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Amag: Retinal ven okllizyonu ile iligkili retina hasarinda nérodejenerasyonun rol oynadigi
gosterilmistir. Resveratrol ndroprotektif etkileri dokimente edilmis olan bir polifenoldur.
Bu calismada sigan retinal ven okliizyonu modelinde resveratrolin néroprotektif etkisinin
arastiriimasi planlanmistir.
Metod: Calismada Wistar albino si¢canlarin gozleri kullanildi. Siganlarin sag gozlerinde
lazer (532nm yesil lazer, Iridex 1Q532, Iridex corp., Mountain View, CA, USA) ile retinal
ven okliizyonu olusturuldu. Lazerden 6nce 20mg/kg fotosensitizan Rose-Bengal boyasi
intraperitoneal uygulandi. Sol gozlere lazer yapilmadi ve lazer uygulanan sag gozlerin
kontrol grubu olarak kullanildi. Si¢anlarin yarisina néroprotektif ajan olarak 14 gun
boyunca %3 etanol icinde ¢ézindurllerek 40mg/kg resveratrol gavaj ile verildi.
Sicanlarin gozleri 4 gruba ayrilarak degerlendirildi: Resveratrol verilen grupta sag
gb6zler lazer+resveratrol grubunu, lazer uygulanmamis sol gézleri resveratrol grubunu
olusturdu. Resveratrol verilmeyen grupta sag gdzler lazer grubunu, sol gézler kontrol
grubunu meydana getirdi. On dort glin sonunda siganlar sakrifiye edilerek retina
izolasyonu yapildi. Retina érneklerinde gangliyon hiicre sagkaliminin degerlendiriimesi
icin Brn3a mRNA seviyesi ger¢cek-zamanli PCR ile dl¢lldi. Brn3a ekspresyonunun
protein duzeyinde gdsteriimesi icin Western-Blot analizi yapildi.
Bulgular: Kontrol, resveratrol, lazer ve lazer+resveratrol gruplarina ait retina doku
orneklerinde Brn3a ekspresyon dizeyleri sirasiyla 1.062968647+0.355429593,
0.683676202+0.238218336, 1.098342833+0.322410268 ve 0.954085+0.431687
saptandi. Kontrol ile lazer, kontrol ile lazer+resveratrol ve lazer ile lazer+resveratrol
gruplarinda p degerleri sirasi ile p=0.46, p=0.26 ve p=0.37 olarak bulundu. Western-Blot
analizlerinde internal kontrol olarak kullanilan B- aktin proteinine ait bant gézlendi ancak
Brn3a proteinine ait bant izlenmed..
Sonug: Calismada gruplar arasinda Brn3a mRNA ekspresyon duzeyinde anlamli
farkhhk goériimedi. Resveratrol verilen grupta lazer yapilmayan gézlerde Brn3a mRNA
ekspresyon duzeyinde kontrol grubuna gére anlamli olmayan bir diisls izlendi. Retina
orneklerinde Western-Blot analizi ile Brn3a ekspresyonu saptanamadi.
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ABSTRACT

THE NEUROPROTECTIVE EFFECT OF RESVERATROL IN THE RAT RETINAL
VEIN OCCLUSION MODEL

CETIN, Ebru Nevin
PhD Thesis in Neuroscience
Supervisor: Prof. Dr. Esat ADIGUZEL
July 2023, 51 Pages

Objective: Neurodegeneration has been shown to play a role in retinal damage
associated with retinal vein occlusion. Resveratrol is a polyphenol with documented
neuroprotective effects. In this study, it was planned to investigate the neuroprotective
effect of resveratrol in the rat retinal vein occlusion model.

Method: The eyes of Wistar albino rats were used in the study. Retinal vein occlusion
was created in the right eyes of rats with laser (532nm green laser, Iridex 1Q532, Iridex
corp., Mountain View, CA, USA). Before the laser, 20mg/kg photosensitizing Rose-
Bengal dye was applied intraperitoneally. The left eyes were not lasered, and the
lasered right eyes were used as the control group. Half of the rats were given 40mg/kg
resveratrol by gavage, dissolved in 3% ethanol for 14 days as a neuroprotective agent.
The eyes of the rats were divided into 4 groups: In the resveratrol group, the right eyes
formed the laser + resveratrol group, and the left eyes that did not receive the laser
formed the resveratrol group. In the group without resveratrol, the right eyes formed the
laser group, and the left eyes formed the control group.

At the end of fourteen days, the rats were sacrificed and retinal isolation was
performed. To assess ganglion cell survival in retinal samples, the level of Brn3a
MRNA was measured by real-time PCR. Western-Blot analysis was performed to show
the expression of Brn3a at the protein level.

Results: Brn3a expression levels in retinal tissue samples of control, resveratrol, laser
and laser+resveratrol groups were 1.062968647+0.355429593,
0.683676202+0.238218336, 1.098342833+0.322410268 and 0.954085+0.431687,
respectively. P values were found as p=0.46, p=0.26 and p=0.37 in control and laser,
control and laser+ resveratrol, and laser and laser+resveratrol groups, respectively. In
Western-blot analyses, a band of $-actin protein used as internal control was observed,
but no band of Brn3a protein was observed.

Conclusion: There was no significant difference in Brn3a mRNA expression level
between the groups in the study. A non-significant decrease was observed in the
expression level of Brn3a mRNA in the resveratrol-treated group in the eyes that did
not undergo laser treatment compared to the control group. Brn3a expression could not
be detected in retinal samples by Western-Blot analysis.

Key words: retina, resveratrol, retinal vein occlusion, neuroprotection, Brn3a
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1. GIRIS

Go6z organi anatomik olarak 6n ve arka segment olarak iki baslikta incelenebilir.
On segment duvarini tek basina kornea olustururken, arka segment duvari ise birbiri ile
yakin temasta olan ve icten disa retina, koroid ve sklera olarak isimlendirilen Ug¢
tabakanin toplamindan olusmaktadir. Retina, géziun arka segmentinde yer alan sinir
tabakasidir. Kanlanmasi arterler (atardamar) ve venler (toplardamar) ile saglanmaktadir
(inan 2014).

Retinal venlerin titkanmasi durumunda retinal ven oklizyonu (RVO) isimli bir
hastalik tablosu olugsmaktadir. RVO, kalici gérme kaybi ile sonuglanabilen bir retinal
damar hastaligi olup, %0.1-2 arasinda degisen bir insidansa sahiptir (Laouri vd 2011).
RVOQO’nun, santral retinal ven oklizyonu (SRVO) veya retinal ven dal oklizyonu (RVDO)

adh alt tipleri mevcuttur.

RVO iligkili hasar patogenezinde temel bulgulardan biri iskemidir. Retinal
iskemiden sonra retinal pigment epiteli, glial hicreler, vaskiler endotelial hiicre gibi
bircok hlicreden vaskuler endoteliyal bliylime faktéra (VEBF) ekspresyonu oldugu ve
bunun endotelyal proliferasyonu uyardigi gosterilmistir (Aiello vd 1995). RVO olgularinin
akoz ve vitreus orneklerinde VEBF ve VEBF disi bazi sitokinlerin de kontrol gruplarina
goOre daha yuksek seviyede oldugu saptanmistir (Lim 2011, Noma vd 2013, Pfister vd
2013).

Tum bu patolojik suregler, RVO’'unda goérme bozuklugunun baslica sebepleri
olan, makular 6dem, hemorajiler ve neovaskularizasyonun gelismesine yol agmaktadir.
RVO tedavisine amag bu ikincil komplikasyonlarla micadele etmektir. RVO olgularinda
artmis VEBF ekspresyonunun goésterilmesinden sonra intravitreal (gdzigi/vitreus ici) anti-
VEBF ajanlarin tedavide kullanimi baslamistir ve ginimizde RVO’nun altin standart
tedavisi olarak kabul edilmektedir (Schmidt-Erfurth vd 2019).



Bir bagka tedavi modalitesi de intravitreal deksametazon steroid implantidir.
Steroidler VEBF ekspresyonunu, vyolaklarini ve sitokinleri azaltarak, vaskuler
permeabilitede ve sonugta makuler 6demde gerileme saglamaktadir (Schmidt-Erfurth vd
2019).

Elde edilen tim gelismelere ragmen, RVO olgularinda intravitreal anti-VEBF ve
steroid implant tedaviler tim beklentileri karsilamamaktadir. Tedavi ile 6demi regrese
olan hastalarda dahi néronal kayip ve nérodejeneratif degisiklikler gértilmektedir (Brar
vd 2019). Bu hastalarda tedaviden sonra devam eden gérme kayiplari, RVO ile iligkili
patolojik sureclerin daha iyi incelenmesi ihtiyacini dogurmustur. Glincel tedavide surekli
enjeksiyon ve izlem ihtiyaci, tekrarlayan enjeksiyon uygulamasinin getirdigi tibbi riskler,
dizenli tedaviye ragmen goérme kazanimlarinin sinirl olmasi RVO olgularinda
destekleyici ek tedavi ihtiyaclarini ortaya c¢ikarmaktadir (Fekrat vd 2010). Tim bu
karsilanmamis ihtiyaglar nedeniyle RVO’nda anti-VEBF ve steroid implantlari disinda bir

alternatif ya da adjuvan tedavi arayiglari sirmektedir.

Resveratrol (RSV) fistik, yaban mersini ve Gzim gibi birgok gidada dogal olarak
bulunan bir polifenoldir (Meng vd 2020). RSV’un anti-oksidan, anti-inflamatuar,
noroprotektif 6zellikleri oldugu ¢esitli galismalarda goésterilmistir (Pirhan vd 2016, Luo vd
2018, Chen vd 2019, Dou vd 2019, Galiniak vd 2019, Cao vd 2020, Deng vd 2020, Meng
vd 2020). RSV’un iskemi-reperflizyon ile iligkili retinal gangliyon htcresi (RGH)
hasarindaki néroprotektif etkisi bircok calismada ele alinmistir. Deneysel glokom
modellerinde intraperitoneal ve intravitreal uygulamasinin RGH kaybini azalttigi ve
retinal batanlGgu korudugunu goésterilmistir (Pirhan vd 2016, Luo vd 2018, Cao vd 2020).
Deneysel diyabet (seker hastaligi) modelinde, intravitreal RSV tedavisi ile retinal
vaskuler gecirgenlikte yaklasik %50 azalma, anjiojenik faktér olan VEBF degerlerinde ve
apoptotik gdsterge olan retinal terminal deoksinukleitidil transferaz dUTP nick end

labeling (TUNEL) pozitif hiicrelerde azalma gdsterilmistir (Chen vd 2019).

1.1 Amag

Literatirde deneysel RVO modellerinde ya da RVO saptanmis olgularda RSV’un

etkisini inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir. Calismamizdaki amacimiz sigan RVO

modelinde RSV’un ndroprotektif etkisinin arastiriimasidir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1.Retina Anatomisi

Retina, embriyolojik olarak noéroektodermden gelismektedir.  Go6z duvar
tabakalarinin en i¢ kismi olan retina, sinir tabakasini olusturmaktadir. Retinanin disinda
yogun damarsal yapisi ile koroid, onun da disinda fibréz koruyucu tabaka olan sklera yer
alir. Retinanin tabakalar distan ice dogru 10 tabaka olarak ifade edilebilir (inan 2014,
Salmon 2019):

. Retina pigment epiteli

. Fotoreseptor tabakasi

. Dig limitan membran

. Dis nikleer tabaka

. Dis pleksiform tabaka

. i¢ nlikleer tabaka

. i¢ pleksiform tabaka

. Gangliyon hicre tabakasi

. Sinir lifi tabakasi
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0. i¢c limitan membran

Makula, arka kutupta, retinal temporal damar arklari arasinda kalan yaklasik 5-
6mm c¢apinda olan alandir. Gérme alaninin santral 15-20 derecelik alanini
karsilamaktadir ve retinanin en yuksek gorme keskinligine sahip bolgesidir. Makula, sari
renkli ksantofil pigmentleri olan lutein ve ksantofilden zengindir ve makula lutea adini
buradan almaktadir (Salmon 2019).

