli goriinse de, hepsinin ortak sonucu proapoptotik proteinlerin

mitokondriden salgilanmasina neden olmaktir.

Tim bu uyaranlar, mitokondri i¢ membraninda por olusumu ile sonuglanan
degisikliklere ve mitokondriyal membran potansiyelinin (MMP) kaybina neden olur.
Apoptozun intirinsik yolaginda iki ana pro-apoptotik protein grubu rol oynar. Birinci
grup proapoptotoik proteinler, sitokrom ¢, Smac / DIABLO ve serin proteaz HtrA2 /
Omi'den olusur. Bu proteinler, "kaspazlar" adi verilen bir grup sistein proteazin
aktivasyonuna neden olurlar. Sitokrom c, i¢ mitokondriyal zarin disinda ve zarlar aras1
boslukta lokalizedir. ATP {iiretimi i¢in hiicre i¢i elektron transport zincirinde 6nemli
bir islevi vardir. Apoptotik siire¢ sirasinda sitokrom c, sitozolde salinir ve apoptoz
proteaz aktive edici faktore (Apaf-1) baglanir. Sitokrom ¢ ve Apaf-1, prokaspaz-9'u
aktif proteolitik enzim olan kaspaz-9'a aktive eden bir kompleks olusturur. Kaspaz-9
da prokaspaz-3’ii aktif kaspaz-3 haline getirir ve DNA’nin nukleozomal alt birimler

halinde fragmante olmasina neden olur [108, 110]

Ikinci pro-apoptotik protein grubu, apoptoz indiikleyici faktdr (AIF), endoniikleaz
G ve kaspaz ile aktiflestirilmis DNAz (CAD) apoptoz sirasinda mitokondriden salinir.
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AIF ve endoniikleaz G'nin her ikisi de kaspazdan bagimsiz bir sekilde islev goriir.
CAD ise mitokondriden salinir ve c¢ekirdege gecer, burada kaspaz-3 tarafindan
boliindiikten sonra oligoniikleozomal DNA fragmantasyonuna ve daha belirgin ve

gelismis bir kromatin yogunlasmasina yol agar [111].

Intrinsik yolaktaki mitokondriyal olaylarm kontrolii ve diizenlenmesi, Bcl-2
protein ailesinin {iyeleri araciligiyla gerceklesir. Bcl-2 protein ailesi, mitokondriyal
membran gegirgenligini yOnetir ve pro-apoptotik veya anti-apoptotik davranis
gosterebilir. Bcl-2 protein ailesinin ana etki mekanizmasinin, mitokondriyal membran
gecirgenliginin  degistirilmesi yoluyla mitokondriden sitokrom ¢ saliniminin

diizenlenmesi oldugu diisiniillmektedir [108].
Ekstrinsik yol

Apoptozu baglatan ekstrinsik sinyal yolaklari, tiimoér nekroz faktorii (TNF)
reseptor geni ailesinin liyeleri olan 6liim reseptorleri aracili etkilesimleri igerir. Hiicre
yiizeyindeki reseptorlere (Fas, TNRF, DRS5) apoptoz sinyallerinin (FasL, TNF- a,
TRAIL) baglanmasiyla reseptorler trimerik yapiya doniisiir. Bu sekilde trimerik yapi
kazanan reseptor; adaptor molekiilleri ve prokaspaz-8 ile birleserek prokaspaz-8’in
oto-katalitik aktivasyonu ile sonuglanan 6liim indiikleyici sinyal kompleksi (DISC) ad1
verilen yapiy1 olusturur. Bu birlesmeden sonra inaktif durumdaki prokaspaz-8’in uzun
ve kisa kollart kesilerek aktif kaspaz-8’in olugmasi saglanir. Aktif kaspaz-8, kaspaz-
3’1 aktive eder. Kaspaz-3 ise spesifik olarak endoniikleaz CAD'i aktive eder. CAD
daha sonra c¢ekirdeklerdeki kromozomal DNA'y1 bozar ve kromatin yogunlagsmasina

neden olur. [112,113].

2.11.3 Apoptotik hiicre 6liimiinii tespit etme yontemleri

Apoptozun tespiti, membran degisiklikleri, DNA fragmantasyonu, sitotoksisite ve
hiicre proliferasyonu, mitokondriyal hasar, immiinolojik mekanizmalara dayali

deneyler ile ilgili yontemleri icerir [114] ( Tablo 2-5).
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Tablo 2-5 : Apoptotik hiicre dliimiinii tespit etme yontemleri.

Sitomorfolojik degisikliklerin tespiti

e Hematoksilen- eozin boyama

e Transmisyon elektron mikroskobisi (TEM)

DNA fragmantasyonunun tespiti

e TdT aracili dUTP Nick-End Etiketleme (TUNEL) testi

e DNA merdiven testi

Kaspazlarin, parcalanmis substratlarin, diizenleyicilerin ve inhibitorlerin

tespiti

Membran degisikliklerinin tespiti

e Plazma membran gecirgenligini 6lgen radyoaktif ve radyoaktif olmayan

testler
e Kolorimetrik tahliller

- Anneksin V canlilik testi
- Laktat dehidrojenaz (LDH) testi

- Floresein Boyama

Mitokondriyal deneyler

2.11.3.1 Floresein boyama

Saglam hiicre zarmna giren boyalar arasinda en Onemlileri, DNA'ya spesifik
baglanmalar1 nedeniyle DNA'y1 saptamak ve Olgmek icin kullanilan floresan
boyalardir. Apoptotik hiicreler, akridin turuncusu (AO), Nil mavisi siilfat (NBS) ve
notr kirmizi (NR) gibi boyalar kullanilarak gorsellestirilebilir. Bu boyalar asidofilik
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olduklarindan, yiiksek lizozomal ve fagositotik aktiviteye sahip alanlarda

yogunlasirlar [115].

2.11.3.2 Mitokondriyal transmembran potansiyeli

Mitokondrial membran potansiyeli (MMP-Aym), mitokondriyal fonksiyonun
onemli bir parametresidir. MMP’nin diismesi proapoptotik sinyalin baslatilmasini
yansitan mitokondriyal zar biitiinligiiniin kaybina isaret eder. Apoptoz
arastirmalarindaki yeni tekniklerden biri, floresan lipofilik molekiilleri kullanarak
mitokondriyal transmembran potansiyelini 6lgmektir. Saglikli hiicrelerde bu lipofilik
molekiiller, parlak kirmizi floresan ile bir polimer olusturarak mitokondride toplanir.
Apoptotik hiicrelerde, transmembran potansiyeli azalmistir ve lipofilik molekiiller,

yesil bir floresansla sitoplazmada monomerik formlarinda kalmaktadir [116].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gereg¢

3.1.1 Cihazlar

Calisma kapsaminda kullanilan cihazlar Tablo 3-1’de listelenmistir.

Tablo 3-1: Calisma kapsaminda kullanilan cihazlar.

Cihaz Ad Marka Kullanim Amaci
- o Hiicre kiiltiirii gahgmalarinda
Sogutmall Santrift Hermle
osutmatl Santriy kullanilmistir.

Derin Dondurucu (-20°C / -80°C)

Buzdolab1 (+4)

Hassas Terazi

Deiyoize su cihazi

Vortex

Hiicre Kiiltiirii Kabini (Class 1I)

Karbondioksit Inkiibatorii

Ters Isik Mikroskobu

Floresans Mikroskop

Multiplaka Okuyucu

Elektroforez Giig Kaynagi

Otomotik Pipetler

Manyetik Karistirici

Orbital karistirict

Sicak su banyosu

Buz makinas1

Ugur / Haier

Ugur

Mettler Toledo

Sartorius Stedim

Stuart

Safe Fast Classic Faster Air

ESCO - Panasonic

Novel

Leica DM 1000

Thermo Varioskan

Thermo

Eppendorf

Biocote, Stuart CB162

Biosan, 0S20

Hellma Analytics

Maestrogen Inc

FBS, , Pen/Strep gibi s1vilarin
saklanmas1 i¢in kullanilmigtir.
Ornek, kit, medyum, tampon vb’nin
saklanmasi igin kullanilmistir.

Numunelerin tartilmasinda
kullanmilmistir.

Tim deneylerde kullanilmigtir.

Stok soliisyonu hazirlarken
kullamImistir.

Hiicre kiiltiirii ve transfeksiyon
islemleri i¢in kullamImistir.

Hiicre kiiltiiri deneylerinde
kullaniImistir.

Hiicre kiiltiirti deneylerinde
kullanilmistir.

Apoptoz, DNA Hasar ve
Transfeksiyon kontroliinde
kullanmilmistir.
Fotometrik, Luminometrik ve
Florometrik okumalar bu cihazda
yapilmistir.

DNA Hasar1’nda jel yiiriitiirken
kullanilmigtir.

Tim deneylerde kullanilmigtir.
Tim deneylerde kullanilmigtir.
Tum deneylerde kullanilmigtir.
Tum deneylerde kullanilmigtir.

Tum deneylerde kullanilmigtir.
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3.1.2 Kimyasallar

Calisma kapsaminda kullanilan kimyasallar Tablo 3-2’de listelenmistir.

Tablo 3-2: Calisma kapsaminda kullanilan kimyasallar.

