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Amacg: Deney hayvanlarinda olusturulan akut retinal iskemi modelinde, NMDA reseptor antagonisti olan Memantinin infiizyon yoluyla

verilmesinden sonra retina gangliyon hiicrelerindeki néroprotektif etkilerinin degerlendirilmesi ve hiperbarik oksijen tedavisi ile karsilas-
tirilmasi amaclandi.

Gerec ve Yontem: Calismada 24 adet, Wistar cinsi, albino, 4-6 aylik, yaklasik 200-300 gr. agirhgindaki siganlar kullanildi. Kontrol grubu
harig tiim deneklere iskemi-reperfiizyon modeli uygulandi. Gozlerine sadece sham uygulanan, herhangi bir tedavi verilmeyen ve 3. haftada
sakrifiye edilen denekler (Kontrol grubu- K; 6 denek). Iskemi sonrasindaki ilk saat icinde intavenoz olarak 25 mg/kg Memantin infiizyonu
tedavisine alinan 3. haftada sakrifiye edilen denekler (Memantin grubu-M; 6 denek). Iskemiyi takiben ilk 2 saat icinde tedavisine baslanan
ve 9 giin siireyle hiperbarik oksijen tedavisi uygulananan ve 3. haftada sakrifiye edilen denekler (Hiperbarik oksijen grubu-HBO; 6 denek).
Akut retinal iskemi uygulanan ancak tedavi uygulanmayan ve 3. haftada sakrifiye edilen denekler (Akut retinal iskemi grubu-ARI; 6
denek). Kardiyak perfiizyon iglemi ile sakrifiye edilen deneklerin goézleri eniiklee edildikten sonra stereolojik inceleme ile retina gangliyon
hiicre sayimi1 (RGH) sayimi ve Terminal deoxynucleotidyl transferase (Tdt)-mediated dUTP-biotin nick end-labeling (TUNEL) yontemi ile
apoptotik indeks analizi yapildi.

Bulgular: Memantin ve HBO gruplariyla, kontrol grubu arasinda RGH sayis1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptan-
mazken, bu iki grupla ARI grubu arasinda anlamli fark saptandi. Apototik indekslerin karsilastirilmasinda da Memantin ve HBO gruplar:
arasinda anlamh fark saptanmadi. Yine apoptotik indeks karsilastirmasinda HBO ve Memantin gruplariyla kontrol grubu arasinda an-
lamli bir fark saptanmada.

Sonuc: Memantin akut retinal iskemi modelinde inrtavensz yoldan verildiginde, tek dozla dahi, néron koruyucu etki gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Akut retinal iskemi modeli, memantin, hiperbarik oksijen tedavisi, retina gangliyon hiicre sayimi, apoptotik indeks.

ABSTRACT

Purpose: This study applies treatment methods to rat retina subjected to acute ischemia-reperfusion injury and compares by histopatho-
logical examination the efficacy of Memantine and hyperbaric oxygen therapy.

Material and Methods: Twentyfour adult Wistar albino rats were divided into four groups after retinal ischemia was induced by elevating the
intraocular pressure to 120 mmHg. The groups were: Group 1: Control group, right eyes were cannulated with a 30 gauge needle and removed
without causing any intraocular pressure change. Group 2: Memantine treatment group, animals were given single dose of intravenous 25 mg/
kg Memantine by tail vein route after inducing acute retinal ischemia. Group 3: Hyperbaric oxygen (HBO) therapy group, in two hours following
acute retinal ischemia HBO treatment was applied for nine days. Group 4: Acute retinal ischemia model but without treatment (ARI).

Results: Twenty-one days after establishing ischemia- reperfusion, the right eyes were enucleated after cardiac glutaraldehyde perfusion
method, and then submitted to histological evaluation. In average, the total retinal ganglion cell count (RGCC) was 239.93+8.60 in control
group; 125.14+7.18 in ARI group; 215.89+8.36 in Memantine group and 208.69+2.05 in HBO group. Mean apoptotic index in groups were
0.03+0.02; 0.5+0.03; 0.22+0.05 and 0.08+0.03 respectively.