Makulanin santraline fovea adi verilen 1.5mm ¢apinda bir alan bulunmaktadir. Bu
alanin santralinde de foveola adli 0.35mm c¢apinda bir ¢oklntli mevcuttur. Foveola
retinanin en ince kismidir ve burada sadece kon fotoreseptdr hicreleri ve Miller

hicreleri bulunur. Retinal gangliyon hicreleri retinanin i¢ kisminda bulunurlar ve gérme



yolunun 2. néronlaridirlar. Periferden makulaya dogru gangliyon tabaka sayisi artar,
foveaya dogru tekrar azalir ve foveada tamamen kaybolur. Gangliyon hucreleri

multipolar hiicrelerdir. Bipolar hiicreler ile sinaps yapar (inan 2014, Salmon 2019).

Retinal perfuzyon santral retinal arter, kapillerler, santral retinal ven ve
koryokapillaris ile saglanir. Santral retinal arter globun yaklagsik 1cm arkasindan optik
sinire girer ve retina igerisinde perifere dogru arteriollere déntsur. Arterin en i¢ tabakasi
intimadir. Kollajen Gzerinde tek tabaka endotelden olusmaktadir. icten disa dogru intima,
internal elastik lamina, diz kas iceren media ve gevsek bag doku iceren adventisya
bulunmaktadir. Arteriol duvarinda ise arterden farkli olarak, internal elastik lamina
devamlilik gostermemektedir. Arterioller kapiller damarlar olarak devam etmektedir.
Retinanin i¢ 2/3 kismi kapiller damarlardan, dis 1/3 kismi ise koryokapillaristen perflize
olmaktadir. Retinal kapiller damarlarin i¢ tarafta gangliyon tabakasinda, dista ise i¢
nikleer tabakada bir damar agi olusturmaktadir. Fovea ve arteriollerin etrafi ise
kapillerden yoksun (capillary-free) alanlardir. Kapiller damarlarda elastik lif ve diz kas
bulunmaz. icte endotel hiicresi, ortada bazal membran ve en dista da kontraktilite dzelligi
olan perisitler yer alir. Kapiller damarlardaki kan retinal venillere drene olur. Vendiller
santrale gittikce vene donUsirler. Baylk venuller diz kas igerirler, kiigik vendllerin
yapisi ise kapillerler benzer ancak daha genigtirler. Venler ise az miktarda diz kas ve
elastik doku igerirler ve santral retinal vene donlserek optik disk igerisinde globdan ayrilir
(Salmon 2019).

2.2. Sican Retinasi

Sican retinasi da insan retinasina benzer sekilde 10 tabakadan olusur. Bu
tabakalar, igten diga dogru, i¢ limitan membran, sinir lifi tabakasi, gangliyon hicre
tabakasi, i¢ pleksiform tabaka, i¢ nikleer tabaka, dis pleksiform tabaka, dis nukleer
tabaka, dig limitan membran fotoreseptdr tabakasi ve pigment epiteli olarak
siralanmaktadir (Maynard ve Downes 2019). Sigan retinasinda insan retinasina nazaran
daha az koni hicresi tipi mevcuttur (Levere 1978). Gangliyon hucre aksonlarindan
olusan optik sinir, sicanda yaklasik 0.11 milyon akson icerirken insanda ise yaklasik 1.2
milyon akson icermektedir (Pazos vd 2015). Sicanda optik sinir, gbz kuresinin arka
kisminda sklera acikhgindan ciktiktan sonra intraorbital alandan gegip kiazmaya
ulasmaktadir. Kiazmada her iki gbézden gelen optik sinir aksonlarinin yaklasik %90"

caprazlasir ve %10'u da ipsilateral olarak optik traktus icinde seyreder (Levere 1978).



Optik traktustaki aksonlarin bir kismi pretektal alanda, bir kismi da talamusun lateral

genikulat nukleusunda sonlanir (Levere 1978).
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Sekil 1 Sican retinasinin optik koherens tomografi kesit gérinttsu

2.3. Retinal Ven Okliizyonunda Klinik Bulgular

RVO sik gorllen bir retinal damar hastaligi olup, %0.1-2 arasinda degisen bir
insidansi1 mevcuttur. Gorme seviyesi genellikle 0.1 ile 0.5 arasinda degismektedir (Laouri
vd 2011). En dnemli risk faktorleri ileri yas ve hipertansiyondur. Hastalarin yarisindan
fazlasi 65 yas Ustudir. Hipertansiyon ise geng yas RVO hastalarinda da yaklasik %25
oraninda bulunmaktadir, dzellikle RVDO igin énemli bir risk faktéradar. Hiperlipidemi,
diabetes mellitus, glokom, oral kontraseptif kullanimi, sigara ve hematolojik protrombotik
hastaliklar RVO ile iligkili diger risk faktorleridir (Salmon 2019).

SRVO’nin, ayni bag dokuyu paylastigi komsu arterdeki sklerotik degisiklikler
sonucunda santral retinal vene basi olmasi nedeniyle ortaya ¢iktigi distunilmektedir.
Basi nedeniyle hemodinamik denge degismekte ve trombus ortaya cikmaktadir.
RVDO’nda ise arteriovendz ¢aprazlasma bolgelerinde Ustten gegen arterin vene yaptigi
basi sorumlu tutulmaktadir (Salmon 2019, Schmidt-Erfurth vd 2019).

Hematolojik protrombotik faktorlerin varligi, aterosklerotik yapinin etkilerini
guclendirmektedir. RVO klinik bulgulari igerisinde makular 6dem, hemorajiler ve
neovaskularizasyon bulunmaktadir. Bu bulgular, RVO ile iligkili gdrme bozuklugunun

baslica sebepleridir.



2.4. Retinal Ven Okliizyonunda Patogenez

2.4.1. Retinal ven okliizyonunda iskemi ve inflamasyon

RVO iligkili hasar patogenezinde temel bulgulardan biri iskemidir. Retinal
iskemiden sonra retinal pigment epiteli, glial hlcreler, vaskiler endotelial hiicre gibi
bircok hlicreden vaskiler endoteliyal blyime faktori (VEBF) ekspresyonu oldugu ve
bunun endotelyal proliferasyonu uyardidi gésterilmistir (Aiello vd 1995). RVO olgularinin
akoz ve vitreus orneklerinde VEBF ve VEBF disi bazi sitokinlerin de kontrol gruplarina
goére daha yiksek seviyede oldugu saptanmistir (Lim 2011, Noma vd 2013, Pfister vd
2013).

Lim vd (2011) RVDO olgularinin akéz o6rneklerinde interlokin (IL) analizi
yapmiglar, IL-6, IL-8 ve monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) seviyesini kontrol
grubuna gére yuksek bulmuslardir. Funk vd (2009) SRVO olan hastalarinin ak6éz
orneklerinde VEGF, IL-6, IL-8, IP-10, MCP-1, ve PDGF-AA konsantrasyonlarinda,
RVDO’da ise IL-1alfada kontrol grubuna gére anlamli artis saptamislardir. Noma vd
(2008) ise RVO’nda ako6z ve vitreus IL-6 ve VEBF dizeylerinin, retinal non-perflizyon
alanlari ve makuler 6dem miktari ile korele oldugunu gostermistir. Kaneda vd (2011)
RVDO ile basta IL-8 olmak Uzere birgok interldkin seviyesi arasinda anlamli bir iligki
saptamis, 6zellikle IL-8 seviyesi, gdbrme keskinligi, makula 6dem miktari ve non-perfiize

alan ile iligkili bulunmustur.

RVDO’unda inflamasyonu degerlendiren birka¢ ¢alismada da IL-6, MCP-1 ve
VEBF’in anlaml yuksekligi dikkat cekmektedir (Koss vd 2012, Noma vd 2013, Pfister vd
2013, Shchuko vd 2015). RVO olgularinda sitokinlerin degerlendirildigi 4644 g6z verisini
iceren bir metaanalizde, ak6z ve vitreus drneklerinde IL-6, IL-8, MCP-1, VEGF seviyeleri

kontrol grubuna goére yuksek saptanmigtir (Minaker vd 2020).

Tdm bu bulgular, RVO olgularinda intraokuler inflamasyonun patogenezde

onemli bir rolu oldugunu gostermektedir.



2.4.2. Retinal ven okliizyonunda_nérodejenerasyon

RVO, temelde iskemik bir tablodur. Deneysel ¢calismalarda, retinal venin 2-3 gun
icinde cogunlukla rekanalize oldugu ancak rekanalizasyona ragmen mikrovaskiler
degisikliklerin ve kapiller tikanikhidin sebat ettigi bildirilmigtir (Genevois vd 2004, Zhang
vd 2008, Sun vd 2013). iskemi nedeniyle néronlara akut/kronik veri girisinin azalmasinin
apoptotik bir mekanizmayi tetikleyebilecegi de ileri surlilmektedir (Alshareef ve
Chhablani 2016). Sican RVDO modelinde apoptozis degerlendiriimesinde néronal
hicrelerde TUNEL pozitifligi saptanmistir (Avrutsky vd 2020). Benzer sekilde, domuz
g6zinde yapilan deneysel RVDO modelinde, gangliyon hiicre ve i¢ nikleer tabakadaki
TUNEL pozitif hicrelerin 6zellikle RVO sonrasi 2. gliinde daha fazla oldugu izlenmistir
(McAllister vd 2018). RVO dogal seyrinin degerlendirildigi bir deneysel ¢alismada, 14.
glinden itibaren ciddi RGH kaybi oldugu gosterilmistir (Alshareef vd 2016).

Tedavi almamig RVDO olgularina bakildiginda, makuler gangliyon hucre-i¢
pleksiform ve retina sinir lifi tabakalarinda hastalarin diger gozlerine ve saglkli
kontrollere gore anlaml azalma izlenmigtir (Alshareef vd 2016). Makuler 6dem
rezolusyonu sonrasinda optik koherens tomografi anjiografi ile degerlendirilien RVDO
olgularinda, foveal avaskller zonda irregularite ve genigleme, gangliyon hucre
tabakasinda incelme, damar dansitesinde azalma saptanmis, retinal incelmenin
RVO’nin nodrodejeneratif sekeli oldugu ileri surtlmagstir (Brar vd 2019). Butun bu

bulgular, RVO’nda ndrodejeneratif degdisiklikleri géstermektedir.

2.5. Brain-specific homeobox/POU Domain Protein 3A

Brain-specific homeobox/POU domain protein 3A (Brn3a), POU alani
transkripsiyon faktdrlerinden olan Brn3 ailesinin bir Gyesidir. Brn3 ailesinin, rodent RGH
gelisimi sirasinda farkllasma, hayatta kalma ve aksonal elongasyonda énemli roller
oynadi§i gosterilmistir. Ozellikle Brn3a, in vitro sigan retina kiltirinde RGH'ni
tanimlamak i¢in kullaniimistir ve  RGH sagkalimini géstermek igin sik kullanilan
indikatérlerden biridir (Nadal-Nicolas vd 2009). Ote yandan melanopsin eksprese eden
RGH isaretlemede kullanilamadigi ve kabaca RGH populasyonun %80’ini gdstermede
basaril oldugu kaydedilmistir (Nadal-Nicolas vd 2009, Masin vd 2021).



2.6. Retinal Ven Okliizyonunda Tedavi

RVO olgularinda artmis VEBF ekspresyonunun gdésteriimesinden sonra
intravitreal (gozigi/vitreus igi) anti-VEBF ajanlar tedavide kullaniimigtir ve ginimuzde
RVO’nin altin standart tedavisi olarak kabul edilmektedir (Schmidt-Erfurth vd 2019). Bir
baska tedavi modalitesi de intravitreal deksametazon steroid implantidir. Steroidler
VEBF ekspresyonunu, yolaklarini ve sitokinleri azaltarak, vaskiler permeabilitede ve

sonucgta makuler 6demde gerileme saglamaktadir (Schmidt-Erfurth vd 2019).

intravitreal anti-VEBF ve steroid implant tedaviler, RVO olgularinda tim
beklentileri karsilamamaktadir. Tedavi ile 6demi regrese olan hastalarda dahi néronal
kayip ve nérodejeneratif degisiklikler gortlmektedir (Brar vd 2019). Anti-VEBF tedavinin
prensipleri geregi 6nce 3 ay boyunca aylik goz ici enjeksiyon, sonra tedavi protokollerine
gore degismekle birlikte her ay, ihtiya¢ oldukga ya da tedavi et uzat rejimi kapsaminda
enjeksiyon aralari acgilarak enjeksiyonlara yillarca devam edilmektedir. RVO igin anti-
VEBF uygulanan hastalarin 5 yillik izleminin degerlendirildigi bir gercek yasam
¢alismasinda 0.5 ve Ustl gérmeye ulasan hasta orani %65, gérme keskinliginde 3 sira
artis kazanan hasta orani ise %22’dir. Enjeksiyon sayisinda 2 yil ile 5 yil izlem arasinda
bir azalma olmadigi, enjeksiyona devam edildikge gdérmenin ancak korunabildigi
gOsterilmistir (Spooner vd 2019). Cogunlukla aylik izlem ihtiyaci ve yilda 4 ile 12 arasi
degisebilen enjeksiyon gereksinimi, bu hastalarda anksiyete basta olmak Uzere
sekonder tibbi problemlere ve ekonomik sonuglara yol agmaktadir (Fekrat vd 2010,
Sufier vd 2014, Kayik¢ioglu vd 2017, Berger vd 2019). Steroid implantlarin uygulama
araliklari daha genistir ancak bu tedavinin de artmis goz i¢i basinci, katarakt ve g6z igi
enfeksiyon riskleri bulunmaktadir (Schmidt-Erfurth vd 2019).

2.7. Kargilanmamus ihtiyaglar

Elde edilen tim gelismelere ragmen, intravitreal anti-VEBF ve steroid implant
tedaviler, RVO olgularinda tum beklentileri karsilamamaktadir. Tedavi ile 6demi regrese
olan hastalarda dahi néronal kayip ve nérodejeneratif degisiklikler gorulmektedir. Bu
hastalarda tedaviden sonra devam eden goérme kayiplari, RVO ile iligkili patolojik
sureglerin daha iyi incelenmesi ihtiyacini dogurmustur. Gincel tedavide surekli
enjeksiyon ve izlem ihtiyacl, tekrarlayan enjeksiyon uygulamasinin getirdigi tibbi riskler,
dizenli tedaviye ragmen g6érme kazanimlarinin sinirh olmasi RVO olgularinda

destekleyici ek tedavi ihtiyaglarini ortaya c¢ikarmaktadir. Sirekli tedavi ve izlem



gereksinimi, hekimler ve saglik kuruluglari igin agir bir is yukina beraberinde getirmekte,
ayrica saglik harcamalari anlaminda ciddi bir bltge ihtiyacini isaret etmektedir (Fekrat
vd 2010). Tum bu kargilanmamis ihtiyaglar nedeniyle RVO’nda anti-VEBF ve steroid
implantlari diginda bir alternatif ya da adjuvan tedavi arayiglari sirmektedir. Alternatif ya
da adjuvan tedavi arayisinda, RVO patogenezinde rolt goésterilmis olan belli faktorler
terapotik hedef olarak 6nem kazanmaktadir. Bu faktorlerin 6nde gelenleri inflamasyon

ve ndrodejenerasyondur.

2.8. Resveratrol

Resveratrol (RSV) fistik, yaban mersini ve Gzim gibi bircok gidada dogal olarak
bulunan bir polifenoldir (Meng vd 2020). RSV’'un anti-oksidan, anti-inflamatuar,
noroprotektif 6zellikleri oldugu cesitli calismalarda gosterilmistir (Pirhan vd 2016, Luo vd
2018, Chen vd 2019, Dou vd 2019, Galiniak vd 2019, Cao vd 2020, Deng vd 2020, Meng
vd 2020). RSV'un Ozellikle gbézde iskemi-reperfliizyon ile iligkili RGH hasarindaki
ndroprotektif etkisi birgok ¢alismada ele alinmistir (Pirhan vd 2016, Luo vd 2018, Cao vd
2020). Deneysel glokom modellerinde intraperitoneal ve intravitreal uygulamasinin RGH
kaybini azalttigi, siklooksijenaz-2 (COX-2) ve induklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS)
ekspresyonunu azalttigini, retinal butinligld korudugunu ve RGH kaybini azalttigi
gOsterilmistir (Pirhan vd 2016, Luo vd 2018, Cao vd 2020, Deng vd 2020). Bu durumun
RGH'nde Sirt-1 ekspresyonunun artmasi, reaktif oksijen molekllli ve asetil-p53
ekspresyonunun azalmasi; Muller hucrelerinde beyin kdkenli norotrofik faktor (brain-
derived neurotrophic factor, BDNF), RGH’'nde tropomyozin reseptdr kinaz B (TrkB)
ekspresyonunun artmasi sonucu ortaya gikan gugclu sitoprotektif etki ile gerceklestigi ileri
surdlmastir (Cao vd 2020). Deneysel diyabet modelinde, intravitreal RSV tedauvisi ile
retinal vaskuler gecirgenlikte yaklasik %50 azalma, anjiojenik faktér olan VEBF ve
apoptotik gésterge olan retinal TUNEL-pozitif hiicrelerde azalma gdsterilmistir (Chen vd
2019).

2.9. Galigmanin Hipotezi

Literatlrdeki veriler RVO’nda retinada inflamatuar, apoptotik, anjiojenik ve
nérodejeneratif degisikliklerin oldugunu géstermektedir. RSV, anti-oksidan, anti-

inflamatuar ve noéroprotektif dzellikleri oldugu cesitli calismalarda gdsterilmis olan bir
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polifenolddr. Calismadaki hipotezimiz, deneysel sican RVO modelinde RSV’'un RGH
koruyucu etkisi oldugudur.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Deney Protokoli

Girisimsel ve prospektif 6zellikte olan bu calismaya deneysel arastirmalar etik
kurul izni (PAUHDEK-2020/28 no’lu ¢alisma, 10/09/2020 tarih ve 05 sayili toplanti)
alinmasini takiben baslandi. Deneysel ¢alismada Wistar albino, 250-350g araliinda 6-
9 aylik disi siganlar kullanildi. Her sigana standart ad libitum olarak su ve pelet tipte
yemlenme (hayvanin énlnde surekli su ve yem bulundurulup ihtiyaci kadar ve istedigi
zaman beslenme) saglandi. Hayvanlar ortalama 21°C i1si ve % 55 nem ortaminda, ilik
ve temiz hava bulunan barinaklarda tutuldu. Barinaklarda normal gece ve gunduz

dongusi (12 saat gece, 12 saat glindiiz) olusturuldu.

3.2. Calisma Grubunda Retinal Venlerde Lazer ile Tikaniklik Olusturulmasi

Sag ve sol gdzler ayri grup gibi degerlendirilerek hayvan sayisi disuk tutulmaya
¢alisildi. Calismada siganlarin sadece sag gézinde lazer ile RVDO meydana getirildi,

sol gozler ise o grubun kontroll olarak kabul edildi.

Pupil dilatasyonu %1 tropikamid ve %2.5 fenilefrin ile saglandi. Anestezi
100mg/kg intramuskuler ketamin ve 5mg/kg intramuskuler ksilazin ile saglandi. Lazerden
Oonce 20mg/kg olacak sekilde serum fizyolojik ile hazirlanan Rose-Bengal (Sigma-
Aldrich) boyasi intraperitoneal uygulandi. Lazer ile RVDO olugtururken 78D mercek
(Volk lens, USA) ile 532nm yesil lazer (Iridex 1Q532, Iridex corp., Mountain View, CA,
USA) kullanildi. Siganlarin sadece sag goézlerine Ust kadrandaki venler tzerine, diskten
yaklagsik 1 disk mesafesi uzaklikta gu¢ 100-150mw, spot buyukligu 100-200um,
maruziyet siresi 750msn-1sn olacak sekilde, kan akimini engelleyecek beyazlasma
gorilinceye kadar lazer atis yapildi. TUm venlerde damar distalinde genisleme izlendi.

Sol gbézlere lazer uygulanmadi.
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RSV verilmeyen grupta lazerli sag goézler L grubunu olusturdu. Lazer yapilmayan sol
gozler kontrol grubunu (K grubu) meydana getirdi. RSV verilen grupta lazerli sag gozler

LR grubunu olusturdu. Lazer yapilmayan sol gézler ise R grubunu meydana getirdi.

3.3. Resveratrol Uygulamasi

RSV uygulamasina lazer ile ven okllizyonu gerceklestirimesinden hemen sonra
baslandi. Olasi bir problemle karsilasma durumunda si¢can kaybini engellemek ve ¢6zim
Uretebilmek icin ilk uygulama 3 sicana yapildi. Uygulamada RVDO olusturulduktan
hemen sonra, anestezi etkisi devam ederken, %25 etanol igcinde 30 mg/kg RSV
(Resveratrol, Sigma-Aldrich) intraperitoneal olarak verildi. Uygulama sonrasi siganlarin
O6lmesi Uzerine metodolojide degisiklik yapildi (sicanlarin élimune iliskin detayl bilgi

bulgular kisminda verildi).

Calismanin devaminda ikinci gruba 14 gin boyunca RSV %3 etanol icinde
cbzundurulerek 40mg/kg olacak sekilde, anestezi etkisinin bitmesini takiben gavaj ile
verildi. RSV her gln taze olarak hazirlandi ve gavaj ile verilecegi lokasyona isiktan

korunarak tasindi.

3.4. Fundus goriintilleme ve Anjiografi

Fundus gdéruntileme 20D ve 30D lens ile indirekt oftalmoskopi kullanilarak
gercgeklestirildi. Goruntlu kaydi 30D lens yardimiyla akillh telefon kamerasi ve kornea
Uzerine viskoelastik jel uygulanarak kontakt makula lensi ile gérinta alindi. Anjiografi igin
%10 floresein maddesi 0.2cc intraperitoneal olarak verildi. Uygulama sonrasi 15.dk’da

g6rinta alindr.

3.5. Sakrifikasyon, Eniikleasyon ve Retina izolasyonu

Derin anestezi altinda servikal dislokasyonla sakrifikasyon gerceklestiriimesini
takiben penset ve makas yardimi ile entkleasyon yapildi. Bulbus okuli (veya géz klresi)
histolojik kesit icin %4 paraformaldehid solisyonunda bir gece bekletildi. Dehidratasyon
icin bir hafta +4°C’de %30 slikroz sollisyonuna konulduktan sonra kriyostat yardimi ile

kesitler alindi.
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Retina izolasyonunda iki yontem kullanildi: 1) Limbustan 360 derece kesi
yapilarak kornea ayrildi. Lens ¢ikarildi. Skleraya 4 kadranda ¢entik atilarak ve optik sinir
ile baglantisi kesilerek retina cikarildi. 2) Limbustan korneal kesi yapilarak globa
girildikten sonra limbusa dik 1-2mm perifere dogru skleral kesi olusturulup limbusa
paralel devam edecek sekilde kesi 360 derece ilerletildi. Kesi tamamlanip kornea ve
limbus globdan ayrildi. Sklera forseps ile sabitlenerek kint bir enstriman ile sklera
onltnden kint disseksiyon yapildi. Retinanin optik sinir ile baglantisi kesilip retina bir

batldn olarak c¢ikarildi.

3.6. Retinal Kesitlerin Hazirlanmasi ve Isik Mikroskobu ile incelenmesi

3.6.1.1. Retinal kesitlerin alinmasi

Retinal kesitler 1) glob kesitleri icerisinde, 2) globdan izole edildikten sonra incelendi.

1) Enukleasyon sonrasi glob kesitleri igerisinde retinayi incelemek igin, glob
%4’l0k paraformadehit ¢ozeltisinde 24 saat, sonra %30’luk siikroz ¢ozeltisinde 24 saat
bekletilerek dehidratasyon saglandi. Stkrozdan c¢ikartilan globlar kriyostat mediumu
yardimi ile -30°C’de donduruldu. Globlardan kriyostat cihazi (Leica CM3050 S) ile 10, 20
ve 30um kesitler alindi. Kesitler standart protokole gore hematoksilen-eozin ile boyandi

(protokol altta yer almaktadir). Kesitler 1sik mikroskobu ile incelendi.

2) Enlkleasyon yapilmadan, yukarida anlatiimis olan teknikle 6n segment
cikartilarak retina izole edildi. Butun olarak gikarilmis olan retinanin transvers (cross-
section) kesitleri alindi. Kriyostat tasiyicisina dik olacak sekilde doku o6rnegi
yerlegtirilerek donduruldu. Retinal kesit medyum Uzerine yerlestirildiginde soguk metal
obje temasi ile medyum hizla sogutuldu. Zemindeki medyum donunca Uzerinde yeni
medyum ilave edilip surekli sogutma yapilarak dokunun medyum sutunu iginde stabilize
olmasi saglandi. Kriyostat ile 10pm kesitler alindi. Retinal kesitler standart protokole gore

hematoksilen-eozin ile boyandi. Kesitler 1sik mikroskobu ile incelendi.

3.6.1.2. Hematoksilen ve Eosin boyama basamaklari

Ksilende bekletme: 5 dakika
%95 Alkolde bekletme: 3 dakika
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%70 Alkol bekletme: 3 dakika

Distile suda yikama: 3 dakika
Hematoksilen boyama: 5 dakika

Distile suda yikama: 3 dakika

Eosin boyama: 3-5 kere daldirma
Distile suda yikama: 3 dakika

%70 Alkolde bekletme: 3 dakika

%95 Alkolde bekletme: 2 dakika

%100 Alkolde bekletme: 1 kere daldirma

Ksilende bekletme:5 dakika sonra entellan ve lamel ile kapatma

3.7. Vitreus-Akoz Alinmasi

Sakrifikasyonu takiben korneaya keskin enstriman ile penetrasyon yapildi.
Drenaj alanindan akoz ornegi alinarak 1.5 ml’lik mikrosantrifij tiptune koyuldu. Kornea
ve lens gikarildi. Sivasik olarak gelen vitreus alinabildigi él¢ctde pipet ile ¢ekilip 1.5 ml'lik

mikrosantrifij tpine koyuldu.

3.8. Western-Blot Protokolii ile Brn3a Ekspresyonunun Protein Diizeyinde

Gosterilmesi

Retina dokusunun kiiglk olmasi nedeni ile protein izolasyonu zor oldugundan, bu
amagla radioimmunopresipitasyon assay tamponu (RIPA) tamponu ve proteaz inhibitor
kokteyli iceren guglu bir lizis tamponu kullanild1 (Kisisel gérigmelerimiz sonrasinda,
bireysel retina 6rneklerinde (pool edilmeksizin) Western-Blot ¢alismalari olan Amerika
Birlesik Devletleri Drexel Universitesinden Dr.Lanfronco Leo’nun paylastigi protokole

uygun olarak bu lizis tamponu hazirlandi ve kullanildi).

Asagida belirtilen protokole goére protein izolasyonu gergeklestirildi:

- Retina 6rnegi bagina 100 pl lizis tamponu eklendi ve buz Uzerinde 40 dk
inkibasyona birakildi. Her 5 dk’da 6rnek vorteks yardimi ile homojenize edildi.

- inkiibasyon sonrasi, érnek 14.000 xg'de 20 dk santrifiij edildi.

- Santrifiij sonrasi stipernatan ayri bir tiipe alinarak, protein

konsantrasyonunun belirlenmesi ve Western-Blot analizleri icin ayrildi.
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3.8.1. Retina dokusundan izole edilen proteinlerin konsantrasyonlarinin

belirlenmesi

Yukarida belirtilen protokolle izole edilen protein 6rneklerinin konsantrasyonlarinin
belirlenmesi amaci ile ticari kit (DC Protein Assay, Bio-Rad) kullanildi. Tim asamalar
Uretici firmanin belirledigi protokole uygun olarak gerceklestirildi:
- Kitle birlikte saglanan ve 0.2 mg/ml -1.5 mg/ml protein iceren standartlar
kullanilarak 7 farkli konsantrasyonda protein iceren standart 6rnekleri hazirlandi.
- 96 kuyulu pleytlerin her bir kuyusuna hazirlanan standart orneklerinden
ve retina dokusundan izole edilen protein 6rneginden 5 yl eklendi.
- Her bir kuyuya kitle birlikte saglanan Reagent A’dan 25 ul ve sonrasinda
200 pl Reagent B eklendi.
- ELISA okuyucusunda (Multiskan GO, Thermo Sci.) 750 nm’de érneklerin
OD degerleri belirlendi.
- OD degerlerine goére bir standart egri olusturuldu ve retina dokusundan

izole edilen protein konsantrasyonu bu standart egri yardimi ile hesaplandi.

Lazer uygulanan ve uygulanmayan siganlarin retina drneklerinden izole edilen
protein konsantrasyonlari sirasi ile 0.40 mg/ml ve 0.43 mg/ml olarak belirlendi. izole
edilen protein konsantrasyonunun Western Blot icin yeterli miktarda protein igerdigini

ongorerek Western Blot analizi yapildi.

3.8.2. Western-Blot Analizi

Western Blot analizleri icin ayrilan protein lizat 6rneklerine 10 pl Western Blot
Yukleme Boyasi eklendi ve 95°C’de 5 dk inkube edildi. Sonrasinda anti-Brn3a (ab81213,
Abcam), anti- § aktin (Abcam) primer antikorlari ve goat anti-rabbit IgG (Cell Signalling)
sekonder antikoru kullanilarak Western Blot analizleri tamamlandi. Bu amagla uygulanan

protokol asagida 6zetlendi:

- %10’luk SDS-PAGE jeli hazirlandi. Jelin kuyularina 20 pl olacak sekilde retina protein
lizat érnekleri ve protein molekiler agirlik standardi (Prestained Protein Ladder, Santa
Cruz Biotech.) yuklendi.

- Sodyum dodesil sulfat—poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) jeller, 1 x SDS

running tamponunda yaklasik 1 saat yurutuldi (BioRad).
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- Elektroforez iglemini takiben, jel ve blot membrani (poliviniliden diflorid (PVDF)
membran, Immobilon-P, Sigma) icerecek sekilde yeni bir jel kaseti hazirlandi ve 1x
transfer tamponunda 100 V’da 90 dk bekletilerek jelde bulunan proteinlerin membrana
transferi gergeklestirildi.

- Membranlar, yagsiz sut tozu igeren tris-tamponlu salin /Polisorbat 20 (TBST)

solisyonunda yaklasik 1 saat bekletilerek, bloklandi.

- Uretici firmanin belirttigi sekilde her bir hedef yiizey belirteci igin primer antikorlar
hazirlandi ve membranlar 4°C’de gece boyu inkibasyona birakildi.

- inktibasyon sonrasi membranlar TBST’de 10 dk (x4) rotatorda yikandi.

- Yikama sonrasi membranlara sekonder antikor solusyonu (1:10.000) eklendi ve oda
sicakliginda 1 saat inklbe edildi.

- inktibasyon sonrasi membranlar TBST’de 10 dk (x4) rotatorda yikandi.

- Membranlar, sekonder antikorun tasidigi Horseradish peroksidaz (HRP)'in kromojenik

substratini (Diaminobenzidin (DAB)) iceren boyama soltiisyonunda goérintilendi.

3.9. Brn3a Ekspresyonunun mRNA Diizeyinde Belirlenmesi

Deney grubunu olusturan siganlardan elde edilen retina 6rnekleri, RNA molekdllerinin
frajil yapisi nedeni ile hizlica RNAlater (Thermo Scientific) iceren 1.5 ml mikrosantrifQj

tlplerine koyularak -80°C’de saklandi.

3.9.1. Retina érneklerinden total RNA izolasyonu

Retina orneklerinden total RNA izolasyonu Trizol (AppliChem) kullanilarak yapildi.
Asagida Trizol ile total RNA izolasyon protokolu yer almaktadir:

1-Tuplerin her birine 500 pl Trizol eklendi.

2-Doku 6rnekleri RNAlater'dan uzaklastirilarak TrizollU tlplere alindi.

3- Buz Uzerinde ince uclu makas ile mekanik olarak parcalandi ve vorteklenerek
homojenize edildi (Doku miktari gok az oldugu i¢in bu yontem tercih edildi).

4-Ornekler buzda 4 dk inkiibe edildi.

5-Her érnege 100 pl kloroform (Sigma) eklendi. Yiksek devirde vortekslendi.
6-Ornekler buzda 3 dk inkiibe edildi.

7-inkiibasyon sonrasi 12.000xg, +4 C'de 15dk santrif(jj yapildi.

8-En Ustteki akdz faz, mikropipet yardimi ile yeni ependorf tliptine aktarildi.

9-Uzerine 250 pl Izopropanol (Sigma) eklendi ve +4°C’de 10dk inkiibe edildi.


https://en.wikipedia.org/wiki/Tris-buffered_saline
https://en.wikipedia.org/wiki/Polysorbate_20
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10-inkiibasyon sonrasi, 12.000xg, +4° C'de 10dk santrifiij yapild.
11-Supernatan atild1.

12-Uzerine 500 pl %75 etil alkol (Sigma) eklendi

13-Kisa vortex yapildi.

14-7500xg, +4°C’de 5dk santrifij yapildi.

15-Sipernatan atildi.

16-Pelet havada kurutuldu.

17-Uzerine 20 pl RNaz-free su (Qiagen) eklendi.

3.9.2. Total RNA orneklerinden cDNA sentezi

Total RNA izolasyonundan hemen sonra, ticari kit (Sensiscript RT Kit, Qiagen) yardimi
ile Uretici firmanin belirttigi protokol uygulanarak cDNA sentezi gergeklestirildi. Asagida

cDNA sentez protokolu yer almaktadir:

1- RNA denatlirasyon basamagi: Total RNA drnekleri 65°C’de 5dk inkubasyona birakildi
ve sonrasinda direk buza alindi.

2-Total RNA drneklerinin konsantrasyonlari spektrofotometrik olarak dl¢ildi (Nanodrop,
Thermo) ve kaydedildi.

3-Enzim kitindeki reagentler, oda sicakliginda ¢dzduruldu ve buza alindi.

4-Tum reagentler 5 sn vortekslendi ve kisa spin yapildi.

5-RNaz inhibitéri kitten ¢ikan buffer ile 10U/mikrolitre olacak sekilde dilie edildi.
5-Uretici firmanin belirttigi protokolii uyarak, herbir érnek igin asagida belirtilen reaksiyon
karisimlari hazirlandi ve sonrasinda 37°C’de 60 dk inkiibe edilerek cDNA sentezi

gerceklestirildi.

Reaksiyon karigimi

e 10xBuffer 2 ul
o Deoksiribonikleotid trifosfat (ANTP) mix 2 pl
e Oligo dT primer 2 ul
¢ RNaz inhibitor 1l

e RNaz-free su* -
e Template ribonukleik asit (RNA) (50ng)* -
Total hacim 20 pl
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*: Her bir 6rnegin total RNA konsantrasyonu farklilik igerdiginden, RNaz-free su ve

template RNA miktarlari ayri ayri hesaplandi.

3.9.3. Hedef gen Brn3a ekspresyonunun real-time polimeraz zincir reaksiyonu ile

relatif kantitasyonu

Brn3a (hedef gen) ve Gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz (Gapdh, referans gen) icin
relatif kantitasyon analizi, real-time polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) sistemi
(LightCycler 480, Roche Diagnostics) kullanilarak yapildi. Her iki genin mRNA dizeyinde
ekspresyon analizi i¢in kullanilacak primer setleri sentezletildi (Li vd 2008). Brn3a’nin
MRNA (mesajci ribonukleik asit) dizeyinde ekspresyonunu kantite etmek icin asagida

belirtilen reaksiyon karisimi hazirlandi ve protokol uygulandi:

Brn3a (hedef gen) ve Gapdh (referans gen)'in mRNA dlzeyinde kantitasyonu amaci ile

hazirlanan reaksiyon karigimi:

Enzim (FastStart Essential DNA Green Master, Roche) (2x) ----10 pl

Primer seti (10x) ------- 2 ul
PCR-grade su memmmmeeememeeeeeee- 3 ul
Komplementer deoksiribonukleik asit (CDNA) - 5ul

Brn3a (hedef gen) ve Gapdh (referans gen)'in mRNA dizeyinde kantitasyonu amaci ile

uygulanan reaksiyon prokolU:

Pre-inkubasyon : 95°C — 10 dk (Ramp: 4.4) (Kazanim modu: None)

Amplifikasyon (45 déngu) : 95°C — 10 sn (Ramp: 4.4) (Kazanim modu: None)

56°C — 10 sn (Ramp: 2.2) (Kazanim modu: None)

72°C — 10 sn (Ramp: 4.4) (Kazanim modu: Single)

Soguma : 40°C - 30 sn (Ramp: 4.4) (Kazanim modu: None)
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Hedef transkriptlerin katli degisimleri, universal kabul edilen AACt metodu ile
belirlenmistir. Ozetle, 6nce Brn3a ve GAPDH’in real-time PCR analizi sonrasi elde edilen
Ct (cycle treshold) (esik degeri gecen fluoresan sinyali igin gerekli dongi sayisi)
kullanilarak ACt (Brn3A Ct-GAPDH Ct) (GAPDH’e gére normalizasyon asamasi) degeri
ve sonrasinda AACt (Ornek Ct-kontrol grubu ortalamaACt) hesaplanmistir. Ardindan,
her bir 6rnedin AACt degerleri kullanilarak 2*-AACt formulu ile katli degisimleri

belirlenmigtir.

3.10. immunohistokimyasal Boyama-Apoptozisin Degerlendirilmesi

RVDO sonrasi 2, 7 ve 14. glnlerde “TdT-dUTP nick-end-labelling” (TUNEL) yontemi ile
retina hdcrelerinde apoptozis degerlendirildi. TdT (terminal deoksinukleotidil-
transferaz)-aracili in-situ isaretleme teknigi icin ticari kit kullanildi. Ticari kitin ¢galisma
prensibi kriyostat kesitlerine uygun olarak fiksasyon, dehidrasyon, endojen peroksidaz
aktivitesinin bloklanmasi, proteinaz K uygulamasi, TUNEL reaksiyon karigiminin
eklenmesini takiben konverter-peroksidaz ve DAB substratinin  eklenmesi
basamaklarinindan olusmakta idi. Zit boyama igin Harris’in hemotoksilen boyasi
kullanildi. Her boyamada pozitif kontrol (reaktif lenf noddlleri) ve negatif kontrol (Terminal
deoksinukleotidil transferazsiz (TdT) kesitler kullanildi.

Morfolojik olarak apoptoz kriterlerine sahip hicreler (yogun, hiperkromatik, halka-
benzeri, yarim ay veya boncuk sekilli nuklear kromatin ve kromatin-iceren sitoplazmik
artiklar) TUNEL-pozitif hucreler olarak degerlendirildi. Apoptotik hicre orani igin x40
buyutmede apoptotik hucreleri iceren en az 10 alanin degerlendirimek kaydiyla su
formul dikkate alindi (Garrity vd 2003):

Apoptotik hiicre orani (%) = Pozitif apoptoz hiicre sayisi / Toplam hicre sayisi X %100

3.11 istatistiksel Analizler

istatistiksel analiz igin SPSS 22.0 (Statistical Package for the Social Sciences, SPSS
Inc., Chicago, ABD) programi kullanildi. Sayisal veriler ortalama + standart sapma olarak
ifade edildi. iki grup verilerinin kiyaslamasi t-test ile yapildi. 'P<0.05' istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismada toplam 31 adet sican kullanildi. Retinal goérintileme, anjiografi ve
tomografi tetkiki icin 3, retinal disseksiyon ve kesit alinma calismalari icin 3, Western-
Blot analizi 6n ¢alismasi icin 2, Western-Blot ve Brn3a-mRNA PCR analizi igin 20 sigan
kullanildi. Calisma stlreci boyunca 3 sigcan planlanan sakrifikasyon tarihinden dnce

eksitus ile kaybedildi.

ik etapta iki ayri giinde 300-368 g agirliginda toplam 12 siganin sag goziine lazer
yapildi. ilk giin 4 sicana, ikinci deney giiniinde 8 sicana lazer uygulandi. Hipotezimiz
dogrultusunda deney gruplarina goére hedef gen ekspresyon dizeyindeki farkliliklar
uyumlu bulunmadigindan (detaylar bulgular kisminda verildi) ikinci etap planland. ikinci

etapta ayni gun 8 sicanin sag gézune lazer yapildi.

Calisma sirasindaki basamaklarda elde edilen bulgular alt basliklarla asagdida
Ozetlenmistir.
4.1 Fundus Goriuintuleme ve Anjiografi

Fundoskopik 20D ve 30D lens yardimiyla akilli telefon kamerasi ile elde edilen

retina goruntulerinin kalitesinin dugtk oldugu, goruntulerin blyutilmesi esnasinda
detaylarin kayboldugu izlendi (Sekil 2.1, 2.2).
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Sekil 2.1 indirek oftalmoskopi lensleri ile akilli telefon kamerasi kullanilarak retinal
goérintileme.

Sekil 2.2. indirek oftalmoskopi lensleri ile akilli telefon kamerasi kullanilarak retinal
gorintileme (blayUtiimus gorinti).

Kornea uzerine viskoelastik jel uygulanarak kontakt makula lensi yerlestirildi. Ardindan
akill telefon kamerasi ile flag agik poziyonda retinanin video kaydi yapildi. Goéruntu
kalitesinin net oldugu, goruntt buyutuldiginde de retinal yapilarin net olarak izlendigi
kaydedildi (Sekil 3.1, 3.2).



Sekil 3.1. Kontakt makula lensi ile retinal goéruntileme.
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Sekil 3.2. Kontakt makula lensi ile retinal géruntileme, optik sinir uzun okla, retinal ven

kisa okla gosterilmistir (blyGtiimUs goérinta).

Fundus kamerasi ile edilen goruntulerde 11k yansimasi oldugu goruldu. Isik
yansimasi albinoid retina ile iligkilendirildi. Sekil 4.1’de lazer ile retinal ven okllizyonu
olusturulmasindan sonraki retinal goruntl, Sekil 4.2°de lazer uygulamasindan hemen
sonraki optik koherens tomografi gorintusu, Sekil 4.3’te lazer ile retinal ven oklizyonu

olusturulmasindan 36st. sonra optik koherens tomografi gorintisi izlenmektedir.
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Sekil 4.1 Lazer ile retinal ven okllizyonu olusturulmasindan sonraki retinal gérinti. Ok
uglari lazerlenmis damar alanini gdéstermektedir.

: ‘ ™

1.06.2023, OD

IR&OCT 30° ART [HS] ART(33) Q: 21 HEIDELBEIG|
ENGINEENNG

Sekil 4.2 Lazer ile retinal ven oklizyonu olusturulmasindan sonraki optik koherens
tomografi goruntusu.

2.06.2023, OS

IR&OCT 30° [HS] ART(2) Q: 13 HEIDELBEIG
ENGINEENNG

Sekil 4.3. Lazer ile retinal ven oklizyonu olusturulmasindan 36saat sonra optik koherens
tomografi gérintisu.

Anjiografiigin %10 floresein maddesi 0.2cc intraperitoneal olarak verildi, 15.dk’da

go6rintl alindi. Géruntilerin net olmadigi izlendi. Kontrast madde kullaniimadan ¢ekilen
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bir anjiografik tetkik olan optik koherens tomografi anjiografi ile vaskuler yapi

gorintilemesi yapilamadi.

4.2 Retina izolasyonu Yoéntemleri

Retina izolasyonunda metodoloji béliminde belirtilen ilk yontemde limbustan
yapilan kesilerde retinanin alttaki sklera/koroidden serbestlesmedigi, limbusa yakin
bdlgede yapilarin birbiriyle siki yapisiklik icerisinde oldugu ve c¢ikartiima esnasinda
retinanin pargalandi§i izlendi. ikinci yéntemde ise limbustan daha posterior alanda
sirkuler kesi yapildiginda, Ustte belirtilen siki yapisik alanin asildigi ve retinanin kunt bir

enstriman ile kolaylikla sklera/koroidden serbestlestigi saptandi.

4.3 Retinal Kesitlerin Hazirlanmasi

Kriyostat ile alinan 20 ve 30um kesitlerde ksilen asamasinda doku 6rneklerinin
lamdan ayrildigi, 10pm kesitlerde ise lama tutunma problemi olmadigi izlendi.
Hematoksilen-eozin ile boyanmis olan retinal kesitler 1sik mikroskobu ile 1) globun bir

parcasi olarak, 2) globdan izole edildikten sonra degerlendirildi.

Glob kesitleri alindiginda glob duvarinin vitreye dogru kollabe oldugu ve retinal

tabakalarda kopma ve segmentasyon oldugu izlendi (Sekil 5.1, 5.2).

Sekil 5.1 Retinal tabakalarda kopma ve segmentasyon (X4 buyutme, 20um kalinlk).
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Sekil 5.2 Retinal tabakalarda kopma ve segmentasyon okla gosterilmigtir (X10 bayutme,
20um kalinlik).

Retinal kesitlerde tabakalarin dizenli olmadidi izlendi. Bu durum kesim sirasinda globun

kollabe olmasi ve retinal tabakalarin dizeninin bozulmasi ile iligkilendirildi.

Globdan izole edildikten sonra retinanin bitlin olarak gikartildidi, 4 yanina periferden
centik atilarak diizleme diizgiin yerlestirilecek forma getirildigi 4 yaprakli yonca formu
Sekil 6’da goruimektedir (Sekil 6).

Sekil 6. Dort yaprakli yonca modelinde hazirlanan batun retina.
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Globdan izole edildikten sonra retinanin butin olarak c¢ikartiimasini takiben,
retinanin transvers (cross-section) kesitlerini almak igin kriyostat tasiyicisina dik
olacak sekilde doku 6rnegi yerlestirildiginde, dokunun donma tamamlanmadan dnce
pozisyonunun bozuldugu ve egildigi saptandi. Retinal dokunun kriyostat medyumu
icinde pozisyonunu hizli stabilize etmek igin, retinal kesit medyum uzerine
yerlestirildiginde soguk metal obje temasi ile medyum hizla sogutuldu. Zemindeki
medyum donunca Uzerinde yeni medyum ilave edilip surekli sogutma yapilarak
dokunun medyum situnu iginde stabilize olmasi saglandi. Kriyostat ile alinan 10pm

kesitler incelendiginde, retinal kesitlerde doku butinlGgundn yer yer bozuldugu,

catlak goérinumu oldugu kaydedildi. Bu durum sogutma amagh kullanilan metalin
agirhdi ile iliskilendirildi (Sekil 7.1, 7.2).

Sekil 7.1 Retinal tabakalarda bozulma (X10 blyitme, 10um kalinlik).
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Ganglion hiicre tabakas1
I¢ pleksiform tabakas1
I¢ niikleer tabakas1

Dis pleksiform tabakasi
Dis niikleer tabakast

Fotoreseptor tabakasi

Sekil 7.2 Retinal tabakalarda bozulma (X40 buyutme, 10pum kalinlik).

Enlklee edilmis olan globdan retina izolasyonu yapilirken globun
sabitlenememesi ve mobil olmasi nedeniyle retinal disseksiyon sirasinda zorluk
yasandi. Globun stabil durmasi agisindan, anestezi altinda enukleasyon yapiimadan
ve glob orbitadan ayrilmadan retinal disseksiyon gercgeklestirildi.

Metodolojide  belirtildigi gibi, servikal dislokasyondan &énce ve servikal
dislokasyondan sonra olacak sekilde 2 ayri zamanlama ile retina izolasyonu
yapilarak iki ydntem Kkarsilastirildi. Servikal dislokasyondan o6nce vyapilan
izolasyonda, kesi sonrasi okuler damarlardan kaynaklanan yogun hemoraji
nedeniyle retina net bir sekilde gorilemedi ve retinal disseksiyon saglikli sekilde
gerceklesmedi. Ayni siganin diger retinasi, servikal dislokasyondan sonra kanama
komplikasyonu olmadan cikarildi. Elde edilen bulgular dogrultusunda ¢alismadaki
diger siganlarin retinasi servikal dislokasyondan hemen sonra, glob orbitadan

ayrilmadan yapildi.

4.4 Western-Blot analizi ile Brn3a ekspresyonunun protein diizeyinde gosterilmesi

Metodolojide belirtilen protokolle, lazer uygulanan ve uygulanmayan siganlarin

retina 6rneklerinden izole edilen protein konsantrasyonlari sirasi ile 0.40 mg/ml ve 0.43
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mg/ml olarak belirlendi. Bu protein konsantrasyonlarinin Western-Blot analiz i¢in yeterli
miktarda oldugu belirlendi.

Western-Blot analizleri metodolojide belirtilen protokolle yapildi. Membranlar,

sekonder antikorun tagidigi HRP’nin kromojenik substratini (DAB) igeren boyama
solisyonunda goérunttlendi (Sekil 8.1, 8.2).

A B

250 kDa —
130 kDa —
100 kDa —
70 kDa —

55 kDa —

— [-Aktin
35 kDa —

25 kDa —

15 kDa —

Sekil 8.1 Lazer uygulanmis sigan retina érneginde Western-Blot analizi. A. B-Aktin igin
yapilan Western-Blot analizi. 1 numarah kuyu: 10-250 kDa’luk protein molekuler agirlik
marker’i (Santa Cruse Biotech), 2 numarali kuyu: Ornekte 41 kDa agirli§inda B-Aktinin
varligini gosteren bant profili. B. Brn3a igin yapilan Western-Blot analizi. 1 numarali
kuyu: 10-250 kDa'luk protein molekuler agirhk marker’t (Santa Cruse Biotech), 2

numarali kuyu: Ornekte 43 kDa agirhginda Brn3a’nin varligini gésteren bant profili
saptanmadi.
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Sekil 8.2 Lazer uygulanmamis sican retina 6érneginde Western-Blot analizi A. B-Aktin
icin yapilan Western-Blot analizi. 1 numarali kuyu: 10-250 kDa’luk protein molekdler
agirlik marker’i (Santa Cruse Biotech), 2 numarali kuyu: Ornekte 41 kDa agirhiginda B-
Aktinin varhgini gosteren bant profili. B. Brn3a igin yapilan Western-Blot analizi. 1
numaral kuyu: 10-250 kDa’luk protein molekuler agirhk marker’ (Santa Cruse
Biotech), 2 numaral kuyu: Ornekte 43 kDa agiriginda Brn3a’'nin varligini gésteren
bant profili saptanmadi.

Sekil 8.1 ve 8.2'de gorildiglu Uzere, lazer uygulanmis ve lazer uygulanmamis retina
orneklerine Western-Blot analizlerinde internal kontrol olarak kullanilan ve 41 kDA
bayukligunde p-aktin proteinine ait bant goézlendi ancak bu o6rneklerde 43 kDA

buyukliginde Brn3a proteinine ait bant izlenmedi.

4.5. Brn3a Gen Ekspresyonunun mRNA Diizeyinde Belirlenmesi

Western-Blot analiz sonuglarina gore, retina dokusu Orneklerinde Brn3a
ekspresyonunun protein dizeyinde belirlenememesi nedeni ile, hedef genin mRNA
(transkript) duzeyinde ekspresyonunun belirlenmesi hedeflendi. Bu amagla, literattrde
daha 6nce yer aldigi Uzere siganlarda Brn3a gen ekspresyonu i¢in uygulanan protokol
kullanildi ve referans gen olarak Gapdh segcildi. Sekil 9'da ¢alisma gruplarina ait gergek-

zamanl PCR amplifikasyon egrileri yer almaktadir.
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Sekil 9.1 Kontrol grubunda yer alan retina orneklerinde Brn3a ve Gapdh’e 6zgln
amplifikasyon egrileri. Grafikte (a-e) Brn3a, (f-i) Gapdh’e ve (j) negatif kontrol drnegine

0zgln amplifikasyon egrilerini gdstermektedir.
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Sekil 9.2 Lazer grubunda yer alan retina 6rneklerinde Brn3a ve Gapdh’e &ézgln
amplifikasyon egrileri. Grafikte (a-d) Brn3a, (e-h) Gapdh’e ve (1) negatif kontrol drnegine

6zgun amplifikasyon egrilerini gostermektedir.
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Sekil 9.3 Resveratrol grubunda yer alan retina érneklerinde Brn3a ve Gapdh’e ézgin
amplifikasyon egrileri. Grafikte (a-e) Brn3a, (f-i) Gapdh’e ve (j) negatif kontrol drnegine
0zgun amplifikasyon egrilerini gostermektedir.
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Sekil 9.4 Lazer+resveratrol grubunda yer alan retina 6rneklerinde Brn3a ve Gapdh'e
6zgun amplifikasyon egrileri. Grafikte (a-e) Brn3a, (f-i) Gapdh’e ve (j) negatif kontrol
ornegine 6zgin amplifikasyon egrilerini gostermektedir.
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Dort farkl deney grubuna ait retina dokusunda Brn3a ekspresyon duzeyleri Sekil
5'te yer almaktadir. Gruplar arasinda istatistiksel anlamlilik sadece kontrol grubu ve RSV
grubu arasinda goézlendi (p=0.03). Kontrol ile lazer, kontrol ile lazer+RSV ve lazer ile
lazer+RSV gruplarinda istatistiksel anlamhlik degerleri sirasi ile p=0.46, p=0.26 ve

p=0.37 olarak bulundu.

1,6
1,4 ‘
1,2 [ 1

0,8 [

0,6

Brn3a katl degisim

0,4
0,2

Kontrol Resveratrol Lazer Lazer+Resveratrol

Sekil 10. Kontrol, resveratrol, lazer ve lazer+resveratrol gruplarina ait retina doku
orneklerinde Brn3a ekspresyon duzeyleri.

4.6 Apoptozisin degerlendirilmesi

TUNEL ydntemi ile apoptozin saptanmasi igin alinan kesitlerde herhangi bir pozitif
boyanma gortlmedi (Sekil 11). Sorunun tespiti icin sire ve butge kisitli oldugundan

degerlendirmeye alinmadi.
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Sekil 11. Apoptozisin degerlendiriimesi icin TUNEL yontemi ile yapilan incelemede
retinal hicrelerde pozitif boyanma olmadigi izlenmektedir (X40 buyitme, 10um kalinlik).

4.7 Komplikasyonlar

ik etapta 3 sicana RVDO olusturulduktan hemen sonra 30mg/kg intraperitoneal
RSV verildi. Siganlarin ikisinde solunum sikintisi olustu. Uygulamadan sonraki 24 saat
iginde eksitus ortaya ¢ikti. Uglincli siganda 24 saat sonra solunum sikintisi gorildi. Bu
on sonuglar neticesinde deneyin geri kalaninda metodoloji degistirildi ve RSV

uygulamasina gavaj ile devam edildi.

Bir sicanda anestezi altinda retina izole edilirken ortaya ¢ikan yogun hemoraji
nedeniyle retina dokusu ayirt edilemedi ve izolasyon saglikli bir sekilde gergeklesemedi.
Sonraki uygulamalarda retina izolasyonu servikal dislokasyon yapildiktan sonra,

hemoraji gelismeden gergeklestirildi.
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5. TARTISMA

Deneysel retinal néroproteksiyon calismalarinda RGH sagkalim orani sik
kullanilan bir parametredir. RGH sagkalimini gdstermek icin cesitli metodlar
kullaniimaktadir. Bunlar arasinda RGH-spesifik belirtecler ile immunoisaretleme
(immunolabeling), retrograd isaretleme (Fluorogold vs.) ve noéronal isaretleme (BlII-
tubulin, Neurotrace, NeuN vs.) sayilabilir (Guymer vd 2020). RGH-spesifik belirtecler
arasinda Brn3a, gamma (y)-synuclein ve c¢oklu kesicili RNA-baglayici protein (RNA-

binding protein with multiple splicing (RBPMS) yer almaktadir (Guymer vd 2020).

RGH sayimi geleneksel olarak semi-otomatize veya manuel yontemle
yapilmaktadir. Bu yéntemde optik diske belli mesafede retinal alanlar segilmekte ve bu
alanlarda RGH sayilmaktadir. Bu yéntem zaman almakta ve hem sayimi gergeklestiren
kisi, hem de segilen alanlar agisindan bir ydnelim (bias) yaratabilmektedir. Sefton’a gore
RGH dansitesi santral alanda en ¢ok iken, periferik retinada en az sayidadir (Guymer vd
2020). Ote yandan ayni tiirdeki siganlarin arasinda, hatta ayni siganin sag ve sol
goOzlerinde RGH spatial dagimininda farkliliklar gérulebilmektedir (Danias vd 2002). Bu
nedenle, sektérel degerlendirmelerde variabilite artabilmekte, bundan kaginmak igin tim
retinanin degerlendiriimesi gerekebilmektedir (Guymer vd 2020, Danias vd 2002). Bu
bilgiler 1s131nda, ¢alismamizda hem Western-Blot analizinde hem de gergek zamanli
PCR analizinde her bir siganin tim retinasi alinmig, sektérel degerlendirme

yapilmamigtir.

Brn3a, yuksek spesifitesi ve nukleer yerlesimi nedeniyle, RGH sagkalimini
degerlendiren calismalarda yaygin olarak kullaniimaktadir. RGHde akut stres
durumunda, hicre canlh kaldigi halde Brn3a ekspresyonunda azalma ortaya
cikabilmekte, bu da RGH o&limid konusunda hatali degerlendirmelere sebep
olabilmektedir. (Nadal-Nicolas vd 2009, Masin vd 2021). Ayrica, Brn3a’nin melanopsin
eksprese eden RGH gibi bazi spesifik RGH tiplerini isaretlemedigi, genel anlamda RGH
populasyonunun %80’ini belirlemede faydali oldugu gosterilmistir (Nadal-Nicolas vd

2012, Masin vd 2021). Optik sinir hasari ve kronik okuler hipertansiyon rodent modellerini
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inceleyen bazi ¢alismalarda melanopsin eksprese eden genis RGH’nin, kiigiik RGH’'ne
gbre dejenerasyona daha direncli oldugu gosterilmistir (Li vd 2006, Pérez de Sevilla
Miiller vd 2014, Davis vd 2020). Hiucre boyutundaki bu artis ile ilgili ¢cesitli agiklamalar
ileri surGimuagtar. Biri, hasara cevap olarak artmig gen ekspresyonudur. Bir digeri ise,
dendrit sayisini arttirarak komsu RGH kaybini kompanse etme c¢abasidir (Ahmed vd
2001, Davis vd 2020).

Calismamizda lazer uygulamasi sonrasi, istatistiksel anlamlilik olmamakla
birlikte, Brn3a ekspresyonunda artis gozlemledik. Uygulanan lazerin dozu yanisira
uygulama suresi ve hasarin olusturuldugu ortamdaki hlcre kompozisyonlarinin detayl
analizlerini icerecek genis kapsamli calismalar ile hasara yanit olarak Brn3a

ekspresyonunun degisimi hakkinda daha net sonuglara ulasilabilecektir.

Retina ve optik sinir hasarini gesitli yollarla olusturmak mumkundar. Farkl
mekanizmalarlarla, farkli siddette sinir hasari ortaya cikabilmektedir (Nadal-Nicolas vd
2009). Nadal-Nicolas vd (2009) sicanlarda kesi (transeksiyon) ve ezilme (crush) ile iligkili
optik sinir hasari sonrasi RGH sagkalimini degerlendirmislerdir. RGH degerlendirmesi
hem FG ile isaretleme, hem de Brn3a immundeteksiyon ile olmak lizere 2 ayri ydontemle

yapilmigtir.

Calismada optik sinir kesisi sonrasi 14. glinde her iki ydontemle de baslangica
goére anlamli RGH kaybi saptanmigtir. Ote yandan Brn3a+RGH sayisi (4,778 +1,332),
FG+RGH sayisina (10,598 £2,785) gdre anlamli disuktir. Optik sinirde ezilme sonrasi
14. gunde yine baslangica gbére anlamh RGH kaybi mevcuttur. RGH degerlendirme
yontemlerine gore bakildiginda; Brn3a+RGH sayisi (10,176+2,940), FG+RGH sayisina
(21,117+5,824) goére yine anlamli dusuktir. Calismadaki bulgular, her iki isaretleme
yontemiyle de 14.giinde anlamli RHG kaybi olustugunu gostermektedir ancak yonteme
gore sag kaldigi 6ngdérilen RGH sayisinda anlaml farklilhk vardir. Bizim ¢alismamizda
RGH direkt olarak degerlendirilmemis, Brn3a mRNA ekspresyonu Uzerinden indirekt veri
elde edilmesi planlanmistir. Calismamizda lazer uygulamasi sonrasi, Brn3a

ekspresyonunda anlamli bir fark gézlemlenmemistir.

Travmanin farkh retinal hucrelerde Brn3a’'nin ekpresyonunu upreglle etmesi
hipotezine iliskin olarak, hem hasar 6ncesi, hem de hasar sonrasinda Brn3a sinyallerinin
FG isaretli RGH ile kolokalize oldugu gésterilmis, bu nedenle Brn3a’nin RGH tarafindan
eksprese edildigi ve bu konuda etkin bir belirte¢ oldugu goértisine varilmistir. Brn3a

ekspresyonunun optik kesisi sonrasi 48st.’te %25 oraninda, 9. Gunde ise %80 oraninda
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azaldi§i ve ekspresyonunun kesi sonrasi akut dénemde sona ermedigi izlenmistir. RGH
kaybinin, kesi sonrasinda ezilme sonrasina goére daha erken dbnemde oldugu
gorulmustur (Nadal-Nicolas vd 2009). Calismamizda 14. ginde lazer grubu ile kontrol
grubu arasinda Brn3a eksprese eden mRNA seviyeleri arasinda anlamh fark
cikmamigtir. Calisma bulgulari arasindaki fark, optik sinirin direkt kesilmesi/eziimesi ile
RGH'nde olusan hasarin, RVDO ile olusan iskeminin verdigi hasara goére fazla

olmasindan kaynaklanabilir.

Nadal-Nicolas vd’nin (2009) calismasinda optik sinire uygulanan travma yontemi
ile ortaya cikan RGH kaybinin farklilik gosterdigi, ayrica travma yéntemi ayni oldugunda
bile farkli indikatérlerin gosterdigi RGH kaybi oraninin da farkh oldugu saptanmistir. Bu
bilgiler 1s1ginda, calismamizda iskemi ile ortaya c¢cikan RGH hasarinin, optik sinir
kesi/ezilmesine gore az oldugu, ayrica Brn3a eksprese eden mRNA seviyesinin, RGH
sagkalimini gosterme acisindan diger indikatorlere gore olasilikla daha zayif oldugu ileri

surulebilir.

Sun vd’'nin (2023) galismasinda optik siniri cekme (pulling) yoluyla sinir hasari
olusturulmus ve 7. Ginde RGH sayisinda azalma saptanmigtir. Optik sinir gekme giicu
arttikga, RGH sayisinda azalma gorilmuastir. Gicin 0.1N oldugu grup TUNEL ile
gosterilen apoptotik hiicre agisindan kontrol grubuyla fark géstermezken, 0.3N ve 0.5N
gli¢ gruplarina gore anlamli disiuk saptanmistir. Brn3a ile isaretli RGH sayisi, 0.5N
grubunda 0.1N ve 0.3N grubuna goére anlamli sekilde dusuktir, benzer sekilde 0.3N
grubundaki sayr 0.1N grubuna goére anlamh disiklik goéstermistir. Bu galismadaki
bulgular irdelendiginde, RGH tzerindeki stresin derecesi ile hasar oraninin iligkili oldugu
gorulmektedir. Calismamizda tim siganlara benzer sayi, siire ve gligte lazer uygulamasi
yapilmistir ancak Brn3a eksprese eden mRNA seviyesinde lazer grubu ile kontrol grubu
arasinda fark saptanmamigtir. Bu sonuglar, RGH Uzerinde yeterli stres olusturacak
siddette iskemi olusmadigi seklinde yorumlanabilir. Domuz gézinde yapilan anjiografik
calismalarda tek bir retinal venin oklizyonunun kolaylikla kompanse edildigi

gosterilmistir (Meeng vd 2023).

Deneysel sican RVO modelinde lazer uygulamasindan 1-2 glin sonra anjiografik
olarak venlerde reperfuzyon olabildigi gdsterilmistir (Zhang vd 2008). Perfuzyona
ragmen 4. gunde retinal hemorajiler pik yapmig, 14. gunde retinada solukluk ortaya
cikmigtir. TUm retina (whole retina) incelemesinde, SRVO olan grupta RHG sayisinda
14. ginde %30 azalma olurken, RVDO grubunda ise anlamli azalma daha gec¢ ortaya

cikmig, 21. gunde %9.5 RHG azalmasi izlenmigtir. SRVO olusturulmus olan sigan
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retinasinda 4. gunde yapilan incelemede santral retinada dis nukleer ve fotoreseptor
tabakalarinda sirasiyla %33.3 ve %59 oraninda incelme saptanmistir. Fuma vd’nin
(2017) RVO olusturulan fare gozlerinde yaptiklari galismada ise i¢ nukleer tabakada 1.
gunde kalinlasma, dis nikleer tabakada ise 7. ginde anlamli incelme saptanmigtir.

Kistoid 6dem 1 ve 3. gunlerde gorulmustar.

RGH, retinal hicre populasyonunun %1’inden azini olusturmakta ve bu da
Western-Blot analizlerinde zayif sinyale veya sinyal gdézlenmemesine sebep olmaktadir.
(Nadal-Nicolas vd 2009). RVO calismalarinda kullanilan fotosensitizan boya, lazeri
absorbe etmekte ve ihtiya¢ duyulan lazer sayisini ve gliclini azaltmaktadir. Ote yandan,
boyanin sebep oldugu radyasyon, protein modifikasyonlarina sebep olarak sonuglarin
degerlendiriimesini  etkileyebilmektedir (Cehofski vd 2015, Maeng vd 2023).
Calismamizda lazer uygulanmis ve lazer uygulanmamis retina érneklerinde Western-
Blot analizlerinde internal kontrol olarak kullanilan ve 41 kDA buyuklugunde - aktin
proteinine ait bant gbzlenmis, ancak 43kDA buyukltiginde Brn3a proteinine ait bant
gbzlenmemistir. Literatlrde retina érneklerinden protein analizlerinde drneklerin pool
edilerek calisildig1 gérilmektedir (Nadal-Nicolas vd 2009, Rocha-Martins vd 2012, Wang
ve Li 2017). Proje tez calismamizda olusturulacak deney gruplarinin sayisinin azlgi
nedeni ile érneklerin pool edilerek galisiimasi tercih edilmemistir. Elde edilen bulgular
sonucunda, her ne kadar bireysel retina dokusundan izole edilen total protein
konsantrasyonu Western-Blot analizi i¢in yeterli olsa da, total protein iginde hedef protein
olan Brn3a’nin sz konusu analiz igin yeterli dizeyde/konsantrasyonda olmadigi

degerlendirilmistir.

RVO sonrasi apoptozisin degerlendirildigi bir galismada TUNEL yontemiyle tim
kontrol gunlerinde (4, 7, 14 ve 21. gunler) gangliyon hucre ve i¢ nikleer tabakalarda
%5’ten az hicrede boyanma goérulmustur (Zhang vd 2008). Yazarlar bunun retinadaki
apoptotik hiicrelerin temizlenme (clearance) suresi ile iligkili olabilecegini ileri stirmugler
ve retinada bu surenin bilinmedigini, karacigerde ise 3 saate inebildigini belirtmislerdir
(Bursch vd 1990).

Bizim calismamizda retina dokusunun RVO olusumundan 48st. sonra yapilan
TUNEL incelemesinde pozitif hiicre saptanmamistir. Ustte ileri siiriilen, retinal apoptotik
hucrelerdeki clearance hizi, galismamizda retinada TUNEL pozitif htiicre bulunamayisi

ile iligkili olabilir. Bu konuya aciklk getirmek icin daha fazla veriye ihtiya¢c duyulmaktadir.
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Calismamizda lazer grubu ile kontrol grubu arasinda, Brn3a mRNA ekspresyon

dizeyinde farklihk gérilmemistir. Bunun icin gesitli hipotezler ile strulebilir:

1-Lazerin uygulama dozu ve sayisi, Brn3a ekspresyonunda azalma yaratacak siddette
iskemi olusturmamis olabilir. Ote yandan, ¢alismamizda retinal venler (izerine, diskten
yaklagik 1 disk mesafesi uzaklikta gi¢ 100-150mw, spot buaydklaga 50-100um,
maruziyet suresi 1sn olacak sekilde, kan akimini engelleyecek beyazlasma goérilinceye
kadar lazer atis yapimis ve tim venlerde damar distalinde genisleme izlenmistir.

Uygulama sekli ve lazer parametreleri literatirle uyum igerisindedir (Sun vd 2013).

2- Lazerle olusmus olan vaskuller oklizyon, siganlarda sik gorilen rekanalizasyon
meydana gelmesi sonucunda etkisini kaybetmis olabilir. Zhang vd (2008) tarafindan
olusturulan deneysel sican RVO modelinde, hastaligin dogdal seyrini inceleyen bir
calismada, lazer uygulamasindan 1-2 gin sonra anjiografik olarak venlerde reperflizyon
gosterilmistir. RVO sonrasi 4. glinde retinal hemorajiler pik yapmis, 14. glinde retinada
solukluk ortaya ¢ikmistir (Zhang vd 2008). Genevois vd (2004) ise RVO olusturulan
si¢an retinalarinda, rekanalizasyondan sonra da mikrovaskuler degisiklikler ve kapiller
non- perfiizyonun devam ettigini, dolayisiyla total okllizyon suiresi birkag glnle sinirli
kalsa da, slrecte ortaya cikan degisikliklerin oklizyondan kismen bagimsiz olarak
gerceklestigi sonucuna varmiglardir. Bu ¢alismalardaki bulgular, sigan retinasinda RVO
sonrasi rekanalizasyon ve reperflizyonun sik goraldigini gostermekte, 6te yandan
reperflizyon gelisse de retinal hasarin devam ettigini isaret etmektedir. Fuma vd (2017),
calismalarinda fotosensitizan ajan olarak Rose bengal (8 mg/mL IV) kullanmiglar ve
daha oOnceki deneyimlerinde Rose-Bengal dozu disuk oldugunda spontan retinal
vaskiler rekanalizasyonun goéruldigunt (makalenin ekinde) belirtmiglerdir.  Bizim
calismamizda Rose-Bengal intravendz degil, intraperitoneal olarak 20mg/kg dozunda

verilmigtir.

3-RVDO olusumu ile etkilenen RGH grubu, Brn3a ile isaretlenen %80’lik dilim igerisinde
olmayabilir veya Davis ve ark.’nin ileri surdugi gibi, sag kalan RGH populasyonunda
iskemi sonucunda gen ekspresyonunda bir artis ortaya ¢ikmis olabilir. Bu durumu

kanitlamak icin daha fazla veriye ihtiya¢ vardir.

4-Calismamizda degerlendirilmis olan, Brn3a’'y1 eksprese eden mRNA seviyesi, RGH
icin direkt bir indikatér olmayabilir. Western-Blot analizi ile protein dlzeyinde
ekspresyonunu belirleyemedigimiz Brn3a’nin, daha hassas bir ydntem olan gercek-

zamanl PCR ile mRNA diizeyinde ekspresyonunu belirledik. Bu amacla referans gen
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olarak GAPDH kullandik ve Brn3a’nin GAPDH’e gore relatif kantitasyonu yaptik ve her
bir calisma grubumuz igin katl degisimlerini hesapladik. Ger¢gek zamanh PCR, olduk¢a
duyarli ve 6zgun bir ydntem olmasi yani sira amplifikasyon sonrasi analiz agsamalarinin
ayni ortamda gerceklestirilebilmesi nedeni ile de kontaminasyon riskini ortadan kaldiran
bir ydéntemdir. Kullanilan protokole bagli olmakla birlikte, hedef transkriptin 1 kopyasini
belirleyebildigi rapor edilmistir. Ayrica, bu ydntem drnekler arasindaki %23 kadar az bir
orandaki gen ekspresyon farkliliklarini dahi belirleyebilmektedir (Wong and Medrano
2005). Western-Blot analizi ilgilendigimiz hedef proteinin nanogram konsantrasyonlarda
varhigini belirleyen bir yontemdir. Western-Blot'in belirleme limitini etkileyen birgok faktor
bulunmaktadir ve daha hassas analizler farkh versiyonlari bulunmaktadir (Mishra vd
2019). Calismamizda, Western-Blot analizinde yaygin olarak kullanilan ve
laboratuvarimiz olanaklarina uygun enzimatik belirleme yontemini uyguladik, ancak
Brn3a’nin bireysel retina dokusunda protein dizeyinde ekspresyonunu gostermedik. Bu
sonug¢ bize, bireysel retina dokusunda var olan Brn3a protein konsantrasyonunun,
uyguladigimiz  Western-Blot  analizinin  belirleme limitinin  altinda  oldugunu

gOstermektedir.

Deneysel calismalarda mRNA ile protein ekspresyon profilleri arasinda
uyumsuzluklar olabildigi bilinmektedir (Gygi vd 1999, Pascal vd 2008, Mehra vd 2003).
S6z konusu uyumsuzluk kinetik parametrelerden oldugu kadar, ribozom
konsantrasyonundan da kaynaklanabilmektedir. Perturbasyona yanitta serbest ve total
ribozom konsantrasyon degisiklikleri, aminoagil tRNA igin kompetisyon sirasinda
baslatma ve elongasyona iligkin kinetik degisiklikler, terminasyon kinetigindeki
degisiklikler, perturbasyona yanitta mRNA seviyesindeki degisiklikler ve protein
stabilitesindeki degisiklikler gibi pek ¢ok faktér, mRNA ve protein ekspresyon profilleri
arasindaki iligkiyi etkiler (Mehra vd 2003)-

Gygi vd (1999) mRNA ve protein seviyeleri arasindaki korelasyonun, kantitatif
MRNA verisine bakarak protein ekspresyon seviyesini tahmin etmek icin yeterli
olmadigini gdstermistir. Bazi genlerde, mRNA seviyeleri benzer iken, protein

seviyelerinde 20 kata kadar fark olabildigi izlenmistir.

Calismamizda RSV grubunda mRNA seviyesinin kontrol grubuna gére anlamli
azaldigi gorulmektedir. Noroprotektif 6zellikte olduguna dair literatlir verisi olan RSV’un,
calismamizda Brn3a eksprese eden mRNA seviyesinde azalmaya sebep olmasi ile ilgili

cesitli hipotezler ileri strilebilir:
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-RSV’un ndroprotektif etkisi doz bagimli olabilir ve dislk dozlarda bu etkinin ortaya
cikmadigi, hatta olumsuz etki yaptigi ileri strulebilir.

Literatirde RSV doz ve yas iliskili bifazik etkisi oldugu ileri strilmustir. YUksek dozlarda
saglikh hucrelerde apoptozisin induklendigi gosterilmistir. (Salehi vd 2018). Bir yagindan
sonra RSV baglanan farelerde, geng farelere kiyasla sagkalimin artmadigi, RSV'nin
sagkalimi arttiran etkilerinin, yasla iligkili olabilecegi ileri surtimugtur (Pearson vd 2008).
Wilson vd (1996) calismasinda 1mg/kg RSV alan tavsanlarda plazma kolesterol
seviyesi, karaciger fonksiyonu ve genel saglk durumundan bagimsiz olarak aortta
aterosklerotik ylzey alaninda anlamli artis saptanmistir. Gueguen vd (2015) RSV anti-
ve pro-oksidan etkilerinin doz kadar yasa da bagh olduguna dikkat cekmis, RSV’nin
mitokondriyal kompleks | Uzerine olan etkilerinin, geng ve vyash farelerin beyin
mitokondrilerinde farkli etkilerle sonuclandigini, yash farelerde oksidatif stres durumunu

arttirdigini belirtmislerdir.

Gadacha vd (2009), sicanlara aydinlik ve karanlikta intraperitoneal RSV
uygulayarak tiobarbiturik acit reaktif Grlnleri degerlendirmislerdir. RSV’un karanlikta
antioksidan, aydinlikta ise pro-oksidan olarak davrandigini saptamiglar ve bazal
lipoperoksidasyon ve RSV ile iligkili anti-oksidan etkide bir glinduz/gece ritminin s6z

konusu oldugunu ileri sirmuslerdir.

--RSV’un néroprotektif etkisi uygulama yoluyla iligkili olabilir ve oral yolla alindiginda bu
etki ortaya c¢ikmiyor olabilir. Calismamizda RSV’nin literatirde belirtildigi dozda
intraperitoneal uygulandidi 3 sigcanda 24 saat iginde eksitus ortaya ¢ikmistir ve bunun
Uzerinde oral uygulamaya gecilmistir. Oral uygulama altinda, 14 giin boyunca RSV alan

hicbir sicanda eksitus gorulmemistir.

Walle (2004), oral uygulama ile RSV’un emilim oraninin %75 civarinda oldugunu
ve karaciger/barsaklarda metabolize olduktan sonra 25mg RSV icin serum RSV
degerinin  5ng/ml altina dustugind belirtmistir. Gambini vd (2015) 6zellikle karaciger
eliminasyonundan sonra serbest RSV'nin az oldugunu ileri sirmus ve oral 25mg RSV
alimindan 30dk sonra RSV konsantrasyon pikinin <10 ng/ml oldugunu ifade etmislerdir.
Ote yandan literatiirde oral RSV sonrasi okiiler bulgular agisindan etkin sonuglar
bildirilmigtir. Zeng vd’'nin (2016) ¢alismasinda diabetik sicanlara RSV (5 and
10 mg/kg/glin) gunde 1 kez gavaj ile gavaj ile verilmis ve glutamat geri alimi, muller hiicre
metabolizmasi Uzerine etkiler ile diabetik retinopatideki néral disfonksiyonun duzeldigi

gOsterilmistir.
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-RSV, RGH sagkalimindan/canliigindan bagimsiz olarak mRNA duzeyinde bir
baskilamaya sebep oluyor olabilir. Bu hipotezi dogrulamak igin literattr destegine ihtiyag

vardir.

5.1 Calismanin Zayif Ve Gig¢lii Yonleri

Calismamiz, kurumumuzda yapilan ilk deneysel retina ¢alismasidir. Bu durum
calismamizin zayif ydénu olarak degerlendirilmistir. Calismamizin temel basamaklari olan
sigcan retinasinin goéruntilenmesi, sigan retinal damarlarina lazer yapilmasi, siganda
retina izolasyonu, retinanin histolojik incelemesi, retinadan protein izolasyonu ve
retinadan mRNA izolasyonu farkh disiplinlerde ¢alisan arastirmacilarin destegi ile kurum
catimiz altinda ilk defa gerceklesmis ve bu konuda multidisipliner bir ekip
olusturulmustur. Olusan ekip, gelecekte oftalmoloji bazli sinirbilim ¢alismalari ve 6zellikle
retinal noroproteksiyon konusunda yeni ¢alismalarin baglamasi igin gerekli deneyimi

kazanmistir. Bu durum, ¢alismanin gug¢li yonu olarak yorumlanmistir.

Calisma suresi icerisinde ddviz kurunda ortaya ¢ikan degisikliklerin sonucunda
¢alisma maliyeti artmis ve proje bitgesinin disina tasmistir. Bu nedenle galismanin
basinda planlanan bazi asamalar gergeklestiriiememis ve tekrarlanmasi istenen bazi

deney asamalari tekrarlanamamisgtir.
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6. SONUGLAR

1-Retina kesitlerinde Western-Blot analizi ile Brn3a ekspresyonu protein seviyesinde
saptanamistir.

2-Gergcek zamanh PCR ile retina kesitlerinde Brn3a mRNA ekspresyon analizi
yapimistir.

3-Gergek zamanli PCR analizi ile lazer yapilan ve yapilmayan retina 6rnekleri arasinda
Brn3a mRNA ekspresyonu agisindan anlamli fark gcikmamistir.

4-Gergcek zamanli PCR analizi ile lazer yapilan gozlerde RSV uygulamasi ile Brn3a
MRNA ekspresyonu agisindan anlamli fark cikmamistir.

5-Gercek zamanl PCR analizi ile lazer yapilmayan ve RSV uygulanan siganlarda Brn3a
MRNA ekspresyonu dizeyinde, RSV verilmeyen kontrol grubuna gére anlamli olmayan

bir azalma saptanmistir.

6.1 Calismada Elde Edilen Ve Gelecekte Planlanacak Calismalar icin Yol Gosterici

Olabilecek Teknik Sonuglar

1-Sican retinasi biyomikroskop ve78D mercek; indirekt oftalmoskop ve 20-30D
mercekler ile gorintilenebilmektedir.

2-Sigan retinasinda kontakt makula mercegi ile gérunti kaydi basariyla alinabilmektedir.
3-Diod lazer fotokoagulasyon ile sican retinasinda ven oklizyonu olusturulabilmektedir.
4-Onerilen disseksiyon teknikleri uygulanarak, retina zedelenmeden biitlin olarak
¢ikarilabilmektedir.

5-Globun orbitadaki pozisyonu korundugunda retinal disseksiyon daha kolay
gerceklesmektedir.

6-Kriyostat ile alinmis olan 20 ve 30mikron kalinhgindaki retinal kesitler
Hematoksiler/Eozin boyama sirasinda lamdan ayrildidi icin 10mikron ve altinda kesit
alinmasi uygun bulunmustur.

7-Es zamanl intraperitoneal Rose-Bengal ve RSV verilen sicanlarda eksitus
gO6ralmistar.

8-Gavaj ile oral RSV verilen sicanlarda eksitus gortlmemistir.
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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 NATION, 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 (ie.,
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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 am.) 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 7 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 4686 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 pm, 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) 141.1 £ 17.0 1192 + 143 < 0.001
ppCT (pm) 178.0 £+ 57.0 1623 + 552 < 0.001
CMT (um) 3110 £ 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 cormrelations of age and the retina-choroidal
thickness changes at the visits were analyzed. Age was
not found to be correlated with RAC change (r = 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 P
Inferior quadrant (pm) 253.8 £ 946 100.6 + 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 £ 213 < 0.001
Temporal quadrant (pum) 210.1 £ 1232 475 £ 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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