Kimyasal Ad1 Marka Kullanim Amaci
Sodyum Kloriir (NaCl)
Potasyum Kloriir (KCI)
Sodyum Hidrojen Fosfat Dihidrat
A . . Genel laboratuvar soliisyon ve
Potasyum Dihidrojen Fosfat Sigma-Aldrich amponlar igin kullaniimistr.
Etilen Diamin Tetra Asetik Asit
(EDTA)
Tris HCI
Tris Baz
Fetal S1gir Serumu
. .. . Genel hiicre kiiltiirii caligmalari igin
Penisilin/Streptomisin Gibco Kullanthmustar,
DMEM: F-12 Medyumu
Cryopreservation Medyum ABM Genel hiicre kiiltiirii caligmalari i¢in

kullaniImistir.

Actilyse

Metalyse

Boehringer Ingelheim

Genel hiicre kiiltiirii calismalart igin
kullam Inugtur.

Diklorofloroscein Diasetat
Akridin turuncusu
Etidyum Bromiir

Normal Melting Agar

Low Melting Agar

Dimetil Siilfoksit (DMSO)

Triton X
Sodyum Hidroksit (NaOH)
HCI
Tripsin-EDTA

Fura-2AM

Sigma-Aldrich

Genel hiicre kiiltiirii caigmalari i¢in
kullamlmugtir.

3,3-dihexyloxacarbocyanine lodide

Santa Cruz

Genel hiicre kiiltiirii cahigmalar1 icin
kullani lmistir,
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3.1.3 Kitler
Calisma kapsaminda kullanilan kitler Tablo 3-3’de listelenmistir.

Tablo 3-3: Calisma kapsaminda kullanilan Kitler.

Kit Ad1 Marka Kullanim Amaci
CellTiter-Glo® Luminescent Cell Promeca Sitotoksisite deneyleri i¢in
Viability Assay Kit 9 kullamImistir.
GSH-Glo™ Glutathione Assay Kit Promega . Huc.r.e }{ul .d.e glutatyon
diizeylerini lgmek i¢in kullaniInustir.
ELISA Kitleri Elabscience Enflamasyon ve biiylime faki6rlerinin

6leiimii igin kullanilmsgtir.

3.2 Yontem

3.2.1 Hiicre Kiiltiirii cahismalar:

Laboratuvarimizda kullanilacak G6z Retina Pigment Epitel Hiicre Hatt1 (ARPE-
19) ticari olarak kiiltiir bankalarindan temin edildi ve prospektiislerinde belirtilen 6zel
complete medyumlarinda (DMEM:F12 + 10% Fetal Bovine Serum (FBS) + 1%
Penisilin/Streptomisin) 37°C’de %5 CO2 ve % 95 hava bulunan inkiibatorde ¢ogaltildi.
Tim hiicre hazirlama islemleri BCL-2 laminar flow’da steril ortamda gerceklesti.
Hiicreler temin edildikten sonra 37°C’de 1 dakika i¢inde eritilip, laminar flow’da
hazirlanan complete medyumla karistirtlip, steril falkonda 800 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi. Dipteki kalan pellet pipetaj yapilip iginde dnceden hazirlanan complete
medyum olan 25 cm? hiicre kiiltiirii flaskina ekildi. Hiicreler bu flaskta konflue
olduktan sonra besiyeri ortamdan alind1 ve dPBS ile yikandi. Hiicrelerin {istiine 0,5
mL Tripsin-EDTA ¢ozeltisi (0,25%) eklendi ve Tripsin-EDTA nin iyi etki edebilmesi
i¢in hiicreler kalkincaya kadar inkiibatorde 2-5 dakika arasi inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrast hiicreler hafifce ¢alkalanarak hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi saglandi. Tripsin-
EDTA’y1 nétralize etmek i¢in flaskin igine hazirlanan 5 mL complete medyum eklendi
ve olugan hiicre siispansiyonu 15 mL steril falkon tiiplere aktarilip 800xg’de 5 dakika
santrifiij edildi. Stipernatant kisim aspire edildikten sonra hiicre pelleti 2 mL taze

compelete besiyeri eklendi ve steril pipetle siispansiyon haline getirilip, daha 6nceden
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inkiibatérde bulunan icinde compelete besiyeri olan 75 cm? hiicre kiiltiirii flaskina
eklendi. Hiicre pasajlama sirkiilasyonu bu sekilde devam edilip ¢ogaltilan hiicreler
birkag¢ kere pasajlanip, hiicre sayimi yapildiktan sonra cryopreservation ile -80°C ve
azot tankinda stok yapildi [117].

3.2.2 Hiicre Sayim ve Ekimi

Hiicre sayimi i¢in hiicre siispansiyonundan alinan 10 pL hiicre, 10 pL tripan
mavisi sollisyonu ile karistirildi. Bu karigimin 10 pL’si Thoma lamina pipetlenerek
hiicreler mikroskop altinda sayildi ve hiicre sayis1 belirlendi. Sayim isleminden sonra
yeni bir steril 15 ml lik falkon tiip iginde c¢alisilacak hiicre stok siispansiyonu
hazirland. Hiicre canliligi/sitotoksisite i¢in 96’11k beyaz platelere kuyu bas1 1,5 x 10*
hiicre/100 pL, hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin diizeyi, mitokondriyal membran
potansiyeli ve hiicre i¢i kalsiyum diizeyi i¢in 96’11k siyah platelere kuyu bas1 1,5 x 10*
hiicre/200 pL, DNA Hasar1 ve apoptoz i¢in 6’lik well’lere kuyu bas1 5 x 10* hiicre/2
mL ekim yapildi. Platelerdeki ARPE-19 hiicrelerine farkli konsantrasyonlardaki
alteplaz ve tenekteplaz verilerek 37°C’de %5 COz igeren inkiibatérde 24 saat inkiibe

edildi. Tiim konsantrasyonlar 3 kere tekrarlanarak ¢alisildi [117].

3.2.3 Hiicre Canhlik/Sitotoksisite Testi (ATP Testi)

Calismada kullanilan olan Gz Retina Pigment Epitel Hiicre Hatti (ARPE-19)
hiicre hatt1 birkag kez pasajlanip, ¢ogaltildiktan sonra 96’lik beyaz kiiltiir platelerine
ekilip (1,5 x 10%) 37°C’de %5 CO; igeren inkiibatdrde 24 saat inkiibe edildi. Ardindan
alteplaz ve tenekteplazin farkli konsantrasyonlarina karsi 24 saatteki hiicre canliliga
etkisini tespit etmek i¢in luminometrik ATP testi (CellTiter-Glo® Luminescent Cell
Viability Assay) ile multiplate okuyucuda canlilik 6l¢iildii. Kontrol grubu olarak %0, 1
olacak sekilde DMSO kullanildi. ICsp dozlar1 6l¢iimden sonra hesaplandi ve diger
caligmalar bu dozun altindaki konsantrasyonlarda gerceklesti [118,119].

3.2.4 Hiicre ici reaktif oksijen tiirlerinin diizeyinin 6l¢iimii iROS Ol¢iimii)

Calismada kullanilan olan Gz Retina Pigment Epitel Hiicre Hatti (ARPE-19)
hiicre hatt1 birka¢ kez pasajlanip, ¢cogaltildiktan sonra 96’lik siyah kiiltiir platelerine
ekilip (1,5 x 10%) 37°C’de %5 CO; igeren inkiibatorde 24 saat inkiibe edildi. Ardindan
alteplaz ve tenekteplazin farkli konsantrasyonlarina karsi1 24 saatteki hiicre i¢i ROS’a
etkisini 2,7 diklorodihidrofloreseindiasetat (H.DCF-DA) floresans boyasi kullanilarak
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ol¢iildii. Prosediirde hiicreler 24 saatlik alteplaz ve tenekteplaz inkiibasyonundan sonra
besiyerleri aspire edilip 1xPBS ile 3 kere yikandi. Kuyulara 100 uL 10 uM H>DCF-
DA eklenip 30 dakika 37°C’de inkiibatdrde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi olusan
floresans yogunlugu Ex:488nm/Em:525nm floresans plate okuyucusu (Varioskan
Flash Cok Modlu Okuyucu, Thermo, Waltham, ABD) kullanilarak 6l¢iildii. Sonuglar
%0,1 DMSO eklenen kontrol grubuna gore relatif olarak ATP ile kiyaslanarak
(ROS/ATP) hesapland1 [117].

3.2.5 DNA hasar 6l¢iimii

Genotoksik hasar yani DNA Hasar1 Singh ve arkadaglar tarafindan modifiye
edilen alkali tekli hiicre elektroforezi yontemi (comet assay) ile dl¢iildii [120]. 6’lik
well’lere ekilen hiicreler ICsp altindaki dozlarda ilaglar uygulandiktan 24 saat sonra
tripsin-EDTA ile kaldirilip 800g’de 5 dakika santrifiij ardindan siipernatantlar
enflamasyon ¢alismalari i¢in saklandi. Hiicreler 1xPBS ile yikanan hiicreler +4°C’de

800g’de 5 dakika santrifiij edilip DNA hasari prosediiriine gecildi.

3.2.5.1 Yontemin prensibi

Comet Assay metodu DNA’nin farkli elektriksel yiik ve agirligina gore elektrik
alaninda farkli go¢ etmesine dayali bir yontemdir. Hiicreler agaroza yerlestirilip lizise
ugratilir. Eger DNA’da herhangi bir hasar (genotoksisite) yoksa DNA goriinimi
kompakttir yani herhangi bir kuyruk (comet) olusturmaz. Oysa DNA hasara ugrayip
fragmente olmussa, olusan bu fragmentler farkli elektriksel yiik ve molekiil agirligina
sahip olduklar i¢in elektroforetik ortamda farkli hareket edeceklerinden, DNA Ilar
floresan boya olan etidyum bromiir ile boyandiklarinda kuyruklu bir goriintii

olusturacaklardir.

3.2.5.2 Yonteminin Uygulanisi
Slaytlarin hazirlanmast

45°C’de NMA %1°lik ddH20 beher i¢inde hazirlanir ve lamlar behere batirilip bir
tarafi silinerek kurutmaya birakildi. Agarli lamlar hazirlandiktan sonra tripsin-EDTA

ile kaldirilan hiicre ve 40°C’de ddH2O ile hazirlanan %0,65’lik LMA (80:15) ependorf

icinde kanistirildi. 85 pl karisimdan ¢ekilir ve dnceden hazirlanmis olan agarli lama
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damlatilip, lamel kapatilir. Agarozun donmast igin buzdolabinda 5 dakika

bekletildikten lamel lamdan ¢ikartilir ve sonra lizis agamasina gegildi.

Lizis asamasi

Lizis asamasina hazirlanan lamlar maksimum bir gece lizis soliisyonunda (pH:10
- 100 mM EDTA, 2,5 M NaCl, 10 mM Tris Baz ve %1 triton X-100) buzdolabinda
inkiibe edildi. Lizis soliisyonu hiicre i¢eriginin disar1 ¢cikmasini saglar ve DNA’da kirik

varsa ve parcalanmissa fragmente bolgeyi tutan baglari kopmasini saglandi.

Elektoforez agsamasi

Lizis agamasindan sonra lamlar 1xPBS ile yavas¢a 5 kez yikanir. Elektroforez
tankina yerlestirilen lamlar elektroforezden 6nce +4°C’de 30 dakika elektroforez
tamponun (pH:10 - ImM EDTA, 300 mM NaOH) inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasi
300 mA, 14 volt’ta 25 dakika elektroforez gerceklestirildi.

Noétralizasyon asamasi

Elektroforezden sonra lamlar 5 dk siire ile 5 kez nétralizasyon tamponu (pH:7,5 -

0.4 M Tris-HCl,) ile oda sicakliginda muamele edildi.

Boyama asamasi

Boyama asamasinda kullanilan boya niikleik asitlere 6zgli olan etidyum
bromiirdiir. Notralizasyon asamasindan sonra lamlarin istiindeki jellere 2 pg/ml
etidyum bromiir damlatilip lamelle kapatilir. Ornekler leica floresans mikroskop ile
(20X, Eksitasyon DB: 546 nm, Emisyon DB: 20 nm) DNA’larin goriintiisii
degerlendirilip, kaydedildi.

Analiz

Floresans mikroskoptan kaydedilen goriintiiler bilgisayardaki analiz programi
(Comet Assay IV, Perpective Ins.) ile degerlendirildi. Hartmann’a gére DNA hasari
6l¢timiindeki ilk kriter kuyruk yogunlugunun &lgiilmesidir. Programdan DNA’lardaki
kuyruk yogunlugu (Tail Intensity) dlgiilerek hesaplandi.
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3.2.6 Apoptoz testi

Akridin turuncusu (AT) / etidyum bromiir (EB) ¢ift boyamasi

Akridin turuncusu/etidyum bromiir boyasi (AT/EB), hiicrelerde morfolojik
degisikliklerin degerlendirilmesi i¢in kullanilan ¢ift boyamadir. Akridin turuncusu
boyasi vital bir boyadir ve hem canli hem de 6lii hiicreleri boyar. Etidyum bromiir
boyas1 ise sadece membran biitiinliigiinii kaybetmis hiicreleri boyar. Canli hiicreler
homojen bir yesil, erken apoptotik hiicreler ise kromatin yogunlagmasi ve niikleer
parcalanma dolayisiyla 6zellikle ¢ekirdeklerinde parlak yesil noktalar igerecektir. Geg
apoptotik hiicreler hem AT hem de EB igerdiginden dolay1 turuncu rengi alacaktir.
Fakat nekrotik hiicreler sagliklt hiicrelerin aksine yogunlagsmis kromatin igerdiginden
farkli bir niikleer morfoloji ve boya yogunluguna sahip oldugundan bozuk sekilli

kirmizi goriintir [121].

6’lik well’lere ekilen hiicreler ICso altindaki dozlarda ilaglar uygulandiktan 24 saat
sonra tripsin-EDTA ile kaldirtlip 800g’de 5 dakika santrifiij edilip siipernatantlar
atildi. 1xPBS ile yikanan hiicreler +4°C’de 800g’de 5 dakika santrifiijiin ardindan bos
lamin t{izerine 10 pL hiicre pelleti ve 10 pL AT/EB soliisyonu (100 pg/mL AT + 100
pg/mL EB) eklenip lamel kapatildi. Goriintiiler floresans mikroskopta (Leica DM
1000) degerlendirilip kaydedildi. Rastgele kaydedilen hiicrelerde her konsantrasyonda

3 tekrar ve minimum 100 hiicre sayildi.

3.2.7 Mitokondriyal membran potansiyeli (MMP) tayini

Mitokondrial membran potansiyeli (MMP-Aym), mitokondriyal fonksiyonun
onemli bir parametresidir. MMP’nin diismesi proapoptotik sinyalin baglatilmasim

yansitan mitokondriyal zar biitlinliigiiniin kaybina isaret eder.

Calismada kullanilan olan Gz Retina Pigment Epitel Hiicre Hatt1i (ARPE-19)
hiicre hatt1 birka¢ kez pasajlanip, ¢cogaltildiktan sonra 96’lik siyah kiiltiir platelerine
ekilip (1,5 x 10%) 37°C’de %5 CO; igeren inkiibatorde 24 saat inkiibe edildi. Ardindan
alteplaz ve tenekteplazin farkli konsantrasyonlarina kars1 24 saatteki mitokondriyal
membran potansiyelindeki degisim 3.3’diheksiloksikarbosiyanin iyodiir (DiOC6(3))
floresans boyasi kullanarak Ol¢iildii. Prosediirde hiicreler 24 saatlik Actilyse ve
Metalyse inkiibasyonundan sonra besiyerleri aspire edilip 1xPBS ile 3 kere yikandu.

Kuyulara 100 pL 40 nM (DiOC6(3)) eklendi ve 30 dakika oda sicakliginda inkiibe
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edidi. Daha sonra olusan floresans yogunlugu Ex:485nm/Em:535nm floresans plate
okuyucusu (Varioskan Flash Cok Modlu Okuyucu, Thermo, Waltham, ABD)
kullanilarak 6l¢iildii. Sonuglar %0,1 DMSO eklenen kontrol grubuna gore relatif
olarak ATP ile kiyaslanarak (MMP/ATP) hesaplandi [122].

3.2.8 Hiicre i¢i glutatyon diizeylerinin 6l¢iimii

Calismada hiicre i¢i glutatyon (GSH) diizeylerini 6lgmek i¢in luminometrik
glutatyon kiti kullanildi. Ticari olarak satin alinan GSH-Glo™ Glutathione Assay
luminesans glutatyon kiti glutatyonu glutatyon-s transferaz enzimiyle indirgerken Kitte

bulunan lusisferin-NT substratini lusiferine doniistiiriir.

Bu doniisiim sirasinda ortamda ATP ¢ikar. Ortamda meydana gelen lusiferin
rekombinant lusiferaz enzimi ile oksilusiferine doniiserek luminesans yayar [123].
Opak beyaz 96’lik plate’lere ekilen 1,5 x 10* hiicreye 24 saat sonra farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan alteplaz ve tenekteplaz eklendi ve 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan glutatyon soliisyonu eklenip 5 dakika icinde Thermo

Varioskan multiplate okuyucuda luminesans 6l¢iim alindi.

3.2.9 Hiicre i¢i kalsiyum diizeyinin dl¢iimii (Ca2* Olgiimii)

Calismada kullanilan olan Gz Retina Pigment Epitel Hiicre Hatti (ARPE-19)
hiicre hatt1 birkag kez pasajlanip, ¢ogaltildiktan sonra 96’lik siyah kiiltiir platelerine
ekilip (1,5 x 10%) 37°C’de %5 CO; igeren inkiibatdrde 24 saat inkiibe edildi. Ardindan
alteplaz ve tenekteplazin farkli konsantrasyonlarina karsi 24 saatteki hiicre igi
kalsiyuma etkisini Fura-2AM floresans boyast kullanilarak o6lgiildii. Prosediirde
hiicreler 24 saatlik alteplaz ve tenekteplaz inkiibasyonundan sonra besiyerleri aspire
edilip 1xHBSS ile 3 kere yikandu.

Kuyulara 100 pL 5 pM Fura-2AM eklenip 30 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi. Hiicreler 1xHBSS ile 2 kere yikandiktan sonra 1xHBSS ile 45 dakika oda
sicakliginda inkiibasyondan sonra olusan floresans yogunlugu Ex:340nm/Em:380nm
floresans plate okuyucusu (Varioskan Flash Cok Modlu Okuyucu, Thermo, Waltham,
ABD) kullanilarak o6lgiildii. Sonuglar %0,1 DMSO eklenen kontrol grubuna gore
relatif olarak ATP ile kiyaslanarak (Ca?*/ATP) hesapland [124].
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3.2.10 Enflamasyon

6’lik  well’lere  50x10% ekilen hiicrelere ICso altindaki dozlarda ilaglar
uygulandiktan 24 saat sonra tripsin-EDTA ile kaldirilip 800g’de 5 dakika santrifiij
ardindan siipernatantlar enflamasyon caligmalar1 i¢in kullanildi. Siipernatantlarda
Bradford yontemiyle total protein tayini yapildiktan sonra ticari olarak satin alinan

insan IL1B ELISA kitleriyle fotometrik yontemlerle IL1p diizeyleri 6l¢iildii [125].