Conclusion: The present study shows that Memantine and HBO therapy was effective in reducing the damage induced by acute ischemia-
reperfusion in rat retina. Our study suggests that these treatments had beneficial effects due to neuroprotection,and therefore may be
applied in clinical practice.

Key Words: Acute retinal ischemia model, memantine, hyperbaric oxygen therapy, retinal ganglion cell counts, apoptotic index.
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GIRIS
Akut retinal iskeminin tipik bir 6rnegi olan, santral

retinal arter okliizyonu (SRAO), nadir goriilen bir of-
talmik acildir.

Hastalarin ¢ogu 60 yasin tizerindedir; cocuklarda ve
gen¢ populasyonda ise daha seyrek olarak bildiril-
mistir.'* SRAO’da tedavinin amaci, retina dolagimini
en kisa zamanda tekrar saglamak ve iskemik retinal
alanlara oksijenin yeniden taginabilmesini saglaya-
rak retinal hiicrelerin korunmasini saglamaktir. Kla-
sik tedavi yontemlerine ek olarak kompleks ve inva-
ziv yeni tedavi metodlar: da denenmesine ragmen, is-
tenilen basariya heniiz ulagilamamigtir.!*¢ Giintimuz
sartlarinda SRAO meydana gelen bireyin doktora
ulagmasi, teshis konulup hiperbarik oksijen tedavi-
sinin uygulandig: bir merkeze ulagmasi ve tedavinin
baglanmasi icin gececek zaman diliminde kritik stire-
nin agilmasi ¢ok yiiksek bir olasiliktir.

Bu nedenle ilk bagsvurdugu merkezde teshis ko-
nulup hemen tedavisinin yapilabilecegi pratik bir
yonteme ihtiya¢ vardir. Calisma, yeni tedavi yollari
arayisindan yola ¢ikarak, SRAO meydana gelen bi-
reylere uygulanabilecek pratik ve etkili bir ¢6ziim
hedeflemistir.

GEREC VE YONTEM
Denekler

Bu calismada, 28 adet, Wistar cinsi, albino, 4- 6 ay-
lik, yaklasik 200-300 gr. agirligindaki sicanlar kulla-
nildi. Denekler, standart kafeslerde 7’li gruplar ha-
linde, “ad libitum” standart yem ve su verilerek, 1sis1
(21+2 °C) ve nem orami kontrolli odalarda barindiril-
di. Odanin aydinlatmasi floresan 1s1k ile sagland: ve
her 12 saatte bir (06:00-18:00) acip kapama dongiisii
gerceklegtirildi.

Denekler akut retinal iskemi uygulanan (21 adet de-
nek) ve kontrol grubu K denekleri (7 adet denek) ola-
rak once iki gruba ayrildi. Akut retinal iskemi iglemi
sirasinda komplikasyon olusan, iskemi olusturulma-
s1 basarisiz olan Memantin, ARI ve HBO gruplarin-
dan birer adet olmak tizere toplamda 3 adet denek
protokolden c¢ikartildi. Kontrol grubundaki bir denek
de rastgele olarak secilip protokole dahil edilmedi.

Altisar denekten olusan dort grup;

1. Gozlerine sadece sham uygulanan, herhangi bir te-
davi verilmeyen ve 3. haftada sakrifiye edilen denek-
ler (Kontrol grubu- K; 6 denek).

2. Iskemi sonrasindaki ilk saat icinde intravenoz ola-
rak 25 mg/kg Memantin infiizyonu tedavisine alinan
3. haftada sakrifiye edilen denekler (Memantin gru-
bu- M; 6 denek).

3. Iskemiyi takiben ilk 2 saat icinde tedavisine basla-
nan ve 9 giin siireyle hiperbarik oksijen tedavisi uy-
gulananan ve sakrifiye edilen denekler (Hiperbarik
oksijen grubu -HBO; 6 denek).

4. Akut retinal iskemi uygulanan ancak tedavi uy-
gulanmayan ve 3. haftada sakrifiye edilen denekler
(Akut retinal iskemi grubu- ARI; 6 denek).

Iskemi- reperfiizyon olusturulduktan 21 giin sonra kar-
diyak gluteraldehit perfiizyonu yontemi ile fikse edile-
rek sakrifiye edilen deneklerin goz kiireleri, entikleas-
yon iglemi uygulanarak, histolojik incelemeye alind1.”®

Akut Retinal iskemi Modeli

Sicanlara, ketamine (100 mg/kg) ve klorpromazine
(25 mg/kg) karigimi anestezik madde intraperitone-
al enjeksiyonla verildi. Gozlere de %0.5 proparacaine
g6z damlas1 damlatilarak topikal anestezi sagland.
Gozler %1 lik siklopentolat ile dilate edildi. Genel
anestezi altinda 6n kamaraya 30 gauge kaniille giri-
lerek tubing setle 6n kameraya saline soliisyonu ve-
rildi. Kaniille saline verilen goziin basinc: en az 120
mmHg olmasin1 saglayacak sekilde serum sisesi de-
nekten 200 cm yiikseklikte 60 dakika bekletildi. Reti-
nal iskemi, direk oftalmoskopla retinanin beyazlama-
sinin gozlemlenmesi ile dogrulandi. Reperfiizyon ise
kaniil ¢ekildikten sonra retinal reflenin kendine 6zgi
rengine donmesinin gézlemlenmesi ile dogrulandi.’

Memantin Uygulamasi

Memantin grubuna, akut retinal iskemi modeli olus-
turulduktan sonraki bir saat i¢cinde kuyruktan, intra-
venoz olarak, 25 mg/kg memantin (Ebixa® saf etken
madde; Lundbeck Ilac Tic.Ltd. Sti.) cozelti halinde bir
kerede ve tek doz olarak verildi.

Hiperbarik Oksijen Uygulamasi

Hiperbarik oksijen tedavisi U, Istanbul Tip Fakiil-
tesi, Sualti Hekimligi ve Hiperbarik Tip Anabilim
Dalr'nda bulunan tek bolmeli, ¢elik, 0.6 m3 hacmin-
deki deney basin¢ odasinda gerceklestirildi. Her bir
tedavi seans1 2.5 ATA’lik basingta (=1.5 bar, 15 metre
deniz suyu basinei), 80 dakika siirdii. Tedavi 6ncesin-
de basing odas1 10 dakika %100 oksijen ile havalandi-
rildi ve 10 dakikada oksijen ile 2.5 ATA basinca ula-
sildi. 2.5 ATA’lik tedavi basincinda gecen 60 dakika
sonunda yine 10 dakikada c¢ikartildi. Tedaviler ilk 2
giin 8 saatte bir, sonraki 7 giin 12 saatte bir olmak
iizere 9 giin siirdi. Ik tedavinin girisim sonrasi ilk
saatler icinde yapilmasi planlandi bu nedenle sigan-
lar iglem sonrasi iki saat icinde tedaviye alinda.

Sakrifikasyon ve Kardiak Perfiizyon

Perfiizyon tespitinin baglamasindan 15 dakika once,
sicanlara anestezi oncesi 150 U/kg intraperitoneal
heparin verilerek 10 dk siireyle antikoagiilan etkinin
olusmasi beklendi.
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Daha sonra intraperitoneal uygulanan 2 mg/kg Sod-
yum pentotal ile anestezi gerceklestirildi. Anestezi-
nin gerceklestigi dogrulandiktan sonra sicanlarin
ekstremiteleri ve kuyruklar: kesim panelleri tizerine
genig yapiskan bantlarla tespit edildi. V kesi ile ster-
num kaldirilarak toraks boslugu acildi. Kalbin tepe-
sinden 18 gauge kelebek igne ile girilerek sol vent-
rikile dikkatli bir bigimde yerlestirildi. Daha sonra
sag atriyum kesildi ve ti¢ yollu kanilden 6nce 10 dk
stireyle %0.9 NaCl verildi. Perfiizyon aparati bir lit-
relik iki adet serum sisesi ve bunlara bagh ti¢ yollu
i.v. kaniilden olugsmaktaydi. (Caire klempli Venoset,
150 cm., 15 damla/ml). Intravensz serum sigeleri si-
canlarin perfiize edilecegi tezgdhin yaklagik 120-125
cm yukarisina asildi.

Siselerden birisinde %0.9 Na kloriir digerinde ise ka-
kodilat tamponu i¢cinde %2.5'lik glutaraldehit konul-
du (0.05 M Na kakodilat; pH =7.3-7.4 glutaraldehy-
de) (EM teknik derecesinde; pH 7.4). Uclii vananin
cikisina, distal ucunda 18-gauge igne bulunan, ig
cap1 3.0 mm ve boyu 15-30 cm olan propilen bir boru
baglandi. Sag atriyumdan akan sivinin berraklastig:
gorildiginde kaniiliin vanas: diger girise cevrilerek
fosfat tamponu i¢inde %2.5 glutaraldehid ¢ozeltisi 35
damla/15 sn olacak sekilde verilmek suretiyle 25 dk
siireyle perfiizyon tespiti gerceklestirildi. Her denek
icin yaklagik 300 ml tespit sivis1 kullanild.

Gangliyon Hiicre Sayimi

Eniikleasyonun ardindan gozler bir gece fiksatifte
bekletildikten sonra rutin doku takip islemine alindi.
Parafin asamasinda go6zlerin korneas1 kaldirilarak
lensleri cikarildi. Goz vitreus bogluguna parafin ve-
rildi ve takip siirecine devam edildi.

Dokular optik sinir kasetin alt yiiziine bakacak sekil-
de gomiildi. Retinanin 6n ve arka bolimlerini kap-
sayacak sekilde 20 pm kalinliginda HM325 Microm
marka rotari mikrotomla tim bloktan seri kesitler
alindi. Kesitler 1/10 oraninda 6rneklendi. Bu 6rnek-
leme sirasinda ardisik kesitlerin birer tanesi hema-
toksilen eosin ile boyanarak kapatildi. Diger kesitler
immunhistokimyasal degerlendirme i¢in ayrildi.

Stereolojik Degerlendirme

Sayimlar i¢in; CCD Dijital kamera (Optronics Mic-
rofire 1600x1200P, Goleta, CA, USA), ATI FireGL
gorinti yakalama karti (Advance Micro Device,
Camberly, UK), bilgisayar kontrolli Ludl X-Y-Z mo-
torize preparat tablasi (Bioprecision, Howtrone, NY,
USA), mikrokator (Heidenhein, Traunreut, Ger-
many), Leica 4000B 1s1k mikroskobu (Leica, Wetz-
lar, Germany) ve Sterio Investigator 7.5 programi
(Microbrightfield, Williston, VT, USA) yiiklenmis
olan masaisti bilgisayardan olusan stereolojik ca-
lisma istasyonu kullanilda.

Toplam ganglion hiicre sayisi optik parcalama yonte-
mi kullanilarak tahmin edildi. Toplam ganglion hiic-
re sayisim tarafsiz hesaplanmasini saglayabilmek
icin sistematik rastgele 6rnekleme yontemi kullanildi
(10). Ornekleme aralig 1/10 olarak alinda.

Adim araligr alani1 200 pmx200 pm, sayim cercevesi
alani 30 pmx30 pm kullanildi. Takip sonrasi 6l¢iilen
ortalama kesit kalinligi pm, tsten ve altan alinan
givenlik sinirlart 1 pm, disektor yiksekligi 16 pm
olarak saptandi. Kesitler Leica Apo Plan (NA=1.40)
objektif aracilig ile tarafsiz sayim kurallari uygula-
narak sayildi.

TUNNEL Metodu ile Apoptozis Analizi

Stereolojik analize yapilmayan 20 pm kalinliktaki
kesitlerden stereolojik sayim sonucu her hayvandan
en fazla hiicre sayilan kesitin ardigig1 bir kesit im-
munohistokimyasal boyama iglemine alindi. Boya-
ma iglemi iretici firmanin talimatlar: dogrultusun-
da uygulandi.

Kesitler deparafinize ve dehidrate edildi. Kesitler
Fosfat Tampon Tuzu (PBS) ile yikandiktan son-
ra antikor uygulama iglemine hazirlamak ve hiicre
zarini permeabilize etmek i¢in %0.1 (v/v)1lik Triton
X-100 (Acros Organics; Geel, Belgium) deterjan ola-
rak uygulandi. Triton X-100 %0.1 (w/v) sodyum sitrat
(Merck; Darmstadt, Germany) i¢cinde hazirlandi. Uy-
gulama buz tizerinde 2 dakika bekletilerek yapildi.
Daha sonra kesitler oda sicakliginda PBS ile iki kere
yikandi.

Antijen kurtarma islemi i¢in Bosch HMT 812C mik-
rodalga firin 2.45 GHz frekansta (en fazla 900 W) kul-
lanildi. Bu islem icin kesitler, icinde 200 ml 0.01M
sitrat tamponu olan plastik kavanoza yerlestirildi.
Sicakligr oda sicakligindan 86 dereceye ¢cikana kadar
45 saniye boyunca mikrodalga firinda tutuldu. Bu
islem sonrasi kesitler sogutulmus 80 ml PBS doldu-
rulmus saleye daldirildi bu sirada saleye oda sicakli-
ginda distile su eklendi ve bundan sonraki islemler
icin kesitler oda 1s1sina getirilmis oldu. Kesitler daha
sonra hizlica oda sicakligindaki PBS ic¢ine alindi.

Tekrar PBS ile yikanan kesitlerin zemin boyanmasi-
nin ve artefaktlarin azalmasi icin bloklama soliisyo-
nunda ve oda 1sisinda 30 dakika tutuldu. Bloklama
soliisyonu cift distile su icerisinde %2 bovine serum
albumin (BSA), %10 normal kec¢i serumu (Sigma-Ald-
rich; Taufkirchen, Germany) ve %0.03 Triton X-100
ile hazirlanda.

Bu islemler sonrasi kesitlerdeki kirtk DNA’lar1 be-
lirlemek icin kesitlere Tunnel reaksiyon kiti (katolog
no: 11 684 809 910) uygulandi. Bu inkiibasyon 37 de-
recede karanlik ve nemli ortamda 60 dakikada yapil-
di. Daha sonra her bir kesit PBS ile 3 kere 5’er dakika
boyunca durulanda.
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Tablo 1: Kontrol grubu (K), Akut Retinal Iskemi grubu (ARI), Hiperbarik Oksijen (HBO) ve Memantin grubu retinal
gangliyon hiicre sayilart. Ortalamalart ve standart sapmalart.

Kontrol Grubu

ARI Grubu Toplam

HBO Grubu Toplam Memantin Grubu

Denek No Toplam Hiicre Sayis1 Hiicre Sayis1 Hiicre Sayis1 Toplam Hiicre Sayis1
1 203625.0 126225.0 207447.2 197100

2 243991.7 128797.2 208472.2 210600

3] 265144.4 129350.0 213383.3 239303

4 230450.0 153583.3 212266.7 196200

5 251513.9 108333.3 199500.0 209164

6 244833.3 104533.3 211050.0 243000

Toplam Hiicre Sayis1 235802.8 134488.9 210392.4 210800.7

St Dev 21064 17598 5029 20480

Ortalama 239926 125137 208687 215894

Kesitleri 151k mikroskobunda goriintir hale getirmek
icin kesitlere POD (horseradish peroksidaz) cevirici
(Roche Diagnostics; Mannheim, Germany) eklene-
rek etiivde (37C0) 30 dakika bekletildi. Daha sonra
renklendirme i¢in %0.05 3-3’-diaminobenzidine tet-
rahydrochloride (DAB) (SkyTek; Utah, USA) karigi-
mi kullanildi. Kesitlere Mayers Hemotoksilen ile ar-
talan boyamas: yapildi. Kesitlerin Degerlendirilmesi:
Hazirlanan preparatlar Leica DM 4000 model 151k
mikroskobu, tam motorize mikroskop tablas1 kulla-
nilarak ve sterioinvestigator 7.5 versiyonu programi
yardimiyla degerlendirildi. Kesit 200x200 lik optik
alanlara boliundii, her alanda 30x30’lhik alan 6rnek-
lem alan1 rastgele secildi. Boylece kesitin tiim ytize-
yinin %2.25’1ik bolimu rastgele ve esit olarak alanm
olarak sayildi. Sayim sirasinda 3 farkh isaretleyici
kullanildi. Apoptik, nekrotik ve normal hiicreler ayri
isaretleyiciler ile igaretlendi. Apoptotik hiicre toplam
hiicre orani kullanilarak apoptotik indeks ¢ikartildi.

Istatistiksel Degerlendirme

Toplam hiicre sayilar1 ve apoptotik indeks degerleri
Graphpad 5.0 istatistik programiyla tek yonli ANO-
VA kullanilarak ayr1 ayr1 karsilagtirilda.

Kontrol grubu ve Akut Retinal Iskemi grubuna
gore ilaclarin etkinliginin biyoistatiksel anlamlilig:
Kruskal Wallis parametrik olmayan varyans analizi
ile test edildi. Kruskal Wallis testinde anlaml bulu-
nan degiskenlerin ¢oklu kargilagtirmalar: Dunn tes-
ti ile yapildi. Gruplar aras: etkilesimin anlamlilik
kontrolleri p<0.001; p<0.05; p<0.1 diizeylerine gore
karsilagtirilda.

BULGULAR
Stereolojik inceleme

Gangliyon Hiicre Sayimi: Kontrol grubunda top-
lam hiicre sayis1 235802.8+21063.7 (Ort: 239926.3);
ARI grubunda toplam hiicre sayis1 134488.8+17597.7
(Ort: 125137); HBO grubunda toplam hiicre sayisi
210392.3+5028.6 (Ort: 208686,5); Memantin grubun-
da toplam hiicre sayis1 210800.7+20480 (Ort: 215894)
olarak bulundu (Tablo 1, Grafik 1).

Immiinohistokimyasal inceleme

Apoptoz Degerlendirmesi: Apoptotik hiicre, nekro-
tik hiicre, normal hiicre ve toplam hiicre sayilari her
bir grup ve her bir denek icin ayr1 ayri hesaplandi.

Tablo 2: Kontrol (K) grubu, Akut Retinal Iskemi grubu (ARI), Hiperbarik Oksijen grubu (HBO) ve Memantin grubu-

nun apoptotik indeks degerleri.

K Apoptotik ARI Apoptotik HBO Apoptotik Memantin Apoptotik

Indeks Indeks Indeks Indeks
Denek sayis1 6 6 6 6
En dusik 0.0000 0.3700 0.0000 0.0000
%25’lik dilim 0.0000 0.4300 0.0000 0.0975
Orta deger 0.0000 0.5350 0.0750 0.2150
%75'lik dilim 0.0925 0.5625 0.1600 0.3800
En yiiksek 0.1000 0.5700 0.2500 0.3800
Ortalama 0.03167 0.5033 0.08833 0.2200
Std. Deviasyon 0.04916 0.07840 0.09496 0.1468
Std. Sapma 0.02007 0.03201 0.03877 0.05994
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Grafik 1: Kontrol grubu, Akut Retinal Iskemi grubu (ARI),
Hiperbarik Oksijen grubu (HBO) ve Memantin (MEM) gru-
bu retinal gangliyon hiicre degerleri.

Apoptotik hiicre saysinin toplam hiicre sayisina bo-
lumi ile apoptotik indeks hesaplandi (Apoptotik
indeks=Apoptotik hiicre sayisi/Toplam hiicre sayisi).
Apoptotik indeks ortalama degeri kontrol grubun-
da 0.03; ARI grubunda 0.5; HBO grubunda 0.08 ve
Memantin grubunda 0.22 olarak saptanmigtir. Tum
gruplarin apoptotik indeks ortalama degerleri tablo
2’de gosterilmistir. Apoptotik indeks ortalama degeri
kontrol grubu, ARI grubuHBO grubu ile Memantin
grubu degerleri toplu olarak gosterilmistir (Grafik 2).
Her bir gruba ait Hematoksilen Eosin boyasi ile gang-
liyon hiicre tabakasinin gorinimi resim 1’de gosteril-
migtir. Her bir gruba ait TUNNEL y6ntemi ile apopto-
tik hiicrelerin goriuntimi resim 2'de gosterilmistir.

TARTISMA

Bilindigi gibi retina viicudumuzun en fazla oksijen
tuketen dokusudur ve iskemiye kars:1 son derece du-
yarlidir. SRAO’nun da dahil oldugu retina ve koroi-
din cesitli hastaliklarinda siklikla retinal iskemi ge-
lismektedir.11:12
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Resim 1: Goz kesitlerinde ganglion hiicrelerinin bulundugu
tabaka gosterilmektedir. Kontrol (a), Akut Retinal Iskemi
grubu (b), Hiperbarik Oksijen grubu (c), Memantin (d).
Hematoksilen Eosin boyamast (X 40 biiyiitmede, Bar 50
um).
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Grafik 2: Apoptoti.k indeks ortalama degeri kontrol grubu
(K), Akut Retinal Iskemi grubu (ARI), Hiperbarik Oksijen
grubu (HBO) ile Memantin grubu degerleri.

Bir¢ok organda iskeminin etkileri tizerinde yapilan
caligmalar, ciddi iskemilerde ilk 6nce reversibl fonk-
siyon kaybiyla karaktrize “iskemik penumbra” deni-
len bir dénemin varhgimni géstermektedir. Iskeminin
devam etmesi ve terapotik miidahalelerin etkili ola-
bildigi bu dénemin kacirilmasi halinde geri dontisiim-
stiz hasar ve nekroz gelismektedir.'* Hayreh ve ark.,*
maymunlarda santral retinal arterin tam okliizyonu-
nun 105 dakikadan uzun sirmesi halinde irreversibl
hasara yol actigin1 mikroskopik, anjiografik, elektro-
retinografik olarak ve VER (Visuel Evoked Respon-
se) ile tespit etmiglerdir. Ancak insan retinasi icin
“iskemik penumbra” déneminin ne kadar strdigi-
niin kesin olarak belirlenmesi miimkiin degildir. Von
Graefe’den ginimiize kadar SRAO’nun tedavisinde
birgok yontem denemesine ragmen, géorme keskinli-
gini artirabilen bagarili bir tedavi modeli heniiz bu-
lunamamistir.4'%® Bununla birlikte 24 saatten erken
gelen olgularda, enerjik bir tedavi uygulamasi 6ne-
rilmektedir.?® Retinal iskemi siirecinde ortaya ¢ikan,
glutamatin tetikledigi eksitotoksik néronal hiicre 6li-
mii; aktive olmug N-methyl-D-aspartat (NMDA) tipi
glutamat reseptorlerinin asir1i miktarda Ca’u hiicre
i¢ine almas ile baglamaktadir.!617
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Resim 2: Goz kesitlerinde apoptotik hiicreler gosterilmekte-
dir (). Kontrol (a), Akut Retinal Iskemi grubu (b), Hiper-
barik Oksijen grubu (c), Memantin (d).

TUNNEL + diaminobenzidine (DAB) boyamast (X 40 biiyiit-
mede, Bar 50 um).
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Bundan sonraki agsama, 6zetle hiicre ici yiiksek Ca
diizeylerinin NO sentaz, asir1 serbest radikal biriki-
mi, lipid peroksidasyon, mitokondrial disfonksiyon,
katabolik enzimlerin (niikleaz, proteaz ve lipaz) akti-
vasyonu ve kaspaslarin devreye girmesi gibi siirecleri
tetiklemesiyle siirmektedir. Ayrica sinir terminalin-
den vezikiiler glutamatin Ca bagimh saliniminin iyi-
ce artmasi sonucu apopitoza giden yolun tetiklendigi
gosterilmigtir.18-22

Memantinin glokom olusturulmus olan retinada, re-
tina gangliyon hiicresi (RGH) sayisini ve dolayisiyla
retina kalinligin1 koruyucu etkisi, 6zellikle RGH de
NMDA reseptorlerinin bulunmasi ile aciklanmakta-
dir.2> RGH lerindeki NMDA reseptorlerinin bu hiicre-
leri glutamat toksisitesine kars1 savunmasiz ve kolay
etkilenebilir hale getirdigi distiniilmektedir.?-27

Bir NMDA reseptor antagonisti olan memantin,
antiviral bir ajan olan amantadinin derivesi olup,
ginimiizde o6zellikle Alzheimer tipi demans basta
olmak tizere glutamat bagimli néronal yikimla gi-
den siireclerin engellenmesinde etkinligi gosterilmis
olan bir ilagtir.?

Rogawski ve Wenk’in Alzheimer hastalariyla yaptig:
calismada memantinin giivenli ve iyi tolare edilen bir
ilag oldugu gosterilmigtir.?

Tavsanlarla yapilan calismalarda 25 mg/kg bolus
memantin enjeksiyonunun letal oldugu, 1 mg/kg ile
10 mg/kg arasindaki dozlarin belirgin bir yan etkisi
olmadig1 ancak noroprotektif etkinliginin de olmadig:
gosterilmigtir.

Stieg ve ark.,® néroproteksiyonla ilgili yaptig1 ca-
lismada 20 mg/kg memantin bolus enjeksiyonunun
sicanlarda letal olmadigi sonucuna ulasmiglardir.
Bizim 2007 yilinda sicanlarla yaptigimiz pilot ¢alis-
mada da 25 mg/kg memantin bolus dozunun letal ol-
madigi ortaya ¢gitkmigtir.

Tim bu ¢alismalardan yola cikarak sicanlarin tav-
sanlara gore memantine kars1 daha dayanikli oldugu
sonucuna varilabilir. Deneyimizde sicanlara, pilot ca-
lismada da oldugu gibi, 25 mg/kg IV bolus memantin
enjeksiyonu uyguladik. Hi¢ bir denekte letal yan etki
gorilmedi.

Vorwerk ve ark.,”® 3 ay boyunca her 5 giinde bir 1
wl’lik 2.5 mM/l glutamat soliisyonunu intravitreal
vermiglerdir. Bir grup denege de intravitreal gluta-
mat ile birlikte, 1 mg/kg/giin memantini intraperito-
neal yolla vermislerdir. Intravitreal glutamat diizey-
leri endojen diizey olan 5-12 pmol den 26-34 umol’e
citkmig ve bu kronik yiiksek glutamat diizeyinin 3.
aymn sonunda RGH nin %42 sini azalttig: gorilmiis-
tir. Memantin ile birlikte glutamat verilen grupta
memantinin parsiyel koruyucu etkisi oldugunu goz-
lemislerdir.

Retinal néron hasarinda memantinin néroprotektif
etkinligine isaret eden ¢aligmalar mevcuttur: Wolde-
Mussie ve ark., sicanlarda yaptig1 calismada Meman-
tinin noroprotektif etkinligi gosterilmis ardindan
Lipton ve arkadaslarinin ¢caligsmalariyla da bu sonug
desteklenmigtir.334

Lapchak ve ark.,3® yaptigi calismada embolik strok
modeli uygulanan tavsanlara sistemik olarak veri-
len memantinin néroprotektif oldugu goésterilmistir.
Calismamizin bulgulariyla bu calismalar, birbirini
destekler niteliktedir. Glokomda da artmis glutamat
dizeylerinin ve glutamat aracili eksitotoksik néron
hasarlanmasinin gindeme gelmesiyle, Volbracht ve
ark.,* ile Lipton ve ark.,?" 2006 yilinda yakin za-
man araliklariyla yaptiklar: calismalarda glutamat
antagonistlerinin ve 6zellikle NMDA reseptor anta-
gonisti olan memantinin glokomdaki néroprotektif
etkisini vurgulamiglardir.

Ulkemizden Etus ve ark.,? glokom modeli olusturul-
mus sicanlarda yaptigi calismalarda Memantinin,
erken donemde daha etkin olmakla birlikte, erken
ve gec donemde kullanilmasiyla, néron koruyucu bir
etki gosterdigi sonucuna ulagilmistir. Ayrica bu ca-
lismalariyla, literatiirde yeterli veri bulunmayan, bu
konuyla ilgili ultrastriiktiirel verileri ilk kez tartis-
maya acmislardir. Sicanda olusturulan deneysel akut
retinal iskemi modelinin kullanildig1 calismamizda,
sistemik olarak verilen memantinin noroprotektif et-
kinligi “RGH sayimi, apoptotik indeks” parametreleri
sorgulanarak gosterilmeye caligilmