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OZET

Amagc: Steroide bagl okuler hipertansiyon olusturulmus sican modelinde, optik sinir akson
sayisi, akson capi, akson kesit alani ve miyelin kilif kalhnhgi parametrelerini elektron
mikroskobuyla, retina hiicre sayilarini da 1sik mikroskobuyla inceleyip saglikli kontrol grubuyla
karsilastirmaktir.

Metot: Calismaya 7 tanesi ¢alisma grubunda ve 10 tanesi kontrol grubunda olmak Uzere
toplam 17 sican alindi. Calisma grubundaki sicanlara 4 hafta boyunca topikal steroid
damlatilarak okuiler hipertansiyon olusturuldu. Her denegin géz ici basinglari (GIB) baslangicta,
2. ve 4. haftalarin sonlarinda Tonopen XL cihaziyla dl¢uldi. Deneklerden elde edilen retina
dokusunda, 1sik mikroskop incelemesiyle retina kalinligi, retina gangliyon hiicre sayisi, i¢ ve
dis nukleer tabakalarin hicre sayisi tespit edildi. Elektron mikroskop ile incelenen optik sinir
kesitlerinde akson sayimi, akson ¢api, akson alani ve miyelin kilif kalinhdi élgtimleri yapildi.

Bulgular: Calisma grubundaki ortalama GIB degeri ik dlcimde 9.4+0.8 mmHg iken son
Olgiimde 18.3+2.3 mmHg idi (p=0.001). Kontrol grubunda ilk (9.6+1.3 mmHg) ve son (9.8+1.1
mmHg) GIB 6élctimleri benzer kalmisti (p=0.52). Calisma ve kontrol gruplarinda retina
kalinliklari arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark saptanmadi (p=0.36). Fakat retina
gangliyon hiicre, i¢ ve dis nikleer tabaka hlcre sayilari ¢alisma grubunda kontrol grubuna
nazaran istatistiksel anlamli olarak azalmisti (p<0.05). Her iki grupta da optik sinir akson sayisi,
akson capi, akson alani ve miyelin kihf kalinhgr benzer olarak tespit edildi (p>0.05).
Dejenerasyona ugramis akson orani, ¢alisma grubunda %18.8+2.1 iken kontrol grubunda
%14.4+3.5 idi (p=0.02).

Sonug: Steroide bagh okuler hipertansiyon olusturuimus sican modelinde, retina
katmanlarindaki hlcre sayilari kontrol grubuna nazaran daha az bulunmustur. Ayrica toplam
optik sinir akson sayisi calisma ve kontrol gruplarinda benzer olmasina ragmen,
dejenerasyona ugramis akson sayisi okller hipertansiyonlu grupta daha fazla saptanmistir.

Anahtar kelimeler: Elektron mikroskop, okuler hipertansiyon, optik sinir aksonu, retina
gangliyon hicresi, steroide bagl glokom
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ABSTRACT

Purpose: To examine the optic nerve axon number, axon diameter, axon cross-sectional area,
and myelin sheath thickness parameters with an electron microscope and retinal cell numbers
with a light microscope in a rat model with steroid-induced ocular hypertension and compare
them with the healthy control group.

Methods: A total of 17 rats, 7 of which were in the study group and 10 in the control group,
were included in the study. Ocular hypertension was induced by instilling topical steroids in the
rats in the study group for 4 weeks. The intraocular pressures (IOP) of each subject were
measured with the Tonopen XL device at the beginning and at the end of the 2" and 4" weeks.
In the retinal tissue obtained from the subjects, retinal thickness, retinal ganglion cell number,
and the cell number of the inner and outer nuclear layers were determined by light microscope
examination. Axon count, axon diameter, axon area and myelin sheath thickness were
measured in the optic nerve sections examined with electron microscope.

Results: The mean IOP values in the study group were 9.4+0.8 mmHg at the first
measurement and 18.3+2.3 mmHg at the last measurement (p=0.001). The IOP
measurements of the control group at the first time (9.6£1.3 mmHg) and the last time (9.8+1.1
mmHg) were similar (p=0.52). There was no significant difference between the retinal
thicknesses in the study and control groups (p=0.36). However, the counts of retinal ganglion,
inner and outer nuclear layer cells were statistically significantly decreased in the control group
compared to the study group (p<0.05). Optic nerve axon number, axon diameter, axon area
and myelin sheath thickness were found to be similar in both groups (p>0.05). While the rate
of degenerated axons was 18.8+2.1% in the study group, it was 14.4+3.5% in the control group
(p=0.02).

Conclusion: In the rat model with steroid-induced ocular hypertension, the cell numbers in the
retinal layers were found to be lower than in the control group. In addition, although the total
optic nerve axon count was similar in the study and control groups, the number of degenerated
axons was higher in the group with ocular hypertension.

Keywords: Electron microscope, ocular hypertension, optic nerve axon, retinal ganglion cell,
steroid-induced glaucoma
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1. GIRIS

Okdler hipertansiyon akabinde gelisen glokomun diinyada tim koérlik sebepleri arasinda orani
yaklagik olarak %7 olup listenin Ust siralarindadir (Bourne vd 2016). Glokom, optik sinir
basinda ¢ukurlagsmaya yol agan, retina gangliyon hiicrelerinin dejenerasyonu ile karakterize,
0zel gérme alani kayiplari olusturan, tedavi edilmedigi zaman optik atrofi yaparak tam gérme
kaybina neden olan bir géz hastalgidir (Bourne vd 2016, Tham vd 2014). Erigkin nifusta
glokom prevalansi yaklasik olarak %3.5 olup 2020 yili itibariyla dinya genelinde 76 milyon
glokom hastasi oldugu tahmin edilmektedir (Tham vd 2014).

Okdler hipertansiyon terimi normalden ylksek gdz ici basing degerlerini ifade etmek igin
kullaniimaktadir. YUksek goz ici basinci, glokomun optik sinir hasarinin ortaya ¢ikmasindaki
en O6nemli faktordir (Schuster vd 2020). Ortaya ciktiktan sonra, glokom hasarini geriye
dondirmek pek mimkin olmamaktadir. Ginimuzde glokom tedavisinin en dnemli basamagi,

medikal veya cerrahi yontemlerle g6z ici basincini disirmektir (Schuster vd 2020).

Okduler hipertansiyona ve akabinde glokoma neden olan etkenlerden bir tanesi kortikosteroid
ilaglardir (Phulke vd 2017). Bu nedenle deneysel hayvan modellerinde glokom olusturmak igin
gOze topikal kortikosteroid uygulanabilmektedir (Overby ve Clark 2015, Sawaguchi vd 2005).
Bu tip calismalarda, nispeten kolay elde edilebilmesi, maliyet avantaji, deneylerin rahat
uygulanabilmesi ve insan glokom patofizyolojisiyle benzer olmasi nedenleriyle hayvan modeli

olarak siganlar siklikla tercih edilmektedir (Biswas ve Wan 2019).

Daha 6nce yapilmis ¢alismalarda, glokom olusturulmus hayvanlarin optik sinirlerinde akson
kaybi, mitokondri pargalanmasi ve miyelin kihf degisiklikleri saptanmistir (Zhu vd 2018, Ju vd
2008). Literattirde sinirlerdeki akson sayimini kolaylastirici yéntemler Gizerine birgok ¢alisma
dikkati cekmektedir (More vd 2011, Mysona vd 2020, Ritch vd 2020). Glokom hasarini geriye
dondurebilecek bir tedavinin heniiz kesfedilememis olmasi ve hastaligin dinya genelindeki
yayginligi géz o6nlne alindiginda, mevcut konunun daha uzun yillar literatiirde sicakhgini

koruyacagi olasidir.

Deneysel glokom modelleri, hastaligin patogenezinin daha net anlasiimasina ve yeni tedavi
yontemleri kesfedilmesine katkida bulunmaktadir. Glokomun ortaya ¢ikis mekanizmalarini ve
yaptidi hasarlari ultrastrukturel olarak gosterebilmek, bu hastaligin tedavisini daha etkin
yapmak adina faydalidir. Calismamizda, yuksek g0z ici basincinin esas hasar verdigi yapilar
olan retina gangliyon hucreleri ve aksonlarini detayli olarak inceledik. Bu sonuglarin glokomda

yeni tedavi yontemlerini denerken bir temel model olarak yararl olacagini disiniyoruz.



1.1 Galigmanin amaci

Bu galismanin amaci, steroide bagl okiler hipertansiyon olusturulmus sican modelinde, optik
sinir akson sayisi, akson gapl, akson kesit alani ve miyelin kilif kalinhigi parametrelerini elektron
mikroskopla, retina i¢i hiicre sayilarini da i1sik mikroskopla inceleyip saglikli kontrol grubuyla

karsilastirmaktir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI
2.1. Sigan Goz Yapisi

Sican go6zunin temel kisimlari insan ve diger omurgalilarla benzerlik gosterir. Kornea,
konjonktiva, sklera, iris, lens, siliyer cisimler, 6n kamara, koroid, vitreus, retina, optik sinir ve
ekstraokiler kaslar sican gézinun temel parcalaridir (Maynard ve Downes 2019). Sigan gz
Ozellikle lateralde kemik orbita ile ¢evrili olmadigindan hafif disa ¢ikik gérinimdedir. Siganin g6z

hareketleri ekstraokiler kaslar sayesinde gercgeklesir.

Sican konjonktivasi Ustte non-keratinize epitel ve altta lamina propriadan olusmakta olup
icerisinde gozyasi salgilayan bezler bulunmaktadir (Maynard ve Downes 2019). Sigcan
korneasinda epitel, stroma, Descemet membrani ve endotel hiicre tabakalari mevcuttur. Sican
korneasi yaklasik 250 um kalinhdinda olup skleradan daha kalindir. Damar aglarindan olusan
koroid dokusu albino sicanlarda diger sicanlardan farkli olarak melanosit hiicreleri icermez

(Maynard ve Downes 2019).

Sigan gézlinde, irisin arkasinda ve lensin periferinde 360 derece dizili, yaklasik 100 adet siliyer
cisimcik, akéz himor Gretiminde goérev alir (Maynard ve Downes 2019). Uretilen akdz himor,
irido-korneal acida yer alan trabekiler agdan emilerek énce Schlemm kanalina, oradan da
skleral venlere dokulur. Siliyer cisimciklerden lens ekvatoruna uzanan zonul lifleri lensin yerinde
kalmasini saglar. Goéze giren 1s1gin miktarini ayarlayan iris dokusu albino sicanlarda pigment
acisindan fakirdir (Maynard ve Downes 2019). Kuremsi bir sekli olan sigan lensi, gbze giren
1IsIgin kirilarak vitreusu gegip retina Uzerine odaklanmasini saglar. Lens dista gevreleyici bir
kapstul, 6n kapsulin altinda epitel tabakasi ve icgte fibrillerden olusmaktadir. Transparan olan
sigan vitreusu, asil bilesen olan suya ilave olarak hiyaluronik asit ve kollajen icermektedir

(Maynard ve Downes 2019).

Sigan retinasi da insan retinasi gibi 10 tabakadan olusur. Bu tabakalar, i¢ten disa dogru, i¢
limitan membran (Mdller hucrelerinin ayaksi uzantilarindan olusur), sinir lifi tabakasi (gangliyon
hucre aksonlarindan olusur), gangliyon hucre tabakasi (gangliyon hicre g¢ekirdeklerinden
olusur), i¢ pleksiform tabaka (bipolar hiicreler, gangliyon hicreleri ve amakrin hiicrelerin sinaps
yaptigi alandir), i¢ nikleer tabaka (bipolar hicre gekirdekleri bulunur), dis pleksiform tabaka
(fotoreseptor hicreleri, bipolar hicreler ve horizontal hiicrelerin sinaps yaptigi alandir), dis
nikleer tabaka (fotoreseptor hicrelerinin ¢ekirdekleri bulunur), dis limitan membran (gergek bir
membran olmayip Muller hiicrelerin periferik uzantilarindan olusur), fotoreseptér tabakasi (rod
ve kon hicrelerinin dis tabakalarindan olusur) ve pigment epiteli (n6rosensoriyel retina ve koroid

arasinda bulunan kubik hucrelerden olusur) olarak siralanmaktadir (Maynard ve Downes 2019).



Retina gangliyon hiicre aksonlarindan olusan sigan optik siniri, gdéz kiresinin arka kisminda
yuvarlak sklera acikliindan ciktiktan sonra orbital alanda bir miktar seyredip kiyazmaya
ulagsmaktadir. Her iki gbézden gelen optik sinir aksonlarinin yaklasik %90" kiyazmada
caprazlasarak ve %10'u da ipsilateral olarak optik traktusta seyreder (Levere 1978). Optik traktus
liflerinin bir kismi pretektal alanlarda bir kismi da talamusun lateral genikilat ¢ekirdedinde

sonlanir (Levere 1978).

2.2. Sigan Goéziiniin insan Goziiyle Karsilastiriimasi

Sigan ve insan g6z ayni kisimlara sahiptir. Fizyolojik olarak da si¢gan ve insan gézinin igleyigsi
benzerdir. Fakat her iki g6z tipinde bazi farkhliklar da mevcuttur. Sigan gézinin ortalama aksiyel
uzunlugu yaklasik olarak 6.3 mm’dir (Pazos vd 2015). insan géziiniin ortalama aksiyel uzunlugu

ise 24 mm’dir.

Sican korneasi insan korneasina nazaran g6z dis duvarinin daha blylk miktarini olusturur
(kornea alani / sklera alani orani daha buyuktir). Sican lensi insan lensine kiyasla glob (g6z
kuresi) icerisinde daha fazla yer kaplar. Sican lensinin ve insan lensinin ultraviyole ve goérunur
ISIJ1 gecirme oranlari tam olarak ayni degildir (sigan lensi ultraviyole A'y1 daha fazla gegirir)
(Gorgels ve van Norren 1992). Sican siliyer cisimleri daha az gelismistir ve sican lensinin
akomodasyon kapasitesi daha azdir (Artal vd 1998). Sigan retinasinda insan retinasina nazaran
daha az koni hicresi tipi mevcuttur (Levere 1978). Optik sinirin g6z kuresinden c¢iktigi sklera
boslugu insandakinden yaklasik 4 kat klguktir. Sigan optik siniri yaklasik 0.11 milyon akson
icerirken insan optik siniri 1.2 milyon akson igerir (Pazos vd 2015).

Lens

Siliyer cisimler Sklera

Siliyer cisimler

Optik
Kornea .p-l iy
sinir V' —— Kornea
—— On kamare . "
} Vitreus —— On kamara
Vitreus  HE Iris
Iris
Retina . i
Retina
Sican gizii Insan gozii

Sekil 1: Sican ve insan gézinun sematik kesitsel gizimleri (Tez yazarinin kendi ¢izimi)



2.3. Goz igi Basing

Go6z kuresinin herhangi bir ydne dogru genisleme kapasitesi ¢ok sinirli oldugu igin, goz ici
basing (GIB), siliyer cisim tarafindan salgilanan akdéz himér sivisinin retim ve disa akim
farkindan dogar (Ozgetin 2009). Ak6z himér sivisinin Uretim veya disa akimindaki degisiklikler
dogrudan GIB degisikliklerine neden olur. Azalmis akdz sivisi Uretimi veya artmis disa akim

GIB’ni diigiiriirken, artmis Uretim veya azalmis disa akim GiB’ni arttirir.

Akd6z humor, g6z kuresini belirli bir gerginlikte tutarak goz kuresinin yapisal ve optik islevlerinin
devamini saglar. Akéz hiimor, gézin damarsiz olan kornea, lens ve vitreus gibi yapilarinin
metabolik gereksinimlerini karsilar. Akdz himor ayrica igerigindeki molekullerle antioksidan ve

antimikrobiyal 6zellik gosterir (Ozgetin 2009).

insanda normal GiB 10 - 20 mmHg arasinda degisirken, si¢ganlarda bu deger ortalama 8 - 18
mmHg civarindadir (Kim vd 2016, Ficarrotta vd 2020, Lani vd 2019). GiB, glokom hastaliginda
arttigi gibi valsalva manevrasli, goze mekanik baski yapilmasi, hipertiroidi ve gesitli ilaglar ile
(ketamin, steroidler, vb.) de artabilir. GiB, g6z dis duvar bitiinliiginin bozulmasi gibi patolojik
durumlarda azalacagi gibi kronik egzersiz ve hamilelik gibi fizyolojik durumlarda da azalabilir
(Ozcetin 2009).

GIB élgiimii tonometreler ile yapilir. GIB dlgtimil, girisimsel (bir kaniil yardimiyla 6n kamaraya
girerek) veya girisimsel olmayan (temasli veya temassiz olarak) ydntemlerle yapilabilir
(Ozgetin 2009). Genelde kliniklerde kullanilan yontem girisimsel olmayan temassiz (havali
tonometre) tonometrelerdir. Hayvan deneylerinde ise girisimsel olmayan korneaya temas eden

Tonopen cihazi, GiB Olcimlerinde sikhkla kullanilir.

2.4. Okuler Hipertansiyon

Okiiler hipertansiyon, GIB 21 mmHg'nin (izerinde olmasina ragmen optik sinir ve gérme
alaninda glokoma bagli hasarlarin gézlenmedigi klinik bir tablodur (Yildirirm 2004). Okdler
hipertansiyonu, supheli glokom veya erken dénem primer agik agili glokom olarak kabul eden
bazi gorusler de mevcuttur (Yildirim 2004). Okuler hipertansiyon duinya genelinde yagli nufusta
%3 ile %7 arasinda gorilmektedir (Boey ve Mansberger 2014).

Her okuler hipertansiyon vakasi glokoma dénugsmemektedir. Okdler hipertansiyonun glokoma
dénusme riskini arttiran faktorler genetik yatkinlik, optik disk ¢ukurlugunun genis olmasi,
korneanin inceligi, yas ve yliksek GIB 6lgiim degerleri olarak siralanabilir (Boey ve Mansberger
2014). Belirli araliklarla ¢ekilen optik disk ve gérme alani tetkiklerinde patolojilerin saptanmasi

okuler hipertansiyonun glokoma doénustugunin habercisi olmaktadir.



Sigcan ve fare modellerinde, okiler hipertansiyonun, gangliyon hlicre dlimine giden sirecte
meydana getirdigi etkiler arastiriimistir (Nickells 2007). Bu agsamalar; optik diskte glia hiicre
sagliginin bozulmasi (evre 1), gangliyon hicre aksonlarinda oto-yikimin tetiklenmesi (evre 2),
norotrofik destegin kaybi ve retina gangliyon hicre govdesinde apoptotik degdisiklikler (evre 3),
glutamat eksitotoksisitesinin de etkisiyle bir grup retina gangliyon hiicresinde olan apoptozisin
cevre hucrelere yayllmasi (evre 4) ve 6len gangliyon hlcrelerinin yerini glia hucrelerinin skarla

doldurmasi (evre 5) olarak siralanabilir (Nickells 2007).

2.5. Glokom

Glokom, yilksek GIB ve okiiler kan akimi dengesizligi sonucu retina gangliyon hiicrelerinin
hasari ile optik sinirde ilerleyici atrofiye neden olan ve bunun neticesinde gérme alani kaybi ile
seyreden kronik bir optik ndropatidir (Stein vd 2021). Sinsi seyirli bir hastalik olan glokom,
dinyada korligin en sik nedenlerinden birisidir. Erken tani ve tedavi uygulanmadigi zaman
ciddi gorme kaybi riski yuksek oldugundan, glokom tani ve tedavisi konusunda arastirmalar

halen yogun olarak devam etmektedir (Stein vd 2021).

Kirk yas sonrasi glokom prevalansi dinya genelinde yaklasik olarak %2-4 civarindadir (Yanoff
ve Duker 2019). Glokom riskini arttiran faktorler ileri yas, genetik yatkinlik, aile hikayesi, yiksek
g0z ici basing, ince kornea, ylksek miyopi veya hipermetropi, diisik okuler perflizyon basinci,
travma, pstdoeksfoliasyon, gbéz cerrahisi, diyabet ve ¢esitli ilaclar olarak siralanabilir (Yanoff
ve Duker 2019).

Glokom patojenezinde iki ana etken tespit edilmistir. Bunlar ylksek g6z ici basinca ikincil
mekanik hasar ve optik sinir basinda vaskuler perflizyon bozuklugudur (Sihota ve Tandon
2015). Mekanik hasar 6zellikle optik sinir aksonlarinin globu terk ettigi por6z yapidaki lamina
kribroza bélgesinde gerceklesmektedir (Sihota ve Tandon 2015). Optik sinir basinda olusan
vaskiler perfliizyon bozuklugu ise otoregullatér mekanizmalarin eksikligi, kapiller kan akiminda
azalma, vazospazm ve sistemik hipotansiyon sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Sihota ve Tandon
2015).

2.5.1. Glokom Siniflamasi

Glokom siniflamasi 3 temel grup olarak primer erigkin (edinsel) glokom, sekonder glokomlar
ve konjenital glokom seklinde yapilabilir. Dinya genelinde en sik gorulen glokom tipi primer
eriskin acgik acili glokomdur. Glokom tiplerinin gérulme sikhgi Ulkelere gore degismektedir.
Ornegin Cin ve Hindistan’da primer kapali acili glokom daha sik iken tilkemizde, Avrupa ve

Afrika’da primer agik agili glokom daha siktir (Ozgetin 2009, Sihota ve Tandon 2015).



Primer eriskin glokom, iridokorneal aginin agik veya kapali olmasina goére, acik acili ve kapali
acil olarak 2 temel sinifa ayrilir. Sekonder glokomlar steroide badli, psédoeksfoliyatif,
pigmenter, travmatik, afakik, psédofakik, Gveitik ve neovaskiler glokomlari icerir. Konjenital
glokom da primer ve anomalilerle iligkili olarak 2 gruba ayrilir (Yanoff ve Duker 2019, Sihota
ve Tandon 2015). Primer erigkin glokom, temel olarak akdéz humor digsa akimina direng
gelismesi nedeniyle olusur. Sekonder glokomlar, akéz himor digsa akim azalmasina neden
olan g0z ici veya sistemik bozukluklarla iligkilidir. Konjenital glokomlarda ise ak6z himor diga
akiminin en 6nemli dokusu olan trabekiler agda dogumsal yapisal bozukluk mevcuttur (Yanoff
ve Duker 2019, Sihota ve Tandon 2015).

2.5.2. Steroide Bagh Glokom

Steroidler cesitli okller ve sistemik hastaliklarin tedavisinde etkili olan ve yaygin olarak
kullanilan anti-enflamatuar ilaclardir. Steroidler uzun sireli kullanimda g6z ici basincinin
yukselmesine ve glokoma yol acabilmektedir. Steroid kullanimi sonrasi goz ici basing degeri

yaklasik 5-10 mmHg artan hastalara 'steroide duyarli' denilmektedir (Roberti vd 2020).

En ¢ok topikal damla veya g6z ici uygulamalarla glokom riski olmakla beraber viicuda herhangi
bir yolla (oral, intraventz, inhaler, dermatolojik) uzun sureli steroid kullanimi glokoma yol
acabilir. Kullanilan steroidin potensi arttikga goz ici basinci yiikseltme ihtimali de artar. Steroid
duyarhhg durumunda topikal steroidli damlalarin 3 hafta stureyle devamli uygulanmasi okuler
hipertansiyona yol agmaktadir (Roberti vd 2020). Ozellikle prednizolon ve deksametazon gibi

gucla steroidlerin okller uygulamasi okdler hipertansiyon riskini arttirir.

Steroide bagli okller hipertansiyon veya glokom genellikle yavas seyirlidir. Akut olarak g6z ici
basing yiksekligi gozlenmez. On kamara agisi agiktir. Cocuklarda steroide bagli glokom daha
siddetli seyredebilmektedir. Bu tip glokomda adri ve kizariklik gibi semptomlar sik

olmadigindan uzun sureli g6z i¢i basing yuksekligi korlikle sonuglanabilir (Roberti vd 2020).

Steroide bagh g6z ici basing yuksekliginden sorumlu mekanizmalar; trabekiler agda yapisal
bozulma (ekstraseluler matriks ve siki baglantilarda degisiklikler), trabekuler fagositozun
azalmasi, lizozomal membranlarin stabilizasyonu ve prostaglandin sekresyonunun azalmasi
(prostaglandinler akéz diga akimini arttirir) olarak siralanabilir (Roberti vd 2020). Steroid

tedavisi kesilince, belli bir sire sonra goz igi basing degerleri normale donmektedir.
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2.5.3. Glokomda Optik Sinir Hasari

Glokomda ilk olarak etkilenen alan, retina gangliyon hicre (RGH) tabakasidir. RGH aksonlari
birleserek optik siniri olusturdugundan, RGH hasarina neden olan faktérler direkt olarak optik
sinir hasarina yol agmaktadir. Glokomda optik sinir hasari mekanik, immunolojik, vaskuler ve

molekuler temelde olusmaktadir (Samelska vd 2021).

immnoloiji iligkili glokom néropatisinde ana etkenler kompleman sistemi, TNF-alfa yolaklari ve
toll-like reseptdr (TLR) yolaklaridir (Samelska vd 2021). Glokomlu gozlerin optik sinirinde
artmis kompleman aktivitesi tespit edilmistir (Samelska vd 2021). Glokomlu hastalarda retina
ve optik sinirde artmig TNF-alfa seviyeleri gosterilmistir (Tezel 2008). TLR 4 polimorfizminin
glokom patogenezinde rol oynadigi ve hastalik taramasinda kullanilabilecegi belirtiimigtir

(Chaiwiang ve Poyomtip 2019).

Optik sinir basindaki glokom hasarina glia hicrelerinin de etkisi olmaktadir (Chaiwiang ve
Poyomtip 2019). Glia hicreleri hem aksonlari koruma ve besleme hem de akson
dejenerasyonu sinyallerini dizenlemektedir. Astrositler glokomda, optik sinir basinda TNF-
alfa, endotelin, IL-6 ve diger sitokinlerin de uretimini yaparak dejenerasyon surecinde rol
almaktadir (Chaiwiang ve Poyomtip 2019, Almasieh vd 2012). Optik sinir bagindaki oksidatif



stres hasarinda reaktif astrositozisin de roli vardir (Ghosh vd 2020). Ayrica glokomat6tz
hasarin oldugu optik sinir bolgesine monosit hiucre gogunun, glokom hasarini arttirdigi

gosterilmistir (Howell vd 2012).

Oksidatif stres, optik sinirde gdzlenen glokom hasarinda rol oynamaktadir (Tezel 2006).
Glokomda optik sinir basindaki astrositlerin oksidatif stres nedeniyle etkilendigi gosterilmistir
(Tezel 2006, Ju vd 2019). Glokomda astrositlerde siklik adenozin monofosfat / protein kinaz A
(cAMP/PKA) yolunun aktive olup cAMP artisi, mitokondri disfonksiyonu, kaspaz-3 aktivasyonu

ve hicre 6lUmu ile giden bir stre¢ basladigi tespit edilmistir (Ju vd 2019).

Glokomatdz optik sinir akson hasarinda glutamat eksitotoksisitesi de rol oynamaktadir
(Vorwerk vd 1999, Evangelho vd 2019). Retinada ve vitreusta artmis glutamat konsantrasyonu
retina gangliyon hicre 6limine neden olmaktadir (Vorwerk vd 1999). Artmis g6z ici basincin,
asiri glutamat Uretimini tetikledigi ileri sdrtlmastir (Vorwerk vd 1999). Glutamat
eksitotoksisitesi, oksidatif strese de neden olarak retina gangliyon hiicre ve optik sinir akson

Olimunu hizlandirmaktadir (Vorwerk vd 1999).

Yapilan deneysel calismalarda, goz i¢i basincinin mekanik zararli etkisinin gézde ilk 6nce optik
sinir basinda ortaya ¢iktigi gosterilmistir (Tamm vd 2017). Bu duruma sebep olan cesitli
etkenler vardir. Oncelikle, optik sinirin ortasindaki fizyolojik gukurluk, géz igi basing arttiginda
ortaya ¢ikabilecek hasara yatkinlik olusturmaktadir. Ayrica, optik sinir aksonlarinin globu terk
ederken iglerinden gegtikleri lamina kribroza adli elek seklindeki porlu sklera dokusu, ylksek
g6z ici basincinin etkisiyle geriye yaylanmakta ve akabinde porlarin ¢api azalip aksonlara

mekanik basi yapmaktadir (Tamm vd 2017).

Transforming blyume faktéri-p (TGF-B)'nin sklera dokusunun rijiditesinde artis yaptigi ve
glokomda optik sinir hasarinda rol oynadigi belirtiimektedir (Tamm vd 2017). Yine TGF-
etkisiyle optik sinir basindaki astrositlerde reaktif degisiklikler olup astrogliosis gelismektedir
(Tamm vd 2017). Glokom modelinde yapilan deneysel ¢alismalarda, TGF-B inhibisyonunun
retina gangliyon hucresi harabiyetini ve dolayisiyla optik sinir akson hasarini azalttigi

saptanmistir (Tamm vd 2017).

Glokomun optik sinir hasarinda kan dolagsiminin etkisi net olarak gosterilememistir. Fakat
normotansif glokomda olusan hasarda, optik sinir iskemisinin rol oynadidi bilinmektedir. Lokal
kan akimini gesitli parametreler agisindan dlgmek bu konuyla ilgili daha net veri saglamada

yararli olabilir (Tamm vd 2017). Ozellikle kisa arka siliyer arterlerin skleradan ve optik sinir
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dokusu igerisinden gecgerken ugrayabilecedi degisiklikleri saptamak, glokom patojenezinde

kan akimi etkisini ortaya ¢ikarmak adina énemlidir (Tamm vd 2017).

Optik koherens tomografi anjiyografi (OKTA) ile yapilan glokomda optik disk damarsal yapisi
calismalari son zamanlarda literatirde fark edilmektedir (Suh vd 2022, Montorio vd 2022,
Kamalipour vd 2022). Yapilan ¢alismalarda glokomun optik disk mikrovaskuller yapisinda
azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Suh vd 2022). Primer agik ac¢ili glokomda optik sinir pial
arter capinin azaldigi1 da saptanmistir (Montorio vd 2022). Ayrica, glokomda optik sinir cevresi
vaskuler yogunluk azalmasiyla gérme kaybi arasinda korelasyon saptanmistir (Kamalipour vd
2022).

Bilindigi lGzere yas arttikca glokom riski artmaktadir. Yasin artmasiyla optik sinir basi bag
dokusunun sertliginde artis olmaktadir. Artmis skleral sertlik de optik sinire mekanik basi
uygulamakta ve akson hasari ortaya ¢ikmaktadir (Stowell vd 2017). Yas arttikca glokomdan

bagimsiz olarak optik sinirlerde akson kaybi da olasidir.

2.5.4. Glokomda Retina Hasari

Retina gangliyon hiicre (RGH) o6lumi glokomun ilk ortaya cikan retina hasari olarak
bilinmektedir (Davis vd 2016). RGH 6limu, gorme alani defektleri ve gérme kaybina yol
acmaktadir. Normal insan retinasinda yaklasik olarak 1.5 milyon RGH bulunmaktadir. RGH
hicre kaybi normal yagslanma slrecinde de olmakla beraber glokomda bu durum normale gore
cok artmistir (Davis vd 2016).

Glokomda gérilen RGH 6lumi genel olarak apoptozis neticesinde gerceklesmektedir.
Apoptozis, nekrozdan ziyade, kaza sonucu 6limu ifade eden kontrollii hiicre 6lumu surecidir
(Garcia-Valenzuela vd 1995). Apoptoziste, kromatin yogunlasmasi, DNA pargalanmasi,
oksidatif hasar ve otofajik dejenerasyon olusmaktadir. Glokomda RGH akson dejenerasyonu,

soma dejenerasyonuna nazaran daha fazla gorulmektedir (Calkins 2012).

Mekanik olarak olusan glokomun retina hasarinda, RGH hiicre aksonlarinda, nérotrofik
faktorlerin retrograd aksoplazmik tasinmasinda inhibisyon oldugu gdsterilmistir (Davis vd
2016). Beyin kaynakli norotrofik faktdér (BDNF), sinir buyime faktori (NGF) ve Norotrofinler
4/5 (NT4/5) gibi molekdllerin inhibisyonu RGH dejenerasyon ve apoptozisi ile iligkilidir (Davis
vd 2016). In vivo ve in vitro glokom modellerinde ekzojen olarak verilen BDNF gibi molekullerin

RGH apoptozisini dnledigi gosterilmistir (Davis vd 2016).
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iskemi ve mitokondri fonksiyon bozuklugu, glokomdaki retina hasarinda rol oynamaktadir
(Banerjee vd 2013). Mitokondri iglevlerindeki bozulma &zellikle RGH akson tasinmasinda
eksiklige yol agmaktadir. Ayrica mitokondrilerdeki patolojiler, RGH'lerini oksidatif strese duyarli

hale getirmektedir (Banerjee vd 2013).

Glokomda, RGH'lerde otofaji dizenleme bozuklugu oldugu tespit edilmistir (Davis vd 2016).
Otofaji duzenli kendi kendine yikim ve istenmeyen hucre igeriklerinin geri donusumudur.
Otofajide bozukluk olmasi glokom haricinde cesitli ndrolojik hastaliklarda da saptanmistir
(Nixon 2013).

Glokom patojenezinde rol oynayabilen Mdller hicreleri, retinada i¢ limitan membran ve dis
limitan membran arasinda yerlesmis bir glia hicre ¢esididir (Seitz vd 2013). Miller hiicreleri,
i¢ kan retina bariyerinin olusumunda, iyon ve su homeostazisinde, glukoz metabolizmasinda
ve norotransmiter yenilenmesinde rol alirlar. Glokomda retina hasari durumunda, reaktif Muller
hicre gliozisi gelisince, néron koruma gorevi (6rnedin, néron koruyucu faktérlerin salinimi)
yaninda ndron hasari olusturan bazi olumsuz etkileri (6rnegin, skar olusumu) de olabilmektedir
(Seitz vd 2013).

Glokom patojenezinde rol oynayan diger bir retina hicresi mikrogliadir (Seitz vd 2013).
Mikroglia hucreleri santral sinir sistemi ve retinadaki immunolojik olaylarin dizenleyicisidir.
Retina hasari durumunda fagositoz ve ¢esitli enflamatuar protein salinimi yaparlar (Seitz vd
2013). Yapilan bazi deneysel ¢alismalarda, glokom hasarinda mikroglia inhibisyonunun RGH

yasamina olumlu katki sagladigi gosterilmistir (Seitz vd 2013).

Yapilan c¢esitli galismalarda glokomda retina kan akiminda azalma saptanmistir (Logan vd
2004, Nicolela vd 1996). Bu kan akimindaki azalma, 6zellikle insan ¢alismalarinda ve optik
disk cevresindeki retinada tespit edilmistir (Logan vd 2004, Nicolela vd 1996). Ayrica retina
kan hacmindeki azalmayla glokom hasari arasinda pozitif bir iliski oldugu da bildirilmistir
(Logan vd 2004). Glokomda retinadaki azalmisg kan akiminin glokoma yol acgan bir faktér mu

yoksa glokomun olusturdugu bir bozukluk mu oldugu tam net degildir.

Glokomda retina hasari elektroretinogram (ERG) tetkikiyle de gdsterilebilmektedir. ERG tetkiki
retinay! bitin olarak etkileyen hastaliklarda bozuk ¢ikmaktadir. Glokomda ERG'de a ve b
dalga amplittdlerinin dustugu tespit edilmistir (Mittag vd 2000). Ayrica, okiler hipertansiyon
olusturulmus hayvan deneyi c¢alismalarinda retinadaki hasarin sadece RGH ve glia

hicreleriyle sinirh kalmadigi ic ve dis retina katlarinda genel anlamda anatomik harabiyet
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oldugu gosterilmistir (Vidal-Sanz vd 2012). insan ¢alismalarinda da glokomun i¢ ve dis niikleer

tabakalarda hicre kaybina sebebiyet verdigi tespit edilmistir (Vidal-Sanz vd 2012).

2.5.5. Glokomda Beyin Hasari

Glokomda beyinde nérodejenerasyon oldugu bircok ¢calismada gdésterilmistir (Chan vd 2021,
Helmer vd 2013, Yan vd 2017, Yicel vd 2001, Hell 2014, Yicel vd 2006, Yu vd 2013, Qing vd
2010, Frezzotti vd 2016). Beyindeki dejenerasyon gozlenen alanlar ozellikle gorme ile ilgili
beyin bolumleridir. RGH aksonlarinin beyin igerisinde ilk sinaps yaptigi yer olan talamusun
lateral genikulat cismi (LGC) ve en son sonlanim yeri olan oksipital lob hasarlari dikkat ¢ekicidir
(Chan vd 2021, Helmer vd 2013, Yan vd 2017, Yucel vd 2001, Hell 2014, Yucel vd 2006, Yu
vd 2013).

Glokomda beyin hasarinin olusumunda 6zellikle trans-sinaptik yayilim tzerinde durulmustur.
Glokomda trans-sinaptik nérodejenerasyon mekanizmasinda defektif tau proteinlerinin rol
aldigini gosteren calismalarda tau yayillmasi, yanlis ayrimasi, agregasyonu ve
hiperfosforilasyonu tespit edilmistir (Chan vd 2021). Tau, hicre ici akson tasimaciliginda gorev
yapan ve hicre iskeletini olusturan mikrotubullerin dizenlenmesinde énemli rol oynayan bir
proteindir. Tau protein fonksiyonlarindaki bozulma dentritik ¢ikinti hasarina yol agmaktadir
(Chan vd 2021).

Amiloid-beta metabolizmasindaki bozuklugun glokomda gézlenen beyin hasariyla iligkili
olabileceg@i dugtnulmektedir (Helmer vd 2013). Glokom hayvan modellerinde RGH apoptozisi
ile amiloid-beta arasinda bir iligki saptanmistir (Chan vd 2021). Ayrica glokom hayvan
modellerinde LGC’de anormal tau ve amiloid-beta birikimi saptanmistir (Yan vd 2017).
Glokomda amiloid beta ve tau metabolizmasinda fark edilen bozukluklarin temelde Alzheimer
hastalig1 patojenezinde rol almasi, bu iki hastalik arasinda bir iligki olabilecegine igaret
edebilmektedir (Chan vd 2021, Helmer vd 2013).

Deneysel glokom modellerinde goz i¢i basing arttikga LGC’deki hasarin da arttig1 saptanmistir
(Yucel vd 2001). Bu hasarin olusumunda sinaptik gii¢ ve yogunlugu duzenleyen CaMK2-alfa
proteininde eksikligin rol oynayabilecedi belirtiimistir (Hell 2014). Glokomda beyindeki
(talamus, optik radyasyon, kalkarin sulkus etrafi korteks) hasar lokalizasyonu ile retina hasari

lokalizasyonu arasinda dogrudan korelasyon da mevcuttur (Chan vd 2021).

Yapilan manyetik rezonans goruntilemelerinde (MRG) glokomda LGC’de atrofi ve hacim kaybi
saptanmistir (Chan vd 2021). Saptanan bu LGC atrofisiyle néron kaybi arasinda korelasyon

mevcuttur (Yicel vd 2006). Glokomdaki retina sinir lifi tabakasi (RSLT) incelmesi ile oksipital
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lob korteks incelmesi arasinda da korelasyon vardir (Yu vd 2013). Ayrica, fonksiyonel MRG ile

glokomda primer gérme korteksinde azalmig aktivite gosterilmistir (Qing vd 2010).

iiging olarak glokomda gérme korteksi ve gérme yollari digindaki beyin alanlarinda hasar
gelisebildigini gosteren calismalar da mevcuttur (Chan vd 2021). Goérmeyle direkt iligkisi
olmadigi distnulen beyin beyaz madde alanlarinda glokom siddetiyle korelasyon gdsteren
hasarlar saptanmistir (Frezzotti vd 2016). Agik acili glokomda hipokampds ve frontal kortekste
atrofi gelistigi de yine ayni caligmada saptanmistir (Frezzotti vd 2016).

Glokomda retinadan
baslayarak gérme .
korteksine kadar biitiin /i

A gorme yollarn hasar
. gorebilmektedir.
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=3 Optik disk
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lifleri caprazlasarak karsi tarafa

gecmektedir.

Gorme Korteksi

Sekil 3: Retinadan gérme korteksine kadar goérme yollar (Tez yazarinin kendi ¢izimi)
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2.5.6. Glokom Tanisi

Glokom tanisinin konulmasinda dikkate alinan ana faktorler goéz ici basing, aile dykusu,
gonyoskopi, santral kornea kalinhgi (SKK), gérme alani, optik disk gukurlugu ve optik koherens
tomografi bulgulari olarak siralanabilir. Ozellikle birinci derece akrabalarda glokom olmasi
kiside glokom geligme riskini yaklasik 5-10 kat arttirir. G6z igi basing degerinin 21 mmHg'nin
Uzerinde olmasi glokom siphesini dogurur. Ortalama g6z i¢i basing dederi yaklasik 15.5
mmHg’dir. Artmig ditrnal goz i¢i basing degisimi de glokom lehine bir bulgudur (Simsek 2018,
Baser 2016).

Gonyoskopiyle glokomun agik veya kapali agili olup olmadidi tespit edilir. Bu ayirim tedavi
yaklasimini dogrudan etkilediginden dnemlidir. iridokorneal acinin degerlendirimesinde 6n
segment biyomikroskopi ve 6n segment optik koherens tomografisinin de yeri vardir. Bu
gelismis cihazlar 6zellikle iris konfigirasyonu hakkinda degerli bilgiler verir (Simsek 2018,
Baser 2016).

Temel g6z muayenesiyle cogu hastada glokom tanisi koymak mimkindir. Glokomda gérme
keskinligi ve kontrast gorme azalmaktadir. Biyomikroskopla yapilan 6n segment
muayenesinde psodoeksfoliasyon varligi, iris atrofisi, iris yapisikliklari, gegirilmis Gveit
varligina isaret eden keratik presipitatlar, pigment dispersiyonu, lens patolojileri (6zellikle
glokomfleken, subluksasyon, vb.) ve 6n kamara derinlik degisiklikleri glokom tanisi koymada

yardimci bilgiler saglar (Baser 2016).

SKK glokom tanisi koyarken dikkate alinacak parametrelerden birisidir. SKK, glokomlu
bireylerde normalden (ortalama 540 mikron) daha incedir. SKK’daki her 40 mikronluk incelik
glokom riskini yaklagik olarak %40 arttirmaktadir. Okuler hipertansiyonda ise kornea normale
gore daha kalindir (Baser 2016).

Fundus muayenesinde optik disk incelemesi glokom tanisini koymada énemli bir basamaktir.
Optik diskte gukurlasma veya normal optik disk fizyolojik ¢ukurlugunda genigleme glokom
lehine bir bulgudur. Cukurlasma oraninin 0.3’den blyuk olmasi, ¢ukurlagsmanin Ozellikle
vertikal planda olmasi, optik diskte hemoraji ve peripapiller atrofi saptanmasi glokom tanisina

yaklastirir (Avrupa Glokom Birligi 2021).

Glokom tanisi koymada ilk istenen tetkiklerden birisi gérme alanidir. Gérme alani muayenesi
glokom tani ve takibinde halen fonksiyonel acidan altin standart tetkik olmayi sirdirmektedir.
Fakat erken dénemde glokomu yakalama orani nispeten dusuktir. Clinki RGH’lerde %30

civari kayip olmadan bulgu vermemektedir. Glokomda gdérme alani defektleri RGH
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aksonlarinin optik diske yénelim dizeniyle iliskilidir (6rnegin, ark seklinde skotomlar, nazal

basamak skotomu, vb.) (Baser 2016).

Glokom teghisinde yardimci tetkiklerden bir digeri optik koherens tomografi (OKT) ile retina
sinir lifi tabakasi (RSLT) kalinhginin élgulmesidir. RSLT'de incelme glokom lehine bir bulgudur.
insanlarda ortalama RSLT kalinhdi 90-110 mikron olup 80 mikronun altindaki kalinliklarda
glokom suphesi dogar. Bir insanin iki géziinde 10 mikrondan fazla RSLT kalinlik farki olmasi

da patolojik olarak degerlendirilebilir (Baser 2016).

Optik sinir basinin glokom acgisindan morfometrik incelenmesinde konfokal tarayici lazer
oftalmoskop sistemi degerlidir. Bu sistemi kullanan cihazlarla normal ve glokomat6z optik
diskler ayirt edilebilir. Bu cihazlarda en ¢ok bakilan optik sinir basi parametreleri, disk alani,
cukurluk alani ve hacmi, rim alani, gukurluk/disk orani, cukurluk sekil dlgim ve ortalama gukur
derinligidir. Genel olarak glokomda cukurluk alani, hacmi ve derinligi artarken, 6zellikle dikey

planda rim alani azalir (Baser 2016).

2.6. Deneysel Hayvan Glokom Modelleri

Deneysel hayvan modellerinin, glokom hastalijinin patojenezini anlamada ve tedavi yollari
bulmada uzun yillardir énemli yararlari olmustur. Glokom modellerinin gecerliligi, insan
fizyolojisiyle benzerligi ile modelin ekonomik ve pratik olmasina goredir. Glokom hayvan
modellerinde domuz, kdpek ve maymun gibi blyuk hayvanlar kullanildigi gibi fare, sican ve
tavsan gibi kemirgenler de kullaniimistir. Bu hayvan modellerinde glokomun ana tipleri (agik
acili, kapali acili ve konjenital glokomlar) olusturulabilmektedir. Bu modellerde glokom
olustururken gesitli doku ve fizyolojik mekanizmalar hedef alinir, fakat en ¢ok kullanilan yéntem

g0z igi basincinin yukselmesini saglamaktir (Bouhenni vd 2012).

Sigan, deneysel glokom modeli olarak en ¢ok kullanilan hayvanlardandir. Siganlar, hemen her
cesit glokomda kullanilabilmektedir. Bunun sebepleri arasinda insan gozuyle hem fizyolojik
hem anatomik agidan benzer olmasi, ekonomik yoénden ucuz olmasi, temin edilebilmesinin
kolay olmasi, genetik manipulasyona uygun olmasi, kisa hayat sureleri, beslenme ve barinma
kosullarinin nispeten rahat olmasi sayilabilir (Johnson ve Tomarev 2010). Ayrica siganlarda
g0z tansiyonu Olgumlerinde, hemen her g6z kliniginde bulunabilen TonoPen g6z tansiyonu

Olcim cihazi basarili sonuclar vermektedir.

Sicanlarda okuler hipertansiyon veya glokom modelleri olugtururken genellikle 'in vivo' iKi
yontem kullaniimaktadir. Birincisi farmakolojik, genetik veya cerrahi yollarla g6z igi basincini

arttinp okiler hipertansiyon olusturmaktir. ikincisi ise optik sinir veya retina gangliyon
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hicrelerinde travma veya toksik ajanlar vasitasiyla hasar olusturmaktir. Ayrica siganlarda
glokom modellemesi, hiicre ve doku kultart kullanilarak 'in vitro' olarak da yapilabilmektedir.

Hicbir glokom modeli aslini tam olarak yansitmasa da gercege ¢ok yakin sonuglar vermektedir.

Goz ici basincin yiksek oldugu sure ne kadar artarsa RGH ve optik sinir hasarinin da o kadar
arttigi cesitli hayvan modellerinde gosterilmistir (Johnson ve Tomarev 2010). Hayvan
modellerinde g6z ici basinci en dogru sekilde 6lgme metodu, 6n kamaraya direkt mikro-igneler
yoluyla girip bir sivi manometresi kullanmaktir. Fakat bu teknigin, genel anestezi gerektirmesi
ve girigsimsel olmasi gibi olumsuz yonleri vardir (Johnson ve Tomarev 2010). Genel olarak
sican modellerinde en ¢ok kullanilan g6z i¢i basing 6lgme yontemi, girisimsel olmayan temasli

darbe indiksiyon tonometresidir (TonoPen).

Genetik sican ve fare glokom modelleri (transgenik kemirgenler), akdz himér dinamikleri, iris
dokusu, ftrabekiler ag yapisi ve RGH biyolojisi genetik olarak degistirilerek elde
edilebilmektedir (Johnson ve Tomarev 2010). Bu tlir modellerin avantajlari, daha éngoérilebilir
g6z ici basing artisi olusmasi ve dolayisiyla optik sinir ve retina hasarlarinin daha standart
olmasidir. Genetik teknikler kullanilarak normotansif glokom ve nispeten daha nadir gérilen
konjenital glokom modelleri de olusturulabilmektedir. Transgenik hayvan modellerinin
dezavantajlarini ise temin etmenin biraz daha zor olmasi, pahali olmalari ve deneysel

manipulasyona fazla yatkin olmamalari olarak siralayabiliriz (Johnson ve Tomarev 2010).

Ozellikle siganlarda olmak (izere deneysel okller hipertansiyon hayvan modeli olusturmada
cesitli girisimsel teknikler kullaniimaktadir. Bunlar trabekuler agin lazer fotokoagulasyonu,
episkleral venlere hipertonik tuzlu sivi enjeksiyonu, episkleral venlerin koterizasyonu ve 6n
kamaraya madde enjeksiyonudur (Johnson ve Tomarev 2010). Girisimsel teknikleri uygulamak
nispeten daha zor olup 6zel ekipman ve tecriibe gerektirmektedir. Ayrica olusacak g6z ici
basin¢ yuksekligi ve isleme ait komplikasyonlar her denekte ayni olmayabilir (Johnson ve
Tomarev 2010).

Glokom modeli olustururken trabekuler aga lazer fotokoagulasyon yapilmasindaki amag akoz
himorin gozu terk etmesindeki ilk basamagin, yani trabekuler agdaki deliklerin kapatiimasidir.
Episkleral venlerin kapatiimasi ise gozu terk etmek icin bu vendz dolagima iletiimesi gereken
akoz humorun gecisini engellemektir (Biswas ve Wan 2019, Pang ve Clark 2020). G6zu terk
etme yollarinda tikaniklik oldugunda akdéz himér goz igerisinde fazladan birikerek okuler
hipertansiyona yol agmaktadir. On kamaraya trabekiiler agin deliklerinden gegemeyecek
blyuklikte maddeler enjekte etmek de bu yapinin tikanmasina neden olup akéz himdorin

disari drenajini engellemektedir (Biswas ve Wan 2019, Pang ve Clark 2020).



17

On kamaraya madde enjeksiyonuna benzer sekilde, uzun sireli topikal steroid uygulamalari
da trabekuler agi hedef alarak ak6z himér disari drenajini azaltmaktadir. G6z i¢i basincini
yukseltmeden glokom modeli olusturmak ise glokomun hedef alarak hasar verdigi ana yapilar
olan retina ve optik sinire gesitli travmalar (mekanik, iskemik, toksik) uygulamak vasitasiyla

gerceklestiriimektedir (Johnson ve Tomarev 2010).

2.7. Hipotez
Yaklasik bir ay sureyle topikal deksametazon uygulamasiyla okiler hipertansiyon olusturulmus
sican modelinde, retina ve optik sinir dizeyinde, ultrastriktirel olcekte i¢ ve dis retina

hicrelerinde sayisal azalma ile optik sinir aksonlarinda yapisal bozulma ortaya ¢ikar.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Galismaya Alinan Hayvanlarin Ozellikleri

Mevcut ¢alismaya yaklagik 200-300 gram agirliginda, 6 aylik yasta, 7 tanesi ¢galisma grubunda
10 tanesi kontrol grubunda olmak Uzere saglikli toplam 17 Sprague Dawley sicani alindi.
Sprague Dawley siganlari albino olup tibbi amacglh deneylerde en ¢ok kullanilan hayvan
gruplarindandir. En énemli avantajlari nispeten sakin mizagh olup kolay tutulabilmeleridir.

Deneyler slresince hayvanlarin karismamasi i¢in kuyruklarina numaralar isaretlendi.

Calismada, okiler hipertansiyon olusturulmus grup ve kontrol grubu olmak Uzere iki grup
kullanildi. Hayvanlari iki gruba ayirirken randomizasyon uygulandi (ayni kafesten hayvanlari
cikarirken sirasiyla bir hayvan ¢alisma grubu diger hayvan kontrol grubu olarak etiketlendi).
Her hayvana standart ad libitum olarak su ve pelet tipte yemleme (hayvanin 6ntinde sirekli su
ve yem bulunup ihtiyaci kadar istedigi zaman beslenme) saglandi. Hayvanlar ortalama 21°C
IsI ve %55 nemde Ilik ve temiz havanin saglandidi barinaklarda tutuldu. Barinaklarda normal

gece ve glindiz dongusi (12 saat gece, 12 saat guindiiz) saglandi.

Hayvanlar calisma icin secilmeden 6nce genel saglik parametrelerinin yani sira kornea, 6n
kamara, konjonktiva, sklera, orbita ve goz i¢i basinci bakimindan incelemeye tutuldu. Herhangi
bir anormallik fark edilen hayvanlar ¢calismaya secilmedi. Calismaya alinan bitin hayvanlarin
deneyler dncesinde g6z muayene bulgulari dogaldi ve gbz igi basing degerleri normal
sinirlardaydi. Calismanin her asamasi uluslararasi ve ulusal kabul géren hayvan deneyleri etik
kurallarina baglh kalinarak gergeklestirildi. Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu izni (PAUHDEK-2020/13 no’lu ¢alisma, 02/06/2020 tarih ve 2020/02 sayili toplanti)
alindiktan sonra deneyler yapildi. Sunulan hayvan deneyi ¢alismasi girisimsel ve ileriye donik

(prospektif) 6zelliktedir.

3.2. Deney Protokoll

CGalisma grubu olarak segilen siganlarin bir géziine (sag gozler) tek tarafli olarak glinde 4 kez
4 hafta boyunca topikal (damla formunda) deksametazon (Onadron Simple %0,1 G6z Kulak
Damlasi, I.E. Ulagay, Tirkiye) uygulanip o gozlerde okiiler hipertansiyon ve glokom
olusturuldu. Deksametazon sentetik bir adrenokortikal steroid olup uzun dénem kullaniminda
g6z tansiyonuna yol agmaktadir. Kontrol grubu ise herhangi bir isleme tabi tutulmadi. Calisma
grubunda sadece sag gozlerin kullaniimasinin amaci, standardizasyonu saglamak ve

yanhglikla goézleri karistirma riskini dnlemek igindi.
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Her hayvanin géz i¢i basinglari baslangicta, 2. ve 4. haftalarin sonlarinda Tonopen XL
(Reichert Technologies, NY, USA) cihaziyla dl¢ildi. Goz i¢i basing dlgiimleri dncesi siganlarin
g6zlerine topikal %0.5 proparakain hidroklorit (Alcaine, Alcon, Fort Worth, USA) damlatilarak
anestezi saglandi. islem éncesinde anestezik ila¢c damlatiimasinin amaci, hem hayvani olasi
bir acidan kurtarmak hem de g6z kapaginin kirpma refleksini azaltarak yanlis dl¢gim riskini
Onlemekti. Tonopen XL cihazi ile ardisik olarak yapilan 3 g6z i¢i basing élcimundn ortalamasi
kaydedildi. Her dl¢giim 6ncesi cihazin ucu temiz bir mendille silindi. Her 6lgim gundnde, Uretici
firmanin Onerilerine uygun olarak cihaz kalibrasyonu yapildi. G6z igi basincin normal diurnal
(bir ginlik) degisimlerinden etkilenmemek igin g6z ic¢i basing olgiimleri hep ayni zaman

araliginda yapildi (6gleden dnce saat 10:00-11:00 arasi).

Okdler hipertansiyon olusturulan hayvanlara ve kontrol grubundaki hayvanlara 4 haftanin
sonunda anestezi altinda glob ve optik sinir c¢ikartiimasi uygulandi. Deney protokolinin
uygulanmasindan sonra sigcanlara yuksek doz anestezik madde verilmek suretiyle 6tenazi
yapildi. Elektron ve 1sik mikroskopi inceleme kalitesini arttirmak igcin hayvanlar o6tenazi
esnasinda U¢ yollu musluk kullanilarak buzlu salin solisyonu ve %4 paraformaldehit ile sol
ventrikiilden perfiize edildi. Kan ve sivi disari akimi i¢in sag atriyum perfore edildi. Sekil 4'te

bu yapilan iglemlerin kisaca bir 6zeti, gorsel olarak sunulmaktadir.
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Sekil 4: Siganlarin 6tenazi sirasinda sol ventrikilden Ug¢ yollu musluk kullanilarak, buzlu salin
sollisyonu ve %4 paraformaldehit ile perfize edilip (a,b), kan ve sivi disari akimi igin sag
atriyumun perfore edilmesi (c,d)
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3.3. Doku hazirlama

Enukleasyon (goz kuresi olarak da adlandirilan globun tamaminin cerrahi olarak gikartiimasi)
islemi esnasinda optik sinir gerilmesini azaltmak igin genis bir lateral kantotomi (iki g6z
kapaginin birlestigi temporal alandaki fibréz dokunun makasla kesilmesi) uygulandi. Globun
arka kismindan itibaren yaklasik 5 mm'lik optik sinir ¢ikartildi (Sekil 5). Optik sinir etrafindaki
dura tabakasi dikkatlice siyrildi. Elde edilen optik sinir pargalari 0,1 M Sorenson fosfat
tamponunda (SFT) hazirlanmig %4’lik glutaraldehit ile 2 giin +4 C°’de fikse edildi. ilk fiksasyon
isleminden sonra 0.1 M SFT ile dokular yikandi. ikinci fiksasyon iglemi osmium tetraoksit ile 2
saat karanlik oda sicakliginda yapildi. Tekrar SFT tamponu ile yilkama igleminden sonra
dokular dehidrasyon iglemi igin %30-%50-%70-%80-%90-%95-%100 alkol serilerinde 15
dakika bekletildi. Son olarak toluol icinde 30 dakika bekletilip infiltrasyon islemi icin EPON’a
gobmuldi. Polimerizasyon islemi icin bir gece 45 C°de, ertesi giin de yine bir gece 60 C°’de
bekletildi. Yari ince kesitler icin doku ultramikrotom ile 1500 nm kalinlikta kesildi. Toluidin
mavisi ile boyandi. Uygun alan tespit edildikten sonra dokudan 50-70 nm araliklarinda ince
kesitler alindi. ince kesiti alinan dokuyu elektron mikroskobunda gériiniir hale getirebilmek icin
uranil asetat ve kursun sitrat ile negatif kontrastlama yapildi. Cekime hazir hale gelen doku,
PAU ILTAM da Zeiss marka SUPRA 40VP model elektron mikroskop (EM) cihazinda

goruntilendi.

3.4. Isik Mikroskop inceleme Prosediirleri

Glob ve retina cikartildiktan sonra %4'lUk paraformadehit ¢dzeltisinde 24 saat bekletildi.
Ardindan %30'luk slkroz ¢dzeltisinde bir gin tutularak dehidrate edildi. Retina kriyostat
cihazinda (Leica CM3050 S) dondurularak 10 mikrometre kalinliginda kesitler alindi. Ardigik
olarak kesitlere Hematoksilen ve Eozin boyama uygulandi. Hematoksilen ve Eosin boyama
islemi sirasiyla ksilende bekletme, alkolde bekletme, distile suda yikama, hematoksilen
boyama, distile suda yikama, Eosin boyama, distile suda yikama, alkolde bekletme ve tekrar
ksilende bekletip lamel ile kapama basamaklarini icermektedir. incelemelerde 40x objektif lens
biyiitmesi kullanildi. Olgiimlerde standardizasyon igin her 6rnekten sinirlari belirli bir gerceve
alan secildi. Calisma ve kontrol grubundaki deneklerin i1s1k mikroskop incelemesiyle (200 um
x 10 um kesit alaninda) élgulen retina parametreleri; retina kalinlid, retina gangliyon hicre
sayisl, i¢ ve dis nukleer tabakalar hicre sayisini icermekteydi. Deneklerden ¢ikartilan retina

parcalarinin midperifer alandan secilmesine dikkat edildi.
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Sekil 5: Goz kiresi ve optik sinirin ¢ikartilmasi iglemleri (a,b,c,d)
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3.5. Transmisyon Elektron Mikroskop (EM) inceleme Prosediirleri

EM goruntilemesi icin mikrotom ile yari-ince ve ¢ok ince kesitler hazirlandi. EM igin hazirlanan
kesitler yaklasik olarak 0.06 pm kalinhginda idi. Cok ince kesitlerden 8000x, 10000x, 20000x
ve 30000x biiyitmelerde EM'de gérintiiler elde edildi. incelemeler icin elde edilen fotograflarin

tam ekran goruntusu kullanildi.

3.6. Aksonlarin Morfometrik incelenmesi

Akson sayimi icin elektron mikroskop goérintilerinden 8000x blyitmede 38 um x 26 um kesit
Olcltlerinde standart bir alan secildi. EM'de 6rnek kesitlerin alaninin belirlenmesinde orijinal
fotograflardaki Olgek degerleri g6z dnune alindi. Bolgesel akson sayisi, saglam miyelin kilifli
aksonlarin manuel tek tek sayimlarindan hesaplandi. Fotografin kenarlarinda az kismi

g6ziken aksonlar sayilmadi.

Yuvarlak veya oval seklini bliylk oranda kaybetmis, ebat olarak ¢ok kiglik veya cok blylk
izlenen, hiperdens, elektron yogun aksoplazmaya sahip, miyelin kilifi lameller ayriimis,
mitokondrisi sismis veya bos aksonlar dejenere olarak kabul edildi. Dejenere akson orani optik
sinir kesitindeki tim akson sayisi dikkate alinarak hesaplandi. Okiler hipertansiyon ve kontrol

grubu aksonal dejenerasyon agisindan karsilastirildi.

Akson c¢api dlgiminde Imaged programindaki uzunluk 6lgim fonksiyonundan yararlanildi.
Yuvarlak aksonlarda direkt olarak él¢llen ¢ap kaydedildi. Eliptik aksonlarda en uzun ve en kisa
¢ap Olgulerek ortalamasi istatistiksel analiz igin kaydedildi. Akson ¢api délgimleri icin elektron
mikroskop gorintilerinden 20000x biyitmede 14,8 um x 10,4 um kesit dl¢itlerinde standart

bir alan secildi. Standart kesit alanina giren aksonlarin hepsinin ¢api élgulda.

Akson alanlarini élgmek igin ImagedJ programi kullanildi. Fotograftaki dlgek uzunluklari analiz
programiyla ayarlandi. Imaged programinin alan dl¢imi fonksiyonuyla akson alanlari manuel
olarak secilerek hesaplandi. Akson alani 6l¢ctimleri icin elektron mikroskop gorintilerinden
30000x buyutmede 9,85 um x 6,86 um kesit dl¢ltlerinde standart bir alan secildi. Standart kesit

alanina giren aksonlarin hepsinin alani olguldd.

Miyelin kilif kalinh@i da diger akson 6lgim tekniklerine benzer sekilde, ImagedJ programinda
EM kesit dlcegi ayarlamasi yapilarak manuel olarak dlguldl. Her bir optik sinir kesitinde,
30000x buyiutmede, aksonlardan uygun olan hepsinin miyelin kalinhdi 4 kadranda ol¢ulip

ortalamasi alindi.
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3.7. istatistiksel analizler

istatistiksel analiz icin SPSS 22.0 (Statistical Package for the Social Sciences, SPSS Inc.,
Chicago, ABD) programi kullanildi. 'P<0.05' istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Sayisal
veriler ortalama * standart sapma olarak ifade edildi. Okuler hipertansiyon ve kontrol gruplari
arasl kargilastirmalarda Mann Whitney U-testi kullanildi. Isik mikroskop ve elektron mikroskop
Olcimlerinin korelasyon analizlerinde Spearman testi uygulandi. Gdz igi basing élgiimleri ve
ISk mikroskop analizleri calismaya alinan tim deneklerde eksiksiz uygulanmisken, elektron

mikroskop incelemesi kontrol grubundaki iki adet érnege teknik sebeplerle uygulanamadi.
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4. BULGULAR

4.1. Goz igi Basing Olgiimleri

Calisma ve kontrol gruplarindaki iglem oncesi, ara donem (2 hafta) ve son (4 hafta) g0z ici
basing (GiB) degerlerinin karsilagtirmasi Tablo 1’de verilmistir. Calisma grubundaki ortalama
GIB degeri son élgiimde istatistiksel olarak anlamli sekilde artmigken, kontrol grubunda sabit
kalmisti. Calisma grubunda ara dénem ortalama GIB degerine bakildiginda, artisin dengeli
oldugu izlenmektedir. Kontrol grubunda her (ic zamanda alinan GIiB degerlerinin birbirine yakin
oldugu gérilmektedir. Calisma grubunda, baslangic GIB degeriyle karsilastirildiginda, ara

dénemde %38, son dénemde ise %95 GIB artisi olmustur.

Tablo 1: Calisma ve kontrol grubundaki deneklerin ortalama g6z i¢i basing degerleri

ilk GIB (mmHg) Ara GIB (mmHg) Son GIB (mmHg) p

Calismagrubu 9.4+0.8 13.0+1.7 18.3+23 0.001

Kontrol grubu 9.6+ 1.3 9915 98+1.1 0.52

GIB: g6z ici basing

4.2. Retina Hiicre Sayimlan

Calisma ve kontrol grubundaki deneklerin i1sik mikroskopu incelemesiyle (200 pm x 10 pm
kesit alaninda) olgllen retina parametreleri Tablo 2’de gosterilmektedir. Calisma ve kontrol
gruplarinda retina kalinhdr benzer saptandi. Calisma grubunda retina kalinligi kontrol
grubundan yaklagik %6.4 kadar ince olmasina ragmen aralarinda istatistiksel anlamli bir fark
yoktu. Fakat retina gangliyon hucre, i¢c nikleer tabaka hicre ve disg nukleer tabaka hicre
sayllari galisma grubunda kontrol grubuna nazaran istatistiksel anlamli olarak azalmisti. Sekil

6’da 6rnek bir 1sik mikroskopu inceleme goérintisu verilmistir.
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Tablo 2: Caligma ve kontrol grubundaki deneklerin 11k mikroskop incelemesiyle (200 um x 10
pum Kkesit) dlgulen retina parametreleri

Calisma grubu Kontrol grubu p

Retina kalinhgi (um)  108.6 £ 12.1 116.0+£15.1 0.36
RGH sayisi (n) 11.6+2.2 139+1.4 0.04
INT hiicre sayisi (n)  68.9 +18.0 95.4 + 20.1 0.01

DNT hiicre sayisi (n) 219.1+57.4 2855+ 72.0 0.04

RGH: retina gangliyon hiicresi, INT: i¢ niikleer tabaka, DNT: dig niikleer tabaka

Sekil 6: Isik mikroskopunda sayilan hticrelerin bulundugu retina katmanlari (40x objektif lens

blyltmesi)
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4.3. Optik Sinir Akson Sayimi

Calisma ve kontrol grubundaki deneklerin EM’de 8000x blyltmede standart dl¢ciide alinan
kesitlerdeki (38 um x 26 ym) akson sayilari arasinda istatistiksel bakimdan fark saptanmadi.
Akson sayisi, ¢calisma grubunda 323.1£52.8 iken kontrol grubunda 298.5+65.0 idi (p=0.40).
Sekil 7°’de bir denegin optik sinirinden alinan kesitin Toluidin mavisi ile boyanan preparati
gosterilmektedir. Sekil 8'de bir denegin optik sinir kesitinin EM’de 8000x buyttmede ¢ekilmis
fotografi yer almaktadir. Sekil 9 ise EM’de 20000x buylutmede fotograflanmig bir optik sinir
kesitini gostermektedir.

50 pm

Sekil 7: Bir denegin EM incelemesi 6ncesi Toluidin mavisi ile hazirlanan optik sinir kesiti
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Sekil 8: Bir denegin optik sinir kesitinin EM’de 8000x buylitmede gekilmis fotografinda saglkh
ve az saylida dejenere aksonlarin birlikte gérinima

Sekil 9: EM’'de 20000x blyltmede fotograflanmis bir optik sinir kesitindeki aksonlar
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Dejenerasyona ugramis akson sayisi ile bunlarin toplam akson sayisi igerisindeki oranini
hesaplamak igin de EM’de 8000x buyttmede standart 6lgiide alinan kesitler (38 um x 26 pm)
kullanildi. Dejenerasyona ugramis akson orani, ¢alisma grubunda %18.8+2.1 iken kontrol

grubunda %14.4+3.5 idi (p=0.02). Calisma grubunda dejenere akson orani istatistiksel olarak

anlamli sekilde fazlaydi. Sekil 10°da dejenerasyona ugramis akson érnekleri gosterilmektedir.

Sekil 10: Dejenerasyona ugramis (yuvarlak veya oval seklini blylk ol¢ide kaybetmis, ebat
olarak ¢ok kuguk veya ¢ok buyuk, hiperdens veya bosg, miyelin kilifi lameller ayriimig) bazi

akson orneklerinin sari oklarla isaretlenmesi
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4.4. Aksonlarin Morfometrik Olgiimleri

Calisma ve kontrol gruplarindaki deneklerin akson ¢api, akson alani ve miyelin kilif kalinhgi
Olcimleri Tablo 3’te gdsterilmektedir. Akson ¢api, akson alani ve miyelin kilif kalinligi her iki

grupta birbirine benzer degerlerde saptanmistir.

Tablo 3: Calisma ve kontrol grubundaki deneklerin elektron mikroskop incelemesiyle dlcilen

optik sinir akson parametreleri

Calisma grubu Kontrol grubu p
Akson Gapi (um) 0.96 + 0.35 0.97 £0.39 0.61
Akson Alani (um?) 0.83+£0.10 0.83+£0.08 0.95
Miyelin Kilif Kalinhigi (um) 0.15+0.01 0.16 £ 0.01 0.39

Sekiller 11, 12 ve 13'te EM’'de alinan, sirasiyla akson c¢api, akson alani ve miyelin kihf kalinlik
Olcumlerini gosteren fotograflar bulunmaktadir. Calismamizda bu oélgimlerden bazilarini
50000x ve uzeri buyutmelerde yapmak planlanmisti. Fakat teknik kisitliklardan dolayi ¢ok
yuksek buyutmede yapilan fotograflamalar istenilen kalitede elde edilemedi. Bu ytuzden bu

Olgimler igin 20000x ve 30000x buyutmeler kullanildi.



Sekil 11: Elektron mikroskopta akson ¢api olgiimleri

&,

Sekil 12: Elektron mikroskopta akson alani élgimleri
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Miyelin kihif kalinligi ol¢timleri

Sekil 13: Elektron mikroskopta akson miyelin kilif kalinligi élguimleri

4.5. Korelasyon Analizleri

Isik mikroskop ile elde edilen parametreler (retina kalinhgi, gangliyon hicre sayisi, i¢ nikleer
tabaka hucre sayisi ve dis nukleer tabaka hicre sayisi) ile elektron mikroskop ile elde edilen
parametreler (optik sinir akson sayisi, dejenere akson orani, miyelin kilif kalinligi, akson c¢api

ve akson alani) arasindaki korelasyona bakildi.

Retina kalinhgi ile optik sinir akson sayisi (rs=-0.03, p=0.92), dejenere akson orani (rs=0.05,
p=0.83), miyelin kilhf kalinhgi (rs=0.34, p=0.21), akson ¢api (rs=-0.05, p=0.87) ve akson alani

(rs=-0.20, p=0.48) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon saptanmadi.

Gangliyon hiicre sayisi ile optik sinir akson sayisi (rs=-0.30, p=0.28), dejenere akson orani
(rs=-0.36, p=0.19), miyelin kilif kalinigi (rs=0.27, p=0.33), akson ¢api (rs=-0.22, p=0.42) ve

akson alani (rs=-0.09, p=0.74) arasinda istatistiksel olarak anlaml bir korelasyon saptanmadi.

ic niikleer tabaka hiicre sayisi ile optik sinir akson sayisi (rs=-0.12, p=0.68), dejenere akson
orani (rs=-0.46, p=0.09), miyelin kilif kalinhdi (rs=0.30, p=0.28), akson ¢api (rs=-0.07, p=0.82)
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ve akson alani (rs=0.01, p=0.96) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon

saptanmadi.

Dis nikleer tabaka hiicre sayisi ile optik sinir akson sayisi (rs=-0.28, p=0.31), dejenere akson
orani (rs=-0.38, p=0.17), miyelin kilf kalinhdi (rs=0.04, p=0.89), akson ¢api (rs=0.06, p=0.83)
ve akson alani (rs=-0.25, p=0.38) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon

saptanmadi.
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5. TARTISMA

Bu calismanin en dnemli sonucu, elektron mikroskop incelemesinde, her iki grupta toplam
optik sinir akson sayisinin benzer olmasina karsilik, dejenerasyona ugramis akson oraninin,
okuler hipertansiyonlu sican gozlerinde, saglikli gozlere nazaran daha yuksek tespit
edilmesidir. Ayrica, 151k mikroskop incelemesinde, okiler hipertansiyon olusturulan si¢anlarda,
retina gangliyon hlcre sayisl, retina i¢ ve dis nUkleer tabakalarin hiicre sayisi, saglikli kontrol

grubuna gdre daha az saptanmigtir.

Mevcut caligma klinik insan deneyine uygun olmadidi icin hayvan modeli kullanildi. Bu
calismadaki hayvan sec¢imi kemirgen sinifina ait olan sicandi. Bu secimdeki ana etkenler
sicanlarin temin edilme, bakim, beslenme ve barinma ihtiyaglarinin daha kolay
saglanabilmesiydi. Sican g6z anatomisinin insan géziyle uyumlu olmasi ise aranilan ilk
kriterdi. Sican, deneysel glokom modeli olarak siklikla kullanilan hayvanlardandir (Pang ve
Clark 2020). Eger bu calismada glokom cerrahisi veya baska bir girisimsel islem uygulansaydi,
sigan yerine tavsanin secilmesi, blylk gbzleri nedeniyle daha uygun olurdu (van Mechelen vd
2022).

Bu arastirmaya 7 tanesi calisma grubunda ve 10 tanesi kontrol grubunda olmak Gzere saglikli
toplam 17 deney hayvani (sigan) alindi. Denek sayisi segilirken daha &nceki benzer
¢alismalardan fikir alindi. Genel olarak deney hayvani sayisi arttikga, bir galismanin sonuglari
daha guvenilir hale gelmektedir. Fakat hayvan sayisinin artmasinin, maliyet ve is yukunu

arttirmasi yaninda daha fazla hayvan éliumine yol agacagi da agiktir.

Siganda olusturulan okiler hipertansiyon ve glokom hastaliginin, optik sinir ve retinada,
insandakine benzer patolojiler olusturdugu gdsterilmistir (Pang ve Clark 2020). Bu patolojilerin
histolojik ve oftalmolojik standart tekniklerle Olgulebilmesi, sigan modeli kullaniminin
avantajlarindandir. Anti-glokomatéz ilaglar ve glokom cerrahileri insanda oldugu gibi siganda
da g0z i¢i basincini benzer oranda dusurmektedir (Pang ve Clark 2020, van Mechelen vd
2022). Sicanlarda genetik ve cerrahi glokom modelleri de olmakla beraber, mevcut ¢calismada

bir steroid olan deksametazon kullanilarak okuler hipertansiyon ve glokom olusturulmustur.

Bu calismada, g6z i¢i basincini arttinp okuler hipertansiyon ve glokom olusturmak igin,
deneklere 4 hafta boyunca guinde 4 kez topikal deksametazon damla uygulandi. Kullanilan bu
doz, kliniklerdeki okller cerrahi islemlerden sonra hastalara verilen rutin recete 6nerilerine
benzerdi. Calismamizda glokom olusturmak igin steroid kullanma sebeplerimiz ise bu islemin

hem daha kolay hem de hayvana eziyetsiz olmasiydi. Ayrica diger girisimsel ve genetik
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ydntemlere gére daha ucuzdu ve ek komplikasyon riski cok azdi. Dezavantaji ise daha fazla is

yuki gerektirmesiydi.

Bilindigi Uzere, g6z kliniklerinde, steroid kullanimina bagli okiler hipertansiyon ¢ok nadir bir
durum degildir (Altan ve Basarir 2021). Ozellikle uzun siireli deksametazon damla kullaniimasi
gereken dveit gibi hastaliklarda daha sik gézlenmektedir. Hatta Glkemizden bir ¢alismada,
Uveit hastalarinda ortaya ¢ikan glokomun en énemli sebeplerinden birisinin steroide bagli

okuler hipertansiyon oldugu saptanmistir (Altan ve Basarir 2021).

Steroide bagl okiler hipertansiyon, basinca bagli optik sinir hasarina ve sonugta glokoma
neden olabilmektedir. Steroide bagl glokomun gelismesinde kesin olmamakla beraber cesitli
risk faktorleri belirtiimektedir. Bu risk faktorleri arasinda genetik yatkinlik, geng yas, diyabet ve
miyopi vardir (Choi vd 2022). Bizim ¢alismamizda geng ve genetigi benzer saglikh siganlar

kullanilmisti.

Steroidler viicuda herhangi bir yolla (oral, intraventz, solunumla, cilt alti, vb.) alindiginda g6z
ici basing artisina yol acabilirler. Steroide bagli okuler hipertansiyon gelisiminde, uygulanan
ilacin kullanim yolunun dénemi fazladir. Genel olarak géz icine (konjonktiva alti, vitreus igi,
Tenon zari alti) veya topikal olarak goz yuzeyine uygulandiginda okuler hipertansiyon riski
daha fazladir (Yanoff ve Duker 2019). Topikal steroidlerin géz i¢i basinci arttirma etkisi ilaglarin
kategorisine ve uygulama sikhigina goére degismektedir. Bizim calismamizda kullanilan
deksametazon, topikal uygulamada en gucli okiler hipertansiyon yapma etkisine sahip steroid
turadur (Yanoff ve Duker 2019).

Lam vd (2005) cocuklarda kullanilan deksametazon damlanin, doza bagli olarak okuler
hipertansiyon yaptigini ve giinde 4 kez yerine 2 kez %0.1 deksametazon damla kullaniminin
daha guivenli oldugunu saptamiglardir. Fakat her iki doz segeneg@i uygulamasinda, 4 haftanin
sonunda, iki grupta da g6z ici basinglar istatistiksel anlamh olarak yiuksek bulunmustur (Lam
vd 2005). Ayrica bu galismada ¢ocuklarin yasi kiguldikge okuler hipertansiyonun daha siddetli
oldugu tespit edilmistir (Lam vd 2005). Bizim ¢alismamizda denekler nispeten geng yastan (6
aylik) secilmisti.

insanlarda normal GIB degeri ortalama 14-16 mmHg civarindadir. Genel olarak saglikli
sicanlarda insanlara benzer ortalama GiB degerleri elde ediimektedir. Yas azaldik¢a ortalama
GIB degerleri dismektedir. GIB degerinin 21 mmHg lzerinde olmasi ise okiiler hipertansiyon
ve glokom lehine bir bulgudur (Yildirim 2004). Bizim ¢alismamizda siganlarda olciilen ilk GiB

degeri 9-10 mmHg arasinda degismekteydi. Topikal deksametazon uygulamasi sonrasi ise
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18-20 mmHg GiB degerleri gézlendi. Yani bazal degerlerin yaklasik iki katina ¢cikiimis oldu. Bu
durum okuler hipertansiyon ve glokom lehine bir bulgu olarak kabul edildi.

Bilindigi lzere cihazdan cihaza GIB 6lglimleri degisebilmektedir. Ozellikle kliniklerde sikga
kullanilan havali ve temassiz GIB 6lgiim teknigi, temasl tekniklere nazaran daha yiiksek 6lciim
sonuglari verebilmektedir. Calismamizda kullanilan Tonopen XL cihazi, temasl bir yéntem
kullanip siganlarda tutarli ve dogru GiB élgiimleri saglamaktadir (Bai vd 2014, Cuny vd 2010).

Bu ¢alismada, hep ayni cihazla élcim yapmak standardizasyon adina uygun olmustur.

GOz igi basing deg@erlerinde gunun farkli zamanlarinda bazi degisiklikler (ditrnal varyasyonlar)
olabilmektedir (Gao vd 2017). Dilirnal GiB farkliliklari 6zellikle glokom hastalarinda daha
fazladir ve bu bulgu glokom tanisi koymada degerlidir (Kim vd 2010). Képek ve inek gibi
memeli hayvanlarda yapilan ¢alismalarda da géz ici basincinin gln ici farkli zaman dilimlerinde
farklilik gdsterdigi saptanmistir (Garzon-Ariza vd 2018, Kulualp vd 2019). Calismamizda, GiB
didrnal varyasyonlarindan etkilenmemek igin dlgimler hep ayni zaman araliginda, dgleden

Once saat 10:00-11:00 arasinda yapiimisti.

Deneyler sonlandirilirken, 6tenazi esnasinda hayvanlar, sol ventrikilden U¢ yollu musluk
kullanilarak buzlu salin solisyonu ve %4 paraformaldehit ile perfize edilmigti. Akabinde kan
ve sivi digsari akimi igin sag atriyum perfore edilmisti. Bu islemdeki amag¢ 1sik ve elektron
mikroskop goruntileme kalitesini arttirmakti. Bilindigi Uzere elektron mikroskop ile net
goruntiler elde etmek icin dogru numune hazirlamak dnemlidir. Doku érneklerinin yapilarini

korumak ve stabilize etmek icin formaldehit uygun bir maddedir (Shehadat vd 2018).

Mevcut calismada, okiller hipertansiyon tanisini koymada, temash GIB élgim ydntemi
kullaniimisti. Deneklerde glokom gelisip gelismedigini anlamak ve glokomatdz hasari tespit
etmek ise Is1k ve elektron mikroskop incelemelerinden sonra mimkin olabilmisti. Dogal olarak
bu mikroskop incelemeleri i¢in hayvanlardan doku o6rnekleri almak gerekmisti ki insan
deneylerinde bu yontem olasi dedildir. Kliniklerde okuler hipertansiyon tanisi yine benzer
metotla konulurken, glokom tanisini koymak icgin farkh bir takim teknik ve cihazlar
kullanilmaktadir. Gunumuzde insanlarda, glokom tanisinda ve glokomatéz hasari tespit
etmede en c¢ok kullanilan yardimci tetkikler biyomikroskopi, gonyoskopi, pakimetri, gorme alani
ve optik koherens tomografidir. Bu tetkiklerin calismamizda uygulanmasi yarar saglardi; fakat

teknik zorluklar ve ¢alismanin asil amaci dastnilduginde énemli bir eksiklik dogmamisgtir.

Galismamizda retina kalinhgi, glokomlu goézlerde saglkli kontrollere nazaran daha ince

saptanmisti, fakat aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Klinik pratikte glokom tani ve
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takibinde retina kalinligi énemli bir parametredir. Yiksek goz ici basincin 6zellikle retina ic
katlarinda hasara yol actigi bilinmektedir. Bu hasarin miktarini belirlemek i¢in en ¢ok kullanilan
yontem retina sinir lifi tabakasi kalinliginin 6lcimuddr. Bizim c¢alismamizda retinanin

katmanlari ayri olarak degil de tim kesitin kalinhi dl¢ilebilmisti.

Normalde kliniklerde, teknik rahatlik, standardizasyon saglanmasi ve daha yiksek teshis
Ozelligi nedenleriyle cihazlarla ©6lgllen retina alanlari daha c¢ok peripapiller bolgeyi
kapsamaktadir. Anatomik olarak optik disk gukurluunun ve hemen cevresindeki retinanin
(peripapiller alan) glokom hasarina daha yatkin oldugu bilinmektedir. Calismamizda kalinlhk
Olcimleri midperiferik retina alaninda yapilmisti. Bu sebeple ¢alismamizda oldugdu gibi erken
glokom evresinde midperiferik retinada 6énemli bir kalinlik degisimi olmadig tespiti literatlire

yeni bir bilgi olarak sunulabilir.

Peripapiller retina sinir lifi tabakasi (RSLT) kalinhgi, glokomlu goézlerde normal gozlerle
karsilastirildiginda belirgin sekilde incedir (Kampougeris vd 2013). Erken evreden son evreye
dogru glokomun siddeti arttikga RSLT daha da incelmektedir (Bhat vd 2022). Ayrica glokomlu
gO6zlerde, peripapiller retina alaninda, kapiller damar yogunlugunun azaldigi tespit edilmistir
(Mangouritsas vd 2019). Park vd (2018) g6z ici basincin genel kabul edilen normal sinirlarda
(10-21 mmHg) izlendigi nomotansif glokom hastalarinda, peripapiller alanda, RSLT haricinde

koroid tabakasinin da inceldigini rapor etmiglerdir.

Glokomda retina kalinlik dlgiminde ikinci siklikta kullanilan alan makdladir. Tipki peripapiller
alan gibi makula kalinhgi da kliniklerde optik koherens tomografi (OKT) cihaziyla dlgcliimektedir.
OKT cihazi, farkli doku katmanlarindan farkli optik yansima olmasi prensibiyle ¢alismakta ve
icerisindeki yazilim vasitasiyla retina kalinlik élgimunt yapmaktadir. OKT bir ¢esit 'girisimsel
olmayan' doku biyopsisi olarak kabul edilmektedir. Bizim ¢alismamizda kalinlik dl¢imda, alinan

retina biyopsisinin 1sik mikroskopta incelenip dl¢ilmesiyle saptanmisti.

Makdila kalinhk olcimleri (6zellikle ic tabaka kalinhdi) glokom teshisinde 6nemli bilgiler
saglamaktadir (Rao vd 2017). Bambo vd (2017) glokom teshisinde, makdula gangliyon hicre
tabakasi (GHT) - i¢ pleksiform tabakasi (IPT) kompleksi kalinliginin, peripapiller RSLT kalinhg1
olguimunden daha bagarili olabilecegini bildirmistir. Mahmoudinezhad vd (2022) yaptiklari bir
calismada, erken glokom teshis bagarisinda, makiila GHT kalinligi ile GHT - IPT kombine
kalinh@ini karsilastirmiglardir. Her iki yéntemin de glokomun erken teshisinde benzer basariya

sahip oldugunu saptamiglardir (Mahmoudinezhad vd 2022).
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Glokom hastaliginda tim retina katmanlarinin incelmesi genel olarak beklenen bir durum
degildir. Fakat erken evre glokom hastaliginda, makila bélgesinde retinanin genel kalinliginda
azalma oldugunu belirten calismalar da vardir (Aksoy vd 2020). Farkli olarak, Silverstein vd
(2016) pediyatrik glokomlu hastalarda yaptiklari bir ¢alismada, retinalarin en igteki U¢
tabakasinin (RSLT, GHT ve IPT) inceldigini, fakat dis tabakalarin kalinliklarinda énemli bir
degisiklik olmadigini bildirmislerdir. Chua vd (2020) glokomun erken tanisinda en faydali iki
retina Olcimuandn, peripapiller RSLT ve makula GHT kalnhk olgumleri oldugunu tespit

etmislerdir.

Calismamizda retina retina gangiyon hucre (RGH) sayisi ile i¢ ve dis nikleer tabakalar hicre
sayllari, glokom grubunda sadlikli kontrol grubuna gore istatistiksel anlaml olarak dusuk
saptandi. Retina histolojisinde, hucre c¢ekirdeklerinin bulunduklari kisimlar i¢ ve dis nukleer
tabakalar ile RGH tabakasidir. Retina icerisindeki ilk sira ndronlar fotoreseptorler (koniler ve
rodlar), ikinci sira néronlar bipolar hiicreler ve tGglincu sira néronlar RGH'dir. Hlicre sayimlarini
yaptigimiz dis niikleer tabaka, fotoreseptor hiicre cekirdeklerinden olusmaktadir. i¢ niikleer
tabakada esas olarak bipolar hiicreler bulunup bazi destek hticreler de (amakrin, horizontal ve
Muller hiicreler) yer almaktadir. RGH ise en ylizeydeki sinir lifi tabakasinin hemen altinda yer

almaktadir.

Calismamizda da tespit edildigi Uzere, glokom hastaliinda RGH hiicre sayisinin azaldigi
genel olarak bilinmektedir. Khan vd (2015) deneysel fare okiler hipertansiyon modelinde, g6z
ici basincinin slrekli yiksek olmasinin, RGH hicre dlimune ve retina fonksiyon bozukluguna
yol actigini bildirmistir. Pitha vd (2018) deneysel sigan glokom modelinde, anti-glokomatoz ila¢
tedavisinin RGH hicre 6lumand durdurdugunu saptamistir. Hirooka vd (2016) glokomun

progresyon hiziyla RGH 6lim hizi arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu belirtmistir.

Her ne kadar okuler hipertansiyon ve glokomun, i¢ niikleer tabaka ve onun esas hiicresi olan
bipolar hiicre sayisi Uzerine etkisi ¢cok net olmasa da mevcut ¢alismada, hasta grubunda bu
tabaka hicre sayisinda azalma fark edildi. Sonuglarimizla iliskili olabilecek sekilde, Raz vd
(2003) deneysel maymun glokom modelinde, i¢ ve dis nlkleer tabaka hiicrelerinde fonksiyonel
bozulma tespit etmistir. Gunn vd (2011) deneysel fare glokom modelinde, bir i¢ nikleer tabaka
hucresi olan amakrin hicrelerde bozulma oldugunu saptamistir. Gallego-Ortega vd (2020)

deneysel sican okuler hipertansiyon modelinde, bipolar hiicre sayilarinin azaldidini bildirmistir.

Anatomik konum olarak, glokomdan en az etkilenebilecek hicre grubu, ¢ekirdekleri dis nikleer
tabakada bulunan fotoreseptoérlerdir. Calismamizda, fotoreseptdor hicre sayilari, okdler

hipertansiyon grubunda, saglikli kontrollere nazaran azalmig bulundu. Literatiirde bizimle ayni
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tarz deney sonrasi tamamen ayni sonuglara isaret eden yayinlara pek rastlanmamaklia
beraber, destekleyici veriler bolca mevcuttur. Obanina vd (2022) son evre glokomda
fotoreseptor hicre sayisinin azaldigini tespit etmigtir. Ha vd (2018) erken-orta evre glokomda
fotoreseptdr hiicrelerde yapisal bozulmalar olabilecegini bildirmistir. Yine benzer sekilde, Fan
vd (2011) glokomda fotoreseptdr tabaka kalinliginda degismeler saptamistir. Choi vd (2011)
gbérme alani bozuklugunun eslik ettigi glokomda, fotoreseptor hiicre yogunlugunun azaldigini

rapor etmistir.

Mevcut galismada, saglikli kontrol ve okuler hipertansiyon gruplarinda, optik sinir akson
sayllari benzer saptandi. Fakat dejenerasyona ugramis akson sayisi, ¢alisma grubunda,
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha fazlaydi. Mevcut bulgular
esliginde, erken evre ¢ok siddetli olmayan glokom hastalijinda, akson sayisinin bariz olarak
azalmadigi, fakat aksonlarda yapisal bozulma ortaya ciktig1 séylenebilir. Yapisal bozulmalar,
sonug olarak fonksiyonel bozulmalar da ortaya ¢ikarmaktadir, fakat calismamizda fonksiyonel

acidan (gorme keskinligi, gérme alani, vb.) degerlendirme yapilmamistir.

Bizim sonuglarimizdan farkh olarak, Fortune vd (2016) tek tarafli hayvan deneysel glokom
modelinde, akson sayisinda azalma oldugunu bildirmistir. Ayrica, akson sayisindaki azalma
ile peripapiller RSLT kalinhgi arasinda kuvvetli bir korelasyon oldugunu saptamistir (Fortune
vd 2016). Cull vd (2012) maymunlarda olusturduklari glokom sonrasi, optik sinir akson
sayisinda azalma oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alismada kullanilan akson sayma yontemi,
batun optik sinir akson kesitini iceriyor ve otomatik bir sayma teknidi kullaniyordu. Bizim
calismamizda ise sadece belirli bir kesitten manuel olarak sayim yapiimisti. Elektron
mikroskop ile yiksek buylGtmelerde, tim optik sinir kesit alanindan fotograflama ve sayim
yapmak pek olasi degildir. Ayrica, otomatize akson sayma tekniklerinde genellikle dejenere
aksonlar sayim digi kalabildiginden ve bizim calismamizda bunlar da sayildidindan,

¢alismalarin sonuglari arasinda fark olmasi muhtemel gérinmektedir.

Galismamizda, okuler hipertansiyon ve kontrol gruplarinda optik sinir akson ¢api ve akson
alani benzer olarak saptandi. Bu sonuglarin bulunmasinda, deney gruplarindaki denek
sayilarinin az olmasi etken olabilecegi gibi, calismamizdaki erken glokom evresinin ve
siddetinin, henuz akson alan ve caplarinda fazlaca degisiklik yapmaya yetecek dizeyde

olmamasi etken olabilir.

Arastirmamizda da tespit edildigi gibi, glokomda, RGH akson dejenerasyonu oldugu
bilinmektedir (Daniel vd 2019). Zaten glokom ndrodejeneratif bir hastalik olarak

degerlendiriimektedir (Daniel vd 2019). Optik sinirde seyreden aksonlar, RGH’lerin uzantilari
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oldugu icin, glokomda en ¢ok hasar géren yapilardan olan RGH tabakasindaki degdismeler,

optik sinir akson dejenerasyonuyla iligkili olmaktadir (Daniel vd 2019).

Samuels vd (2018) deneysel fare glokom modelinde, g6z i¢i basing dederleri arttikga akson
sayisinda azalmanin da arttigini saptamistir. Bizim galismamizda, son g6z i¢i basing degerleri
asirl yuksek seviyelere ¢gikmamisti ve denekler arasinda goz igi basin¢ degerlerinde énemli
farklliklar yoktu. Bosco vd (2016) kronik ileri evre glokomda, optik sinirdeki akson kaybinin,
glia hicre proliferasyonu ve skarlagsma ile dolduruldugunu rapor etmistir. Daha 6nce de
belirttigimiz Gzere, olusturdugumuz glokom tipi nispeten akut ve erken evre oldugundan, bariz

akson sayisi azalmasi ve skar dokusu olusumu ortaya ¢ikmamigti.

Sigcan optik sinir kesitlerindeki aksonlarin, elektron mikroskop ile incelenip sayilmasiyla ilgili
literatirde yayinlar mevcuttur (Kim vd 2016, Ebneter vd 2012). Bizim calismamizda
uyguladigimiz manuel sayma metodunun otomatik sayma metotlariyla benzer sonuclar ortaya
cikardigi bildiriimektedir (Kim vd 2016, Ebneter vd 2012). Literattrde bir galismada, daha énce
glokom tanisi almis insan kadavrasi optik sinir elektron mikroskop incelemesinde, yogun koyu
boya tutmus patolojik alanlar oldugu bildirilmistir (May 2015). Yine ayni ¢calismada, orta evre
glokomlu gozlerdeki akson sayisinin, erken evre glokomlu gozlerdekinin yaklasik yarisi kadar

oldugu tespit edilmistir (May 2015).

Cesitli aragtirmalarda, deneysel hayvan glokom modellerinde, RGH hiicre soma ve akson
dejenerasyon ile 6lum zamanlamalari incelenmigstir. Soto vd (2011) glokom sigan modelinde,
RGH akson dejenerasyonunun, RGH soma kaybindan daha énce ortaya ¢iktigini bildirmistir.
Salinas-Navarro vd (2010) okiler hipertansiyon olusturulmus si¢anlarda, énce optik sinir akson
tasimaciliginin bozulup, sonra RGH'lerde ilerleyici dejenerasyona yol actigini tespit etmistir.
Yine diger calismalara benzer sekilde, Buckingham vd (2008) glokom olusturulmus fare
modelinde, RGH dejenerasyonunun, akson kaybindan dnce gelistigini belirtmistir. Joos vd
(2010) gunluk sadece bir saat sureli akut goz ici basing artiglarinin, alti haftanin sonunda,
sicanlarda optik sinir aksonlarinda dejenerasyona ve akson sayisinda %6 dususe neden

oldugunu bulmustur.

Mevcut ¢calismada, okuler hipertansiyon ve saglikli kontrol gruplarinda, optik sinir aksonlarinin
ortalama miyelin kilif kalinliklari arasinda énemli bir fark saptanmadi. Shen vd (2021) deneysel
tavsan glokom modelinde, optik sinir miyelin yapisinda bozulmalar oldugunu belirtmigtir. Ayrica
glokomda, optik sinir akson miyelin kiliflarindaki Ranvier bogumlarinda gesitli patolojiler
gelistigi de bulunmustur (Smith vd 2018). ilave olarak, optik sinirdeki demiyelinizasyonun,

glokomun altta yatan bir etkeni olabilecegine isaret eden gorusler vardir (Xue vd 2021).
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Bu arastirmada, 1sik mikroskop ile bakilan retina parametreleri ve elektron mikroskop ile
bakilan optik sinir parametreleri arasinda bir iligki saptanmadi. Normalde olmasi
beklenebilecek korelasyon, RGH ve akson sayis| arasinda idi. Fakat, erken evre glokomda
retina ve optik sinir akson hasarlari yaygin olmayip lokal kalmaktadir. ileri evre glokom

hasarinda beklenen korelasyonlarin ortaya ¢ikmasi daha muhtemeldir.

Calismamizin gesitli kisitliliklari siralanabilir. Oncelikle deney hayvanlarinin OKT cihazi ile
Olctimlerinin yapilabilmesi, glokomdaki normal klinik yaklagsima benzer bir girisim olurdu. Fakat
teknik zorluklar nedeniyle bu durum pek olasi degildi. Calismanin kapsamini genigletmek
adina retina damarlari da incelemeye alinabilirdi, ¢gunkl glokom ve retina damar sagligi
arasinda bir iliski oldugu dustintimektedir. ileriki arastirmalarda, uygun tedavi uygulamasi
sonrasl, incelenen parametrelerde ne gibi degisikliklerin gozlenebilecedi calisilabilir. Farkli
glokom alt tipleri yerine sadece steroide bagli glokomun g¢alisilmasi da bir kisithlik olarak
gosterilebilir, fakat literatlirdeki benzer deneysel glokom calismalarinda genellikle sadece bir
glokom alt tipinin olusturuldugu tespit edilmistir. Son olarak daha uzun sure takipli gruplar

(6rnegin, 3 ay veya 6 ay) calismaya eklenebilirdi.

Calismanin bir takim giicli yanlari da gdze carpmaktadir. Oncelikle mevcut konunun énemine
ragmen, literatiirde yayinlanmig az sayidaki galismaya katki saglamaktadir. Ozellikle tlkemiz
ve kurumumuz 6zelinde optik sinir elektron mikroskop incelemelerinin yapiimis olmasi, daha
fazla benzer teknikli arastirmaya tesvik edici olabilir. Yine ¢alismada tespit edilen bulgular,

onUimuizdeki yillarda, glokom hastalidinin takip ve tedavi stireglerine az da olsa katki sunabilir.

Sonug olarak, steroide bagl okuler hipertansiyon olusturulmus sigan modelinde, retina
katmanlarindaki hicre sayilari kontrol grubuna nazaran daha az bulunmustur. Ayrica toplam
optik sinir akson sayisi g¢alisma ve kontrol gruplarinda benzer olmasina ragmen,
dejenerasyona ugramis akson sayisi okuller hipertansiyonlu grupta daha fazla saptanmistir.
Bunlarla beraber, glokomlu ve normal gézlerde periferik retina kalinligi, optik sinir akson gapi,

akson alani ve miyelin kilif kalinhgi benzer degerlerde dl¢culmustur.
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6. SONUCLAR

1. Dort hafta boyunca glnde 4 kez deksametazon damlatilan sigcan goézlerinde okiler
hipertansiyon ortaya gikmistir.

2. Isik mikroskop yardimiyla, si¢can retinalarinda hiicre sayimi yapilabilmektedir.

3. Okdler hipertansiyon olusturulan siganlarda isik mikroskopla degerlendirilen retina kalinhg,
saglikli kontrol grubuyla benzer saptanmistir.

4. Okuler hipertansiyon olusturulan sicanlarda, retina gangliyon hiicre sayisi, saglikli kontrol
grubuna gdre daha az tespit edilmigtir.

5. Okdler hipertansiyon olusturulan sicanlarda, retina ic ve dis nikleer tabakalarin hicre
sayisl, saglikl kontrol grubuna gore daha az tespit edilmistir.

6. Elektron mikroskop yardimiyla, sican optik sinirlerinde aksonlarin kantitatif ve morfometrik
incelemesi yapilabilmektedir.

7. Elektron mikroskop incelemesi sonucunda, optik sinir akson sayilari, okuler hipertansiyonlu
sigan gozlerinde ve saglikl kontrollerde benzer bulunmustur.

8. Dejenerasyona ugramis akson orani, okller hipertansiyonlu sican goézlerinde, saglikli
gOzlere nazaran daha fazla tespit edilmistir.

9. Ortalama optik sinir akson ¢api, okller hipertansiyonlu ve saglikli sican gbzlerinde benzer
saptanmistir.

10. Ortalama optik sinir akson alani, okdler hipertansiyonlu ve saglikli sican gézlerinde benzer
saptanmistir.

11. Ortalama optik sinir akson miyelin kihf kalinhgi, okuler hipertansiyonlu ve saglikh sigan
g6zlerinde benzer saptanmistir.

12. Isik mikroskopla dlglimus retina kalinhgi ile elektron mikroskopla 6l¢iimus optik sinir akson
sayisl, dejenere akson orani, miyelin kihf kalinhgi, akson ¢api ve akson alani arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon bulunmamisgtir.

13. Isik mikroskopla olgulmus retina gangliyon hiicre sayisi ile elektron mikroskopla olgulmuas
optik sinir akson sayisi, dejenere akson orani, miyelin kilif kalinligi, akson ¢api ve akson alani
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon bulunmamistir.

14. Isik mikroskopla élgllmus retina i¢ ve dis nikleer tabakalarin hlicre sayisi ile elektron
mikroskopla 6l¢limis optik sinir akson sayisi, dejenere akson orani, miyelin kilif kalhnhgu,

akson c¢api ve akson alani arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon bulunmamistir.
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Abstract

Purpose To show alterations of retinal arteriolar
caliber (RAC), retinal venular caliber (RVC), retinal
nerve fiber layer thickness (RNFLT), peripapillary
choroidal thickness (ppCT), and central macular
thickness (CMT) in acute and chronic phases of
nonarteritic anterior ischemic optic neuropathy
(NAION).

Methods Forty-one eyes of 41 patients with NAION
were included in this retrospective study. RAC, RVC,
RNFLT, ppCT, and CMT measurements were per-
formed via spectral-domain optical coherence tomog-
raphy in the acute and chronic phases of NAION.
Results RVC, RNFLT, ppCT, and CMT were sig-
nificantly thinner in the chronic phase compared to the
acute phase (p < 0.001), whereas RAC remained
similar throughout the visits (p = 0.26). The visual
acuity difference between the acute and chronic
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phases was not correlated with the changes of RAC,
RVC, RNFLT, ppCT, or CMT.

Conclusions RVC, RNFLT, ppCT, and CMT
decreases in the chronic phase when compared to the
acute phase of NAION, whereas RAC does not change
significantly.

Keywords Ischemic optic neuropathy - Retinal
vascular caliber - Retinal nerve fiber layer - Choroidal
thickness - Macular thickness

Introduction

Ischemic optic neuropathy (ION) is the most common
acute optic neuropathy in individuals older than
50 years of age [1]. Classification of ION is done as
anterior or posterior, according to the segment of
affected optic nerve [1, 2]. Anterior ION and posterior
ION are further divided into two categories which are
arteritic (i.e., related to vasculitis) and nonarteritic
(i.e., not related to vasculitis) [1-3]. Nonarteritic
anterior ION (NAION) accounts for the most of the
ION cases [3].

NAION is manifested as sudden, painless, and
monocular vision loss accompanied by optic disk
edema [4]. Acute phase optic disk edema subsides in
approximately 8 weeks and is followed by disk pallor
and atrophy [5]. Although the exact pathogenesis of
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NAION is not fully understood, it appears to be a
multifactorial disease, mainly due to a deterioration in
the blood supply of the optic nerve head leading to
hypoperfusion and ischemia [6, 7]. Decreased cir-
cumpapillary perfusion density, reduced peripapillary
choroidal vascularity index, thinned retinal nerve fiber
layer, and decreased macular ganglion cell complex
thickness were reported in NAION in the recent years
[8-11].

In the present study, our aim was to demonstrate the
alterations of the retinal arteriolar caliber (RAC),
retinal venular caliber (RVC), retinal nerve fiber layer
(RNFL) thickness, peripapillary choroidal thickness
(ppCT), and central macular thickness (CMT) in the
acute and chronic phases of NAION. We also wanted
to test the hypothesis that age or visual acuity gain may
be associated with the amount of retina-choroidal
thickness changes. Though some information has been
identified about risk factors and clinical presentation
of NAION, much remains unclear about its patho-
physiology and treatment. The present study tries to
fill a little gap in the huge unknown areas of NAION.

Methods

Forty-one eyes of 41 patients with non-arteritic
anterior ischemic optic neuropathy (NAION) were
included in this retrospective study. The medical
records of the patients covered the time period
between the years 2015 and 2019 in a tertiary referral
center. This research was carried out in compliance
with the ethical principles set out in the Helsinki
Declaration and approved by the Institutional Ethical
Committee.

The patients had been diagnosed as NAION after
detailed ophthalmological and neurological examina-
tions. In addition, cardiovascular system, rheumatol-
ogy, and infectious disease consultations were made
for some of the patients to confirm the diagnosis. For
the present study, ophthalmological examination
records of the patients included visual acuity assess-
ment (Snellen chart), biomicroscopy, indirect oph-
thalmoscopy, intra-ocular pressure, and optical
coherence tomography (OCT) measurements. Visual
field analysis of the patients showed inferior altitudi-
nal defect or central scotoma. All of the patients had
abnormalities on color vision in the affected eyes. The
measurements were done at the acute phase (i.e.,
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edematous disk and newly onset symptoms) and
chronic phase (i.e., establishment of optic atrophy at
least 2 months from the beginning of the disease)
(Fig. 1). The treatment procedure was similar for all
patients, including intravenous methylprednisolone
followed by oral prednisone. Acetylsalicylic acid
(Aspirin®) was also prescribed. The patients had been
followed up at least 3 months. Exclusion criteria were
any history of ocular surgery other than uneventful
phacoemulsification and any ocular disease other than
mild cataract or refractive errors. Patients with giant
cell arteritis, optic neuritis, and other neurologic or
ophthalmic disorders (e.g., diabetic retinopathy,
hypertensive retinopathy, glaucoma, multiple sclero-
sis, optic disk drusen, etc.), which may affect optic
nerve, were excluded.

The retinal arteriolar caliber (RAC), retinal venular
caliber (RVC), retinal nerve fiber layer (RNFL)
thickness, peripapillary choroidal thickness (ppCT),
and central macular thickness (CMT) measurements
were performed by the help of spectral-domain optical
coherence tomography (SD-OCT, Spectralis, Heidel-
berg, Germany). Measurements of the retinal vessel
caliber (RAC and RVC) were taken using manual
caliber tools on the optic disk screen provided by the
SD-OCT software. First, superior and inferior tempo-
ral retinal arterioles and venules passing through an
area one-half to one-disk diameter from the optic disk
margin were measured. Then, the average caliber
values of superior and inferior temporal retinal vessels
were calculated for each eye. The average and
quadrantal RNFL thickness measurements were cal-
culated automatically by the SD-OCT device. The
ppCT was measured from the outer part of the hyper-
reflective line corresponding to the retinal pigment
epithelium to the inner surface of the sclera in the
peripapillary region at approximately 1.0 mm from
the nasal optic disk margin. In all relevant SD-OCT
records, the chorio-scleral interface was clearly visu-
alized. The CMT signified the mean thickness of a
1-mm-diameter circular area at the foveal center. The
ocular measurements including choroidal thickness
were taken during the same period of the day (between
10:00 and 12:00 a.m.) in order to avoid diurnal
variations.

The Statistical Package of the Social Sciences
(SPSS, version 17.0, Chicago, IL) was used for
statistical analysis. ‘p’ values lower than 0.05 were
accepted as statistically significant. Visual acuity
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Fig. 1 Optic disk images of a patient with NAION in the acute (a) and chronic (b) phases of the disease

values were converted from Snellen to logMAR for
statistical analysis. Paired samples ¢ test was used for
comparison of the parameters at acute and chronic
disease stages. The Pearson correlation analysis was
performed in order to detect associations between age,
visual acuity gain, and retina-choroidal thickness
changes. The ppCT, RAC, and RVC in both acute
and chronic phases were measured by 2 different
researchers (SA, GP). The average of their measure-
ments was recorded. The interobserver correlation for
all the 6 sets of data was > 0.90.

Results

A total of 41 patients (24 male, 17 female) was
included in this study. The mean age of the patients
was 61.2 £ 8.9 years (range 46—86 years). The mean
time period between the measurements at the acute
and chronic stages of the disease was
3.1 &+ 1.0 months (range 2-5 months). Right eyes
were affected in 18 cases (44%), and left eyes were
affected in 23 cases (56%). Pseudo-Foster Kennedy
syndrome was noticed in 13 patients (32%).

The mean visual acuity values at the acute and
chronic disease stages were 0.98 + 0.65 logMAR and
0.66 £ 0.60 logMAR, respectively (p < 0.001). At
the last visit, the visual acuity remained the same in 22
eyes (54%), increased in 17 eyes (41%), and decreased
in 2 eyes (5%). The mean intra-ocular pressure values
at the acute and chronic disease stages were

15.3 £ 2.7 mmHg and 15.0 &+ 2.9 mmHg, respec-
tively (p = 0.37).

The mean retinal arteriole caliber (RAC), retinal
venule caliber (RVC), peripapillary choroidal thick-
ness (ppCT), and central macular thickness (CMT)
measurements of the patients at the acute and chronic
stages are shown in Table 1. The RVC, ppCT, and
CMT were significantly thinner in the chronic stages
compared to the acute stage (p < 0.001), whereas
RAC remained similar throughout the visits
(p = 0.26).

The mean average peripapillary RNFL measure-
ments at the acute and chronic disease stages were
2253 &£ 72.1 pm and 71.9 £ 21.5 pum, respectively
(p < 0.001). The mean quadrantal peripapillary RNFL
thickness (i.e., inferior, superior, nasal, and temporal
quadrants) measurements of the patients in the acute

Table 1 Retinal vascular caliber, choroidal thickness, and
central macular thickness measurements of the patients with
nonarteritic anterior ischemic optic neuropathy in the acute and
chronic phases are shown

Acute phase Chronic phase P

RAC (um) 88.0 + 8.1 864 + 7.9 0.26

RVC (um) 1411 £ 170 1192+ 143 < 0.001
ppCT (um) 1780 £57.0 1623 £552  <0.001
CMT (um)  311.0 £ 783 2549 +£302  <0.001

RAC retinal arteriolar caliber, RVC retinal venular caliber,
ppCT peripapillary choroidal thickness, CMT central macular
thickness
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and chronic phases were statistically significantly
different as shown in Table 2.

The correlations of age and the retina-choroidal
thickness changes at the visits were analyzed. Age was
not found to be correlated with RAC change ( = 0.02,
p = 0.92), RVC change (r = 0.23, p = 0.15), average
RNFL thickness change (r = 0.12, p = 0.45), ppCT
change (r=0.09, p=0.59), and CMT change
(r=—0.12, p = 0.49) at the acute and chronic phases
of the disease.

The associations of visual acuity change and the
retina-choroidal thickness changes at the acute and
chronic phases were also analyzed. Visual acuity
change was not correlated with RAC change (r = 0.24,
p = 0.14), RVC change (r = — 0.10, p = 0.56), aver-
age RNFL thickness change (r =0.01, p = 0.95),
ppCT change (r=— 0.05, p =0.80), and CMT
change (r = — 0.03, p = 0.87).

Discussion

The outcomes of the present study show that the
thickness of retina and choroid is decreased in the
chronic phase compared to acute phase of NAION.
Different from previously published research, this
study showed that RVC is decreased, whereas RAC
remained similar in the course of time. In addition, age
was not found to be associated with the degree of
retina-choroidal thickness alteration between the two
visits. Another new finding was that visual acuity
difference between the acute and chronic phases was
not correlated with RAC change, RVC change,
average RNFL change, ppCT change, or CMT change.
Also, choroidal thickness change between acute and
chronic phases of the disease was firstly evaluated in
the present study.

The SD-OCT is a useful tool for monitoring RNFL
thickness alterations following NAION. The thinning
of RNFL after several months from the onset of
NAION is shown in several studies [12-14]. In
chronic stage of NAION, peripapillary RNFL atrophy
is usually seen in all quadrants, but in some cases
specific quadrantal RNFL damage could be seen
[14-16]. In the present study, all RNFL quadrants
were atrophic at the chronic stage, but were consistent
with the ISNT rule. In the acute phase, superior
quadrant RNFL edema was more marked, which was
consistent with the inferior altitudinal visual field
defect commonly seen in NAION.

In this study, the enlarged retinal venules observed
in the acute phase of NAION might be due to
constriction of central retinal vein by edematous optic
disk. Since arteries are more resistant to compression
compared to veins, caliber alteration of retinal arteri-
oles throughout resolution was not observed in the
present study. Remond et al. reported that acute
NAION is associated with enlargement of both retinal
arterioles and venules, while resolution NAION
yielded normalization of those values [17]. As
expected in most before-after studies, we did not use
a control group in this study, since confounding factors
(i.e., systemic hypertension, diabetes, etc.) might
affect retinal vessel calibers in different individuals.

Several studies reported that mean ppCT was
greater in NAION eyes compared to control group
[18-21]. They suggested that a thicker choroid was not
the effect, but the cause of NAION [18-21]. They
hypothesized that a thick choroid may constrict optic
nerve and its vessels [20, 21]. In addition to those
published outcomes, we found that acute phase
NAION is associated with thicker choroid compared
to chronic phase. In contrast to those suggestions, one
might think that thicker choroid is a compensatory

Table 2 Segmental peripapillary RNFL thickness (inferior, superior, nasal, and temporal quadrants) measurements of the patients
with nonarteritic anterior ischemic optic neuropathy in the acute and chronic phases are shown

Acute phase Chronic phase D
Inferior quadrant (um) 253.8 £ 94.6 100.6 + 37.3 < 0.001
Superior quadrant (pm) 261.9 £ 96.1 81.8 + 31.0 < 0.001
Nasal quadrant (pm) 174.0 + 80.5 579 £ 21.3 < 0.001
Temporal quadrant (pm) 210.1 £ 1232 47.5 + 16.6 < 0.001

RNFL retinal nerve fiber layer
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mechanism in the acute phase of the disease according
to the outcomes of the present study.

Macular edema can accompany NAION [22, 23].
Type of macular edema seen in NAION is usually
subretinal fluid accumulation. In parallel to our
outcomes, it was reported that submacular fluid is
resorbed in the chronic phase of NAION [22, 23].
Since vision loss in NAION is due to optic nerve
axonal ischemia, resolution of macular edema in the
chronic phase was not found to be associated with
visual acuity gain in the present study.

The present study has some limitations. Since it is a
retrospective study, it has inferior level of evidence
compared to prospective studies. Measurements with
OCT angiography might improve the study, but our
clinic did not have this device. The lack of correlation
of the visual field tests with the SD-OCT measure-
ments was another limitation, since our archive
records of visual field analysis only included types
of scotomas (i.e., inferior altitudinal defect, central
scotoma).

In conclusion, the RVC, RNFL thickness, ppCT,
and CMT decreased in the chronic phase when
compared to acute phase of NAION, whereas RAC
did not change significantly. Visual acuity change was
not associated with the amount of retina-choroidal
thickness reduction from the acute phase to the chronic
phase (in approximately 3 months). Those outcomes
may be helpful for determining the timing and type of
future therapeutic approach in NAION. Future studies
having larger sample size and longer follow-up times
should be needed to confirm the outcomes of the
present research.
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