3. 3 istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz SPSS (Statistical Package for Social Science) (SPSS Inc.
Chicago, IL, USA, v.20.0) paket programi kullanilarak yapilmistir. In vitro
deneylerden elde edilen tiim veriler {i¢ tekrarin ortalama + standart sapmasi (Ortalama
+ SS) olarak sunulmustur. Degiskenlerin normal dagilima uyumluluklar:1 ‘Shapiro-
Wilk testi’ ile degerlendirilmistir. Tiim deneylerden elde edilen veriler, varyans
analizleri (One-Vay ANOVA) kullanilarak istatistiksel anlamlilik agisindan analiz
edilmistir. Farkli gruplarin parametrelerini karsilastirmak igin post hoc analizler
yapilmustir. Alteplaz veTenekteplaz i¢in ICso degerleri, dogrusal olmayan regresyon
analizi ile hesaplanmistir. Parametreler arasindaki iliski diizeyini veya derecesini
degerlendirmek i¢in normal dagilima uyan verilere ‘Pearson korelasyon analizi’,
normal dagilima uymayan verilere ‘Spearman korelasyon analizi’ uygulanmistir.

[statistiksel anlamlilik igin p<0,05 degeri kabul edilmistir.
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4. BULGULAR:

4.1 Hiicre Canhhgmmun Degerlendirilmesi ve IC50 Degerinin (%50 inhibitor

konsantrasyon) Saptanmasi

Alteplaz ve Tenekteplaz’in farkli konsantrasyonlarmin (5, 10, 20, 30, 40, 50, 100,
300, 500, 1000, 3000 ve 5000 pg/mL) 24 saat inkiibasyon sonrasinda hiicre canliligi
tizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in luminometrik ATP deneyi kullanilmistir.
Hiicre canlilig1 yilizdesi, bir kontrol paneli ile normalize edilerek hesaplanmistir.
Kontrol hiicrelerinin canlilig1 100 olarak referans alinmistir. Artan dozlardaki sonuglar

kontrole gore rolatif olarak hesaplanmustir.

Farkl1 konsantrasyonlarda Alteplaz uygulanan ARPE-19 hiicre hattinda sirasiyla;
5 pg’da %100, 10 pg’da %102, 20 pg’da %105, 30 ng’da %106, 40 pg’da %109, 50
ng’da %110, 100 pg’da %94, 300 ng’da %81, 500 pg’da %71, 1000 pg’da %62, 3000
ug’da %49 ve 5000 ug’da %38 oraninda hiicre canliligr tespit edilmistir (Sekil 3-1).

Farkl1 konsantrasyonlarda Tenekteplaz uygulanan ARPE-19 hiicre hattinda
strastyla; 5 pg’da %102, 10 pg’da %104, 20 pg’da %107, 30 pg’da %113, 40 pg’da
%114, 50 pg’da %115, 100 pg’da %101, 300 pg’da %91, 500 ng’da %78 , 1000 ng’da
%70, 3000 pg’da %58 ve 5000 pg’da %50 oraninda hiicre canlilig: tespit edilmistir
(Sekil 3-1).

Elde edilen veriler degerlendirildiginde Alteplazin 50 pg/mL ve altindaki,
Tenekteplazin ise 100 pg/mL ve altindaki konsantrasyonlarda kontrol hiicreleri ile
karsilastirildiginda sitotoksik etki gdstermedigi gézlenmistir. Bu konsantrasyonlarin
tizerinde uygulandiginda, sitotoksisitenin konsantrasyon bagimli olarak arttigi ve bu
artisin istatiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0.001). ARPE-19 hiicre
hattinda tespit edilen hiicre canliligt ile uygulanan alteplaz ve tenekteplaz
konsantrasyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon saptanmistir
(r=-0,755, p=0.005 Alteplaz icin ve r= -0,866 p=0.001 Tenekteplaz i¢in). Alteplaz
5000 pg/mL uygulandiginda, ayni konsantrasyonda uygulanan Tenekteplaza gore
daha yiiksek sitotoksik etki gdsterdigi tespit edilmistir (p<0.05).
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Hiicre proliferasyonunda %50 azalmaya neden olan inhibitdr konsantrasyon
degeri (IC s0) Alteplaz i¢in 2830,76 pg/mL Tenekteplaz i¢in 4894,39 pug/mL olarak

hesaplanmistir. ICso dozlariin altindaki dozlarda genotoksisite ve apoptoz analizleri

yapilmustir.
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Sekil 3-1 : Alteplaz ve tenekteplaz farkhi konsantrasyonlarda uygulandiginda

hiicre canlihig1 iizerine etkisi.

Kontrol hiicreleri ile karsilastirldiginda anlamh fark Alteplaz i¢cin * = p <0.05, ** =p <0.01, ***
=p <0.001; Tenekteplaz icin + =p <0.05, ++ = p<0.01, +++=p < 0.001 ile gosterilmistir. Alteplaz
ve tenekteplaz aym konsantrasyonlarda uygulandiginda hiicre canlihigr arasindaki anlamh fark a

= p<0,05, aa = p<0,01, aaa = p<0,001 ile gosterilmistir

4.2 Hiicre I¢i Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) Diizeyinin Degerlendirilmesi

Hiicre i¢i ROS diizeyinin inceleyebilmek i¢in indirgendiginde floresans 6zellik
gosteren HoDCF-DA probu kullanilmistir. Elde edilen degerler ATP degerleri ile
oranlanip relatif floresans olacak sekilde verilmistir. Alteplaz ve Tenekteplazin 50
ng/mL ve altindaki konsantrasyonlarda hiicre i¢i ROS {iretimini azalttig1 tespit
edilmistir. Bununla birlikte, Alteplaz ve Tenekteplazin konsantrasyon bagimli olarak
hiicre i¢i ROS iretiminin arttigi ve bu artisin 300 pg/mL ve iizerindeki
konsantrasyonlarda istatiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p< 0.001) (Sekil 3-
2). ARPE-19 hiicre hattinda tespit edilen hiicre i¢i ROS diizeyi ile uygulanan alteplaz

ve tenekteplaz konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif
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korelasyon saptanmistir (r= 0,764, p=0.004 Alteplaz icin ve r= 0,627 p=0.029
Tenekteplaz i¢in ). Alteplaz ve Tenekteplaz artan konsantrasyonlarda uygulandiginda,
ARPE-19 hiicre hattinda saptanan hiicre canliligi ile ROS diizeyi arasinda istatistiksel
olarak anlamali gii¢lii negatif korelasyon saptanmistir (r=-0,940, p<0.001 Alteplaz igin
ve r=-0,894 p<0.001 Tenekteplaz i¢in).

Hiicre ici ROS
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A lteplaz === T enekteplaz

Sekil 3-2 : Alteplaz ve Tenekteplaz farkhh konsantrasyonlarda uygulandiginda
hiicre ici ROS diizeyine etkisi.

Kontrol hiicreleri ile karsilastirlldiginda anlamh fark Alteplaz icin * =p <0.05, ** =p <0.01, ***
=p <0.001; Tenekteplaz icin +=p <0.05, ++ = p<0.01, +++=p < 0.001 ile gosterilmistir. Alteplaz
ve Tenekteplaz aym konsantrasyonlarda uygulandiginda hiicre ici ROS diizeyi arasindaki

anlamh fark a = p<0,05, aa = p<0,01, aaa = p<0,001 ile gosterilmistir.

4.3 Genotoksisitenin Degerlendirilmesi

DNA hasar analizi icin ARPE-19 hattina 24 saat boyunca ICsp dozlarinin altinda
farkli konsantrasyonlardaki Alteplaz ve Tenekteplaz uygulanmis ve DNA hasar1 comet
assay yontemi ile kuyruk yogunluguna gore degerlendirilmistir. Alteplaz ve
Tenekteplazin ARPE-19 hiicre hatt1 iizerindeki genotoksik etkileri kuyruklu yildiz
olusumu olarak gorsellestirilmistir. Hasarli DNA parlak bir bag ve kuyruk goriiliirken,

hasarsiz DNA kuyruksuz sadece yuvarlak olarak goriilmektedir.
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50 pg/mL ve altindaki konsantrasyonlarda Alteplaz uygulandiginda DNA kuyruk
yogunlugu yiizdesi agisindan kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlaml fark saptanmamustir.

Sekil 3-3’de gosterildigi gibi 100 ug/mL , 300 ug/mL ve 1000 pg/mL Alteplaz
uygulandiginda kuyruk yogunlugu sirasiyla %7,06, %14,11 ve %28,7 olarak
saptanmistir. Bu veriler degerlendirildigine 100 pg/mL , 300 pg/mL ve 1000 pg/mL
Alteplaz uygulanan hiicre hattinda DNA kuyruk yogunlugu yiizdesi kontrol hiicreleri

ile karsilastirlldiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek saptanmistir

(p<0.001).

Tenekteplaz 100 pg/mL ve altindaki konsantrasyonlada uygulandiginda DNA
kuyruk yogunlugu ylizdesinde istatiksel olarak anlamli artisa neden olmadig
gbzlenmistir. Tenekteplaz 100 pg/mL, 300 pg/mL ve 1000 pg/mL uygulandiginda
DNA kuyruk yogunlugu sirastyla %0,93, %11,99 ve %?22,45 olarak saptanmistir.
300ug/mL ve 1000 pg/mL Tenekteplaz uygulanan hiicre hattinda DNA kuyruk
yogunlugu yiizdesi kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda anlamli diizeyde yiiksek
saptanmigtir (p<0.001). 100 pg/mL ve ustiindeki konsantrasyonlarda Alteplaz’in
neden oldugu DNA hasarinin Tenekteplaz ile karsilastirildiginda daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir (p<<0.05). ARPE-19 hiicre hattinda tespit edilen DNA kuyruk ytizdesi
ile uygulanan alteplaz ve tenekteplaz konsantrasyonlar: arasinda istatistiksel olarak
anlaml pozitif korelasyon saptanmistir (r= 0,972, p=0.006 Alteplaz i¢in ve r= 0,667
p=0.029 Tenekteplaz icin). Alteplaz ve Tenekteplaz artan konsantrasyonlarda
uygulandiginda, ARPE-19 hiicre hattinda saptanan DNA hasar1 ile ROS diizeyi
arasinda istatistiksel olarak anlamli poizitif korelasyon tespit edilmistir (r=0,900,

p=0.037 Alteplaz i¢in ve r=0,875 p=0.048 Tenekteplaz i¢in).

Bu bulgular, ARPE-19 hiicrelerindeki DNA hasarinin uygulanan ilag dozuna bagh
olarak artig gosterdigine isaret etmektedir. Artan hasarla olusan DNA kuyruklu yildiz

goriintlilerinin mikrograflari sekil 3-4’de sunulmustir.
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Sekil 3-3: Alteplaz ve Tenekteplaz farkh konsantrasyonlarda uygulandiginda
ARPE-19 hiicreleri iizerindeki genotoksik etkisi.

Kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda anlamh fark Alteplaz icin * =p <0.05, ** =p <0.01,
*** = p <0.001; Tenekteplaz icin + =p <0.05, ++ = p<0.01, +++ =p < 0.001 ile gosterilmistir.

Alteplaz ve Tenekteplaz ayni konsantrasyonlarda uygulandiginda DNA kuyruk yiizdeleri

arasindaki anlamh fark a = p<0,05, aa = p<0,01, aaa = p<0,001 ile gosterilmistir.

Kontrol 30 pg/mL 50 pg/mL
100 pg/mL 300 pg/mL 1000 pg/mL

Sekil 3-4 : DNA hasarimin degerlendirilmesi.
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4.4 Apoptozun Degerlendirilmesi

Calismamizda ICso dozlarinin altindaki farkli konsantrasyonlarda uygulanan
Alteplaz ve Tenekteplazin hiicrelerde neden oldugu morfolojik ve apoptotik degisimi
izlemek i¢in akridin turuncusu / etidyum bromdir ¢ift boyasi kullanilmistir. Boyamanin
ardindan hiicreler floresans mikroskopisi ile incelenmistir. Sekilx’de gosterildigi gibi
her iki ilacin uygulanan dozu arttik¢a, yesil goriiniimlii canli hiicre oranlart azalmis ve
sar1-turuncu goriinlimli apoptotik hiicre oranlart artmistir. 100 ug/mL ve {izerindeki
konsantrasyonlarda Alteplaz uygulanan hiicrelerdeki apoptoz oran1 kontrol
hiicrelerindeki apoptoz orami ile karsilagtirlldiginda istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek saptanmistir (p<0.001). Tenekteplaz ise 300 pug/mL ve iizerindeki
konsantrasyonlarda uygulandifinda apoptoz orant kontrol hiicreleri ile
karsilastirildiginda anlamli diizeyde yiliksek bulunmustur (p<0.001). 100 pg/mL ve
tizerindeki konsantrasyonlarda uygulanan Alteplazin ayni konsantrasyonlarda
uygulanan tenekteplaza gore daha yiiksek apoptoz oranina neden oldugu tespit
edilmistir (p<0.05) (Sekil 3-5). ARPE-19 hiicre hattinda tespit edilen apoptoz orani ile
uygulanan alteplaz ve tenekteplaz konsantrasyonlari arasinda istatistiksel olarak
anlamli pozitif korelasyon saptanmistir (r= 0,976, p=0.004 Alteplaz i¢in ve r= 0,985
p=0.002 Tenekteplaz igin). Alteplaz ve Tenekteplaz artan konsantrasyonlarda
uygulandiginda, ARPE-19 hiicre hattinda saptanan apoptoz orani ile ROS diizeyi
arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon tespit edilmistir (r=0,900,
p=0.037 Alteplaz igin ve r= 0,882 p=0.048 Tenekteplaz igin). Sekil 3-6’da Alteplazin
ARPE-19 hiicrelerine apoptotik etkisinin floresans mikroskoptaki goriintiileri

gosterilmistir.
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Sekil 3-5: Alteplaz ve Tenekteplaz farklh konsantrasyonlarda uygulandiginda
ARPE-19 hiicrelerinde apoptoz iizerine etKisi.

Kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda anlamh fark Alteplaz icin * =p <0.05, ** =p <0.01, ***
=p <0.001; Tenekteplaz icin + =p <0.05, ++ =p<0.01, +++=p < 0.001 ile gosterilmistir. Alteplaz
ve Tenekteplaz aym konsantrasyonlarda uygulandiginda apoptoz oram arasindaki anlamh fark

a = p<0,05, aa = p<0,01, aaa = p<0,001 ile gosterilmistir.

Kontrol 30 pg/mL 50 pg/mL

100 pg/mL 300 pg/mL 1000 pg/mL

Sekil 3-6: Apoptoz goriintiileri.
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4.5 Mitokondriyal Membran Potansiyelinin (MMP) Degerlendirilmesi

Alteplaz ve Tenekteplazin ICso dozlarimin altindaki farkli konsantrasyonlari
ARPE-19 hiicre hattina muamele edildikten 24 saat sonra mitokondriyal membran
potansiyelini degerlendirmek i¢in akis sitometrisinde Ol¢iim yapilmistir. Akis
sitometrisi analizden elde edilen sonuglara gore, Alteplaz ve Tenekteplaz 500 ug/mL
ve lizerindeki konsantrasyonlarda uygulandiginda MMP kaybinin istatistiksel olarak
anlamli oldugu bulunmustur (p < 0.001) (Sekil 3-7). ARPE-19 hiicre hattinda tespit
edilen MMP ile uygulanan alteplaz ve tenekteplaz konsantrasyonlari arasinda
istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon saptanmistir (r= -0,798, p=0.002
Alteplaz i¢in ve r=-0,790 p=0.002 Tenekteplaz i¢in ). Alteplaz ve Tenekteplaz artan
konsantrasyonlarda uygulandiginda, ARPE-19 hiicre hattinda saptanan MMP diizeyi
ile ROS diizeyi arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon tespit edilmistir

(r=-0,977, p<0.001 Alteplaz i¢in ve r=-0,955 p<0.001 Tenekteplaz i¢in).

Mitokondriyal Membran Potansiyeli
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Sekil 3-7 : Alteplaz ve Tenekteplaz farkhh konsantrasyonlarda uygulandiginda

ARPE-19 hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyelindeki degisim.

Kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda anlamh fark Alteplaz icin * =p <0.05, ** =p <0.01, ***

=p <0.001; Tenekteplaz icin +=p <0.05, ++ = p<0.01, +++ =p < 0.001 ile gosterilmistir.
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4.6 Hiicre i¢i Kalsiyum Diizeyinin Degerlendirilmesi

ARPE-19 hiicre hattinda gergeklesen apoptotik indiiksiyona neden olan
mekanizmalar1 arastirmak icin hiicre i¢i Ca®* seviyesi dl¢iilmiistiir. 300 pg/mL ve
tizerindeki konsantrasyonlarda uygulanan Alteplaz ve Tenekteplazin ARPE-19
hiicrelerinde hiicre ici Ca?'diizeyini kontrol hiicreleriyle karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttirdigi saptanmistir (p < 0.05) (Sekil 3-8).
ARPE-19 hiicre hattinda tespit edilen hiicre i¢i Ca?* diizeyi ile uygulanan alteplaz ve
tenekteplaz konsantrasyonlari arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon
saptanmistir (r= 0,720, p=0.008 Alteplaz i¢in ve r= 0,707 p=0.010 Tenekteplaz i¢in ).
Alteplaz ve Tenekteplaz artan konsantrasyonlarda uygulandiginda, ARPE-19 hiicre
hattinda saptanan Ca?*diizeyi ile apoptoz arasinda istatistiksel olarak anlaml1 poizitif
korelasyon tespit edilmistir (r=0,897, p=0.039 Alteplaz i¢in ve r=0,867 p=0.047
Tenekteplaz icin)

Hiicre i¢i Kalsiyum
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Sekil 3-8 : Alteplaz ve Tenekteplaz farklhh konsantrasyonlarda uygulandiginda

ARPE-19 hiicrelerinde hiicre i¢i kalsiyum diizeyine etkisi.

Kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda anlamh fark Alteplaz icin * =p <0.05, ** =p <0.01, ***
=p <0.001; Tenekteplaz icin +=p <0.05, ++ = p<0.01, +++ = p < 0.001 ile gosterilmistir.
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4.7 Hiicre i¢i Glutatyon Diizeyinin Degerlendirilmesi

Alteplaz ve Tenekteplazin farkli konsantrasyonlar1 ARPE-19 hiicre hattina
uygulandiktan 24 saat sonra hiicre i¢i glutatyon diizeyleri luminometrik olarak
Olclilmiistiir. 1000 pg/mL ve iizerindeki konsantrasyonlarda uygulanan Alteplaz ve
Tenekteplazin ARPE-19 hiicrelerinde glutatyon diizeyini kontrol hiicreleriyle
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttig1 tespit edilmistir (p <
0.05) (Sekil3-9). ARPE-19 hiicre hattinda tespit edilen hiicre i¢i GSH diizeyi ile
uygulanan alteplaz ve tenekteplaz konsantrasyonlari arasinda istatistiksel olarak
anlamli negatif korelasyon saptanmistir (r=-0,812, p=0.001 Alteplaz i¢in ve r=-0,729
p=0.005 Tenekteplaz i¢in ). Alteplaz ve Tenekteplaz artan konsantrasyonlarda
uygulandiginda, ARPE-19 hiicre hattinda saptanan GSH diizeyi ile ROS diizeyi
arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon tespit edilmistir (r=-0,970,

p<0.001 Alteplaz igin ve r=-0,963 p<0.001 Tenekteplaz i¢in).
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Sekil 3-9 : Alteplaz ve Tenekteplaz farklhh konsantrasyonlarda uygulandiginda
ARPE-19 hiicrelerinde hiicre ici glutatatyon diizeyine etKkisi.

Kontrol hiicreleri ile karsilastirildidinda anlamh fark Alteplaz icin * p <0.05, ** p <0.01 ***p <
0.001; Tenekteplaz icin + p <0.05, ++ p<0.01, +++ p < 0.001 ile gosterilmistir.
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4.8 inflamasyonun Degerlendirilmesi

4.8.1 Interlékin 1-beta (1L1-p) analizi

Alteplaz ve Tenekteplazin ICso dozlarinin altindaki farkli konsantrasyonlari
ARPE-19 hiicre hattina muamele edildikten 24 saat sonra IL1-f diizeyleri
degerlendirilmistir. Sekil x’de gosterildigi gibi 300 pg/mL ve iizerindeki
konsantrasyonlarda uygulanan Alteplaz ve Tenekteplazin ARPE-19 hiicrelerinde IL1-
B diizeyini kontrol hiicreleriyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
arttirdig1 tespit edilmistir (p < 0.05) (Sekil 3-10). ARPE-19 hiicre hattinda tespit edilen
IL1-B diizeyi ile uygulanan alteplaz ve tenekteplaz konsantrasyonlar: arasinda
istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon saptanmistir (r= 0,933, p=0.020 Alteplaz
icin ve r= 0,904 p=0.035 Tenekteplaz igin ).
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Sekil 3-10 : Alteplaz ve Tenekteplaz farkh konsantrasyonlarda uygulandiginda
ARPE-19 hiicrelerinde IL1-p diizeyine etkisi.

Kontrol hiicreleri ile karsilastirildiinda anlamh fark Alteplaz icin * p <0.05, ** p <0.01 ***p <
0.001; Tenekteplaz icin + p <0.0S, ++ p<0.01, +++ p < 0.001 ile gosterilmistir.
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5. TARTISMA:

Subretinal kanama; geng travma hastalarindan, ilerleyici gérme azalmasi seyrinin
lizerine ani bir gérme azalmasi ile karsilasan ileri yas YBMD hastalarina kadar genis
bir Klinik spektrumda gorme keskinligini ciddi sekilde tehdit eden bir patolojidir.
Subretinal kanamanin en sik etyolojik nedenleri arasinda neovaskiiler tip YBMD,
PKV, RAP, travma, RAM ve yliksek miyopi yer almaktadir. Diger nedenler ise olasi
okiiler histoplazmozis sendromu, anjiyoid catlaklar, g6z i¢i tiimorler ve skleral
cokertme cerrahisi gibi bazi cerrahiler sonrasi komplikasyon olarak goriilen
postoperatif kanamalar yer alir. Subretinal kanamanin fotoreseptorlere ve RPE'ye
verdigi hasar; koroidden retinaya dogru sinirlt besin difiizyonu, fibrin ve demir gibi
toksik maddelerin birikimi ve pihti kontraksiyonunun mekanik etkisi gibi bircok
mekanizma ile gerceklesmektedir [125]. Bu nedenle miimkiin olan en kisa siirede
kanamanin makiila altindan uzaklastirilmasi, merkezi gérmenin en az hasarla
kurtarilabilmesi i¢in 6nem tagimaktadir. Giiniimiizde uygulanmakta olan tedavi
yontemlerinin birbirine istlinliigii heniiz kanitlanamamis oldugu i¢in, her olgunun
kendi ozellikleri géz 6niinde bulundurularak dikkatlice diistiniilmiis bir tedavi plan
belirlemek gerekmektedir. Cok sayida ¢alisma, prognozu kotii olabilecek subretinal
kanamali hastalarin artik nispeten giivenli cerrahi miidahalelerle etkili bir sekilde
tedavi edilebilecegini gostermektedir. Gilinlimiizde de orta dereceli veya genis
kanamalar i¢in cerrahi uygulamalarda son trend, vitrektomi sonrasi rtPA'nin
subretinal/intravitreal enjeksiyonu ve ardindan gaz tamponadinin kombine

uygulanmasi yoniinde olmaktadir [95].

Rekombinant doku plazminojen aktivatorleri, fibrin varliinda plazminojenin
plazmine doniigiimiinii katalize ederek fibrin pihtisini parcalayan enzimlerdir. Rt-PA
molekiillerinden alteplaz , miyokart enfarktiisii, iskemik inme ve pulmoner emboli
tedavisinde tromboliz i¢in FDA tarafindan onaylanmistir. Gliniimiizde alteplaz, off-
label olarak oftalmolojide subretinal kanama tedavisinde fibrinoliz gergeklestirmek
i¢in kullanilmaktadir [103]. Rekombinant tPA'nin intraokiiler kullanim amaciyla ticari

olarak hazirlanmasindaki en dnemli sorunlardan biri, g6z i¢i olarak kullanilabilen dozu
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smirlayan retina tizerindeki potansiyel toksisitesidir. Alteplazin ticari preparatinin
retina  toksisitesinin esas olarak icindeki L-argininin nedeniyle oldugu
diistiniilmektedir [105]. Ancak, L-arginin bileseni olmadan ticari alteplaz preparatlari
mevcut degildir. Tenekteplaz, miyokard enfarktiislerinin tedavisinde alteplaza avantaj
saglayan Ozellikleri nedeniyle gelistirilmis ticlincii nesil bir trombolitiktir. Alteplazdan
daha uzun plazma yar1 6mriine, daha yavas plazma klerensine, daha yiiksek fibrin
ozgilligine ve PAI-1 ile inaktivasyona 80 kat daha fazla dirence sahiptir.
Tenekteplaz, daha yiiksek fibrin 6zgiilliigii ve trombiise niifuz etme Kkabiliyeti
nedeniyle, daha kisa bir piht1 temas siiresi gerektirir. Diger bir 6nemli avantaji, esdeger
alteplaz dozunun igerdigi L-arginin’i {igte birinden daha az igermesidir. Bu durum

oftalmolojik uygulamalarda yarar saglayabilir [8,9,11].

Subretinal kanamanin tedavisinde giderek yayginlagmakta olan rt-PA molekiilleri
fibrin pithtisinin ¢6ziinmesine etkili bir sekilde katkida bulunsa da, retina hasarina
neden olabilecegi gosterilmistir. Bu nedenle rt-PA molekiillerinin retina {izerindeki
toksik etkilerini ve giivenli oftalmolojik kullanim dozlarini arastiran ¢aligmalar 6nem
tasimaktadir. Alteplaz ve tenekteplaz molekiiliiniin retina tizerindeki toksik etkileri
hayvan deneyleri ve az sayida vaka serileri ile sunulmus olsa da bu konudaki in vitro
caligmalar olduk¢a sinirlidir. Literatiirde alteplaz ve tenekteplaz molekiillerinin retina
hiicreleri iizerinde sitotoksik, genotoksik ve apoptotik etkilerini degerlendiren; ayni
zamanda bu molekiillerin apoptozu indiikledigi mekanizmalari aragtiran in vitro

caligmaya rastlanmamastir.

Calismamizda alteplaz ve tenekteplaz molekiillerinin ARPE-19 hiicre hattindaki
RPE hiicrelerine sitotoksik etkileri, sitotoksik aktiviteyi en hassas gosteren test olan
luminometrik ATP hiicre canliligi deneyi yaparak gosterilmistir. Alteplaz ve
tenekteplaz molekiilleri RPE hiicrelerinde doza bagli sitotoksisiteyi arttirmistir.
Calismamizda alteplazin 50 pg/mL ve altindaki , tenekteplazin ise 100 pg/mL ve
altindaki konsantrasyonlarda 24. Saatte kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda
sitotoksik etki gostermedigi gézlenmistir. Literatiirde intravitreal ve subretinal olarak
uygulanan rt-PA molekiillerinin sitotoksik dozunun saptanmasi igin yapilan
caligmalarda farkli sonuglar sunulmustur. Jhonsan ve ark.’nin hayvan ¢alismasinda 25
ug/ 0.1 mL intravitreal rt-PA enjeksiyonu sonrasi higbir tavsan goziinde toksisite
bulgusunun olmadigini gostermistir [126]. Ayni calismada 50 pg/ 0.1 mL rt-PA
enjekte edilen dort gdzden birinde, 75 pg/ 0.1 mL enjekte edilen dort gézden tiglinde
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ve 100 pg/0.1 mL enjekte edilen tiim gozlerde fotoreseptor hiicrelerinin kayboldugunu
151k mikroskobik inceleme ile tespit etmistir. Hrach ve ark. 50 pg/ 0.1 mL veya daha
yiiksek dozlarda intravitreal enjeksiyonlardan sonra tavsan gozlerinde ticari t-PA
soliisyonunun doza bagli retina toksisitesi gosterdigini raporlamistir. Ayni1 yazarin
kedi gozlerine enjeksiyon uyguladigi diger bir hayvan galismasinda 50 pg tPA 3
gbzden 1'inde, 75 pg uygulanan 3 gbézden 2'sinde ve hem 100 hem de 200 pg
uygulanan tiim gézlerde fundus pigment degisiklikleri oldugunu gosterilmistir [105].
Enjeksiyondan 30 dakika sonra vitrektomi yapilmamis tavsan gozlerinde intravitreal
tPA konsantrasyonlarinin, daha uzak bolgelere kiyasla enjekte edilen kadranda
yaklagik iki kat daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Ayrica histopatolojik incelemeden
elde edilen bulgular, oftalmoskopik anormallikleri olan tiim goézlerde fotoreseptor
elemanlarinin kaybi1 ve RPE hasarin1 gostermistir. Baz1 klinisyenler, daha biiyiik
vitreus hacmi ve vaskiilarize retinasi nedeniyle insan géziinde daha yiiksek toksik esik
oldugunu varsayarak, insanlarda daha yiiksek intravitreal dozlar kullanmiglardir.
Klinik calismalarda bildirilen giivenli dozlar 10 ila 100 pg / 0.1 ml arasinda
degismektedir. Hesse ve ark. 100 pg ile tedavi edilen tiim hastalarda eksiidatif retina
dekolmani ve RPE hiprepigmentasyonu gelistigini, 50 pg uygulanan hastalarda ise
herhangi bir komplikasyon goriilmedigini raporlamistir [13]. Benzer sekilde Rowley
ve ark. 50 pg / 0.1 ml'ye kadar artan dozlarda rt-PA uyguladigi hastalarda retinal
toksisite gozlemlememistir [9]. Chen ve ark.’nin vaka raporunda ise intravitreal 50 pg
rPA uygulanan hastada RPE degisiklikleri gozlemlendigi sunulmustur [127].
Literatiirde yer alan in vitro ¢alismalar incelendiginde rt-PA’nin RPE hiicreLERI
tizerindeki sitotoksik etkilerini arastiran sadece bir ¢alisma mevcuttur. Kamao ve
ark.’nin bu ¢alismasinda rt-PA(monteplaz) uygulanan ARPE-19 hiicre hattinda 24.
Saatte 50 pg/mL tizerindeki konsantrasyonlarda sitotoksik etki gozlenmistir [128].
Bizim ¢alisamamizda da 50 pg/mL iizerindeki konsantrasyonlardaki alteplazin, 100
ug/mL iizerindeki konsantrasyonlarda tenekteplazin sitotoksisiteye neden oldugu
saptanmistir. TPA’nin retina toksisitesinin mekanizmalar1 tam olarak belirlenmemis
olmasma ragmen Yyazarlar, tPA proteininin kendisinden ziyade ticari olarak temin
edilebilen ¢ozeltinin L-arginin igeriginin toksik etki gozterebilecegi hipotezini 6ne
stirmistiir. L-argininin, retinotoksik potansiyeli bilinen bir amino asit olan lizine
yapisal benzerliginden dolay1 dis retina iizerinde toksik etkilere sahip olabilecegi
raporlanmistir [105]. Bizim c¢alismamizda da 5000 pg/mL konsantrasyonunda

uygulanan alteplazin tenekteplazdan daha yiiksek sitotoksik etki gosterdigi
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saptanmustir. Elde ettigimiz veriler, tenekteplazin alteplaza gore daha az miktarda L-

arginin igermesi nedeniyle daha az toksisiteye neden oldugunu diisiindiirmektedir.

Calismamizda degerlendirilen diger bir parametre alteplaz ve tenekteplazin artan
konsantrasyonlarinin hiicre i¢i ROS diizeyine etkisidir. Alteplaz ve tenekteplazin
konsantrasyon bagimli olarak hiicre i¢i ROS iiretimini arttirdigi ve bu artisin 300
png/mL ve iizerindeki konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptanmistir. Alteplaz ve tenekteplazin uygulanan konsantrasyonlari arttik¢a hiicre i¢i
ROS {iretiminin konsantrasyon bagimli olarak arttigi tespit edilmistir. Alteplaz ve
tenekteplaz artan konsantrasyonlarda uygulandiginda ARPE-19 hiicre hattinda
saptanan hiicre canliligi ile ROS diizeyleri arasinda negatif, DNA hasar1 ve apoptoz ile
ROS diizeyleri arasinda pozitif korelasyon saptanmistir. Reaktif oksijen tiirleri,
hiicrenin normal oksijen metabolizmasi tarafindan siirekli iiretilir ve normal fizyolojik
kosullarda hiicre i¢ci ROS seviyesinin korunmasi redoks potansiyeli ve hiicre
proliferasyonu i¢in dnemlidir. Yiiksek ROS seviyesi basta DNA olmak iizere lipitlere
ve proteinlere hasar verebilir ve apoptotik kaskadi baslatabilir [129]. Hiicre canlilig
ile hiicre i¢i ROS diizeyi arasinda gii¢lii negatif korelasyonun; apoptoz ve DNA hasari
ile ROS diizeyi arasinda ise pozitif korelasyonlarin saptanmasi bize ARPE-19
hiicrelerinin 6liimiinde rt-PA molekiillerinin artan dozlari ile birlikte artan hiicre i¢i

ROS seviyelerinin etkili olabilecegini gostermektedir.

Apoptoz normal dokularda gelisimde ve homeostazda kritik rol oynayan farkli
biyokimyasal ve genetik yolaklar1 olan ¢ok siki programlanmis bir hiicre 6liimiidiir.
Merkezi sinir sisteminde tPA’nin, N-metil-D-aspartat reseptoric (NMDAR) yoluyla
kalsiyum akisini indiikleyerek ve hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz 1/2 (ERK 1/2)
aktivasyonuna neden olarak eksitotoksik noronal 6liime neden oldugu gosterilmistir
[130,131]. Bununla birlikte, diisiik konsantrasyonlarda tPA, NMDAR"
plazminojenden bagimsiz bir mekanizma yoluyla aktive edebilir ve noronlari
eksitotoksisiteden koruyan ERK 1/2-CREB-Atf3 yolunu agabilecegi raporlanmistir
[132,133]. Bu bilgiler 1s1ginda konsantrasyona bagli olarak rtPA’nin, pro- veya
antiapoptotik O6zellik gosterebildigi ortaya konulmustur. Calismamizdaki sonuglara
baktigimizda akridin turuncusu/etidyum bromiir boyasiyla floresans mikroskopta
degerelendirilen apoptotik hiicre oram1 doza bagimli olarak arttigi diger bir ifadeyle
proapoptotik etki gosterdigi tespit edilmigtir. Calismamizda 100 pg/mL ve tlizerindeki

konsantrasyonlarda alteplazin, 300 pg/mL ve iizerindeki konsantrasyonlarda ise
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tenekteplazin kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda apoptozu arttirdig1 saptanmustir.
Elde ettigimiz diger veri ise 100 ng/mL ve iizerindeki konsantrasyonlarda alteplazin

tenekteplaza gore apoptozu daha fazla indiikledigidir.

Calismamizda apoptozu indiikleyen mekanizmlar1 arastirmak i¢in MMP ve hiicre
ici Ca?* seviyeleri degerlendirilmistir. Mitokondriyal disfonksiyonun apoptozu
indiikledigi ve apoptotik yolagin merkezi oldugu bilnmektedir. Calismamizda alteplaz
ve tenekteplazin doza bagimli bir sekilde ARPE-19 hiicrelerinde MMP’de 6nemli
Ol¢iide azalma meydana getirdigi saptanmistir. Alteplaz ve tenekteplaz artan
konsantrasyonlarda uygulandiginda, ARPE-19 hiicre hattinda saptanan MMP diizeyi
ile ROS diizeyi arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon oldugu
gosterilmistir. MMP, Krebs dongiisiiniin aktivitesiyle iliskili redoks doniistimlerinden
kaynaklanir ve ATP sentazin ATP'yi iiretmek i¢in kullandig1 bir ara enerji depolama
bicimi olarak g¢alisir. Bu doniisiimler yalnizca elektriksel bir potansiyel degil ayni
zamanda bir proton gradienti olusturur ve birlikte hidrojen iyonlarinin transmembran
potansiyelini olustururlar. Saglikli hiicreler igin hiicre i¢i ATP ve MMP seviyeleri
hiicrenin metabolizma faaliyeti i¢in belirli bir seviyede tutulmalidir. MMP’deki
degisikliklerin uzun siireli olmasinin, hiicre canliligini tehlikeye sokarak patolojik
sonuglara yol acabilecegi One siirilmektedir [134]. MMP kaybi, membran
gecirgenligine yol acarak proapoptotik proteinlerin mitokondri i¢ membranina gegip
apoptozu indiiklemesine neden olur. Calismamizda elde edilen veriler rt-PA’larin
artan konsantrasyonlarda MMP kaybina neden olarak apoptozu indikledigini
desteklenmektedir.

Hiicre ici kalsiyum (Ca®") homeostaz1 bir ¢ok hiicresel fonksiyonu kontrol eden
sinyal mekanizmalarindan biridir. Calismamizda 300 pg/mL ve iizerindeki
konsantrasyonlarda uygulanan Alteplaz ve Tenekteplazin ARPE-19 hiicrelerinde
hiicre i¢i Ca?'diizeyini kontrol hiicreleriyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli diizeyde arttirdigini tespit edilmistir. Uygulanan alteplaz ve tenekteplaz
konsantrasyonu arttikga doza bagimli olarak hiicre ici Ca®" diizeyinin arttig:
saptanmistir. Alteplaz ve Tenekteplaz artan konsantrasyonlarda uygulandiginda,
ARPE-19 hiicre hattinda saptanan Ca?*diizeyi ile apoptoz arasinda istatistiksel olarak
anlamli poizitif korelasyontespit edilmistir. L-argininin retina toksisitesinin
hiicrelerdeki nitrik oksidi (NO) artirdig1 bildirilmistir [135]. NO, siklik guanozin

monofosfat (siklik-GMP) iiretmek i¢in retinanin fotoreseptdr tabakasindaki guanilat
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siklaz1 aktive eder [136]. Artan siklik-GMP, katyon kanallarinin agilmasini saglayarak
Na* ve Ca? * iyonlarinin hiicre icine girmesine neden olmaktadir. Sitozolik Ca®
konsantrasyonlari, hiicre zarindan veya 6zel iyon kanallar1 yoluyla endoplazmik
retikulumdan Ca?* iyonlarina baglhdir ve degisimlere kars1 hassastir. Hiicrelerde artan
Ca?* konsantrasyonlarmin proapoptotik mekanizmalari tetikledigi bilinmektedir
[137,138]. Daruich ve ark. 200 pg/ 0,1 ml uygulanan rt-PA’nin benzer mekanizmalar
tizerinden hiicre i¢i Ca?* iyonlarini artirarak retina gangliyon hiicrelerinde toksisiteye
neden oldugunu gostermistir [139]. Kumada ve ark. tPA'nin NMDA ile indiiklenen
retina hiicre hasarini kolaylagtirdigini bildirmistir. Caligmanin sonucunda tPA'nin
NMDA ile indiiklenen retina hiicre hasarini kolaylastirdigini, ancak tPA'nin NMDA
tarafindan indiiklenen retinal hiicre hasarini tesvik ettigi mekanizmalarin belirsizligini
korudugunu vurgulamistir [140]. NMDA'nin néronal hasari, NMDA reseptorii yoluyla
kalsiyum girisinden kaynaklanir ve hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonlarinin
yiikkselmesi, kalsiyum bagimli proteazi aktive ederek ndronal Sliime yol actigi
bilinmektedir [141]. Bu ¢alismalar 1s1ginda bizim g¢alismamaizda rt-PA’larin farkli
mekanizmalar {izerinden hiicre i¢i Ca?* iyonlarmi artirarak ARPE-19 hiicrelerinde

apoptozu ve hiicre 6liimiinii tetikledigi diisiiniilmektedir.

Calismamizda alteplaz1 ve tenekteplazin genotoksik aktivitesini alkali tek hiicre
elektroforezi ile degerlendirmek i¢in ICsp altindaki dozlarint ARPE-19 hiicrelerine 24
saat muamele ettik. Genotoksisiteyi yani DNA Hasarin1 degerlendirmek i¢in comet
assay metodu en onemli yontemlerden biridir. Calismamizda 100 pg/mL ve lizerindeki
konsantrasyonlarda  uygulanan alteplazin; 300 pg/mL  ve  iizerindeki
konsantrasyonlarda uygulanan tenekteplazin DNA hasarina neden oldugu
gosterilmistir. 100 pg/mL ve iizerindeki konsantrasyonlarda alteplazin neden oldugu
DNA hasarinin tenekteplaza gore daha yliksek oldugu gosterilmistir. DNA hasarinin
artan rt-PA konsantrasyonlar ile pozitif korelasyon gosterdigi ortaya koyulmustur.
Ayrica artan ROS seviyeleri ile DNA hasarinin pozitif korelasyon gosterdigi tespit
edilmistir. Bu veriler artan ROS diizeylerinin DNA hasarint indiikledigini

desteklemektedir.

Hiicre i¢i GSH diizeyi hiicreki anti-oksidan savunmada serbest radikallere karsi
merkezi bir rol oynar ve mitokondri i¢inde asir1 hiicre i¢i ROS iiretimine kars1 6nemli
bir savunmadir. GSH bir antioksidan molekiil olarak hiicreleri ROS’a Kkars1

korudugundan hiicresel hemostaz i¢in 6nemli bir gostergedir [142]. Bu baglamda
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hiicre dongiistinlin ilerlemesi ve apoptozun diizenlenmesi i¢in ¢ok onemli oldugu
gosterilen hiicre i¢i GSH diizeylerini degerlendirmek 6nem tagimaktadir. GSH'nin
cesitli dokularda oksidatif strese karsi ilk savunma hatt1 oldugu bilindiginden, retina
hiicrelerinde rt-PA molekiillerinin neden oldugu artmis ve azalmis hiicre i¢i GSH
diizeylerinin etkilerini arastirdik. Calismamizda 1000 pg/mL ve tizerindeki
konsantrasyonlarda uygulanan alteplaz ve tenekteplazin ARPE-19 hiicrelerinde GSH
diizeyini kontrol hiicreleriyle karsil astirildiginda anlamli diizeyde azalttigi tespit
edilmistir. Calismamizda artan hiicre i¢ci ROS seviyeleri ile GSH seviyeleri arasinda
giiclii negatif korelasyon saptanmustir. Elde etiigimiz veriler azalan GSH miktar1 ve
artan ROS diizeylerinin gostermis oldugu ters sinerjik etki hiicrenin sitotoksisitesini,

genotoksisitesini ve apoptozunu arttirdigini desteklemektedir.

TPA genel olarak serin proteaz ailesine ait giiglii bir proteaz olarak kabul edilse de,
artan kanitlar tPA'nin ayrica ¢esitli fizyolojik ve patolojik ortamlarda proteolitik
aktivitesinden ayr1 olan ¢esitli iglevlere sahip oldugunu gostermektedir. TPA'nin
birgok hastalik modelinde enflamasyon modiilasyonunda genis bir etkiye sahip oldugu
gosterilmistir [143]. IL-1, bilinen bir pro-enflamatuar sitokindir. IL-1'in iki formu
vardir: IL-1a ve IL-1B. Bu molekiiller benzer biyolojik aktivitelere sahiptir ve ¢esitli
hiicrelerde ifade edilen ayni reseptorleri kullanir [144]. Calisamamizda rt-PA
molekiillerinin inflamatuar etkilerini degerlendirmek i¢in IL-1 B diizeyi 6l¢tilmiistir.
Alteplaz ve tenekteplazin 300 pg/mL ve iizerindeki konsantrasyonlarda IL-1 f

seviyesini anlamli sekilde arttirdig: tespit edilmistir.

Kamao ve ark.’nin rt-PA molekiillerinden monteplazin toksistesinin
degerlendirildigi ¢caligmasinda monteplaz uygulanan ARPE-19 hiicre hattinda hiicre
hasar1 oranlari 1. giinde 6nemli 6l¢tlide artarken, 7. ve 28. glinlerde ARPE-19 hiicreleri
ve kontrol arasinda 6nemli bir fark saptanmamistir [128]. Calismamizda alteplaz ve
tenekteplaz molekiilii ARPE-19 hiicre hattina 24 saat muamele edildikten sonra
deneyler yapilmistir. Alteplaz ve tenekteplaz molekiillerinin konsantrasyon bagh
sitotoksik, genotoksik ve apoptotik etkilerini degerlendirmenin yani sira ayni etkilerin
zamana bagimli olarak degerlendirilmemis olmasit c¢alisamamizin potansiyel
siirlamalarindan biridir. G6z 6niinde bulundurulmasi gereken diger durum subretinal
kanamal1 hastalarin RPE'sinin kan bilesenlerinden veya dis basingtan etkilendigidir.
Bu kosullar, hiicre islevini ve hiicre 6liimiinii olumsuz etkileyebilir ve hasta RPE'si, rt-

PA'dan daha da fazla etkilenebilir.
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Calismamizda elde ettigimiz diger 6nemli veri, alteplazin yiiksek konsantrasyonlarda
tenekteplaza gore sitotoksik, genotoksik ve apoptotik etkilerinin daha fazla oldugudur.
Bu duruma alteplazin igerdigi L-arginin molekiiliiniin neden olabilecegi tartisilmistir.
Gelecekte rt-PA molekiilleri ile yapilan toksisite ¢alismalarinda L-arginin uygulanan
hiicre grubu kolunun da yer aldig1 ¢aligmalar ile bu hipotezin desteklenmesi faydali

olacaktir.
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6. SONUC

Subretinal kanamanin tedavisinde kullanimi yayginlasmakta olan rt-PA
molekiilleri fibrin pithtisinin ¢éziinmesine etkili bir sekilde katkida bulunsa da, retina
hasarina neden olabilecegi ¢ok sayida aragtirmada gosterilmistir. Bu nedenle rtPA
molekiillerinin retina ilizerindeki toksik etkilerini ve giivenli oftalmolojik kullanim

dozlarini arastiran ¢alismalar onem tasimaktadir.

Calismamiz, alteplaz ve tenekteplaz molekiilerinin RPE hiicrelerinde apoptotik
yolu indiikkleyen MMP azalmasi ve Ca?" artis1 ile sitotoksisite ve DNA hasarim
indiikleyen hiicre i¢i ROS diizeyinin artis1 ve GSH diizeyinin azalmasini bir arada
gostermesi nedeniyle literatiire 151k tutmustur. Ayrica calismamizda yiiksek
konsantrasyonlarda uygulanan alteplazin tenekteplaza gore sitotoksik, genotoksik ve
apoptotik etkilerinin daha fazla oldugu gosterilmistir.Bu bulgular, rt-PA
molekiillerinden tenekteplazin klinik kullanimda daha giivenli olabilecegine isaret

etmektedir.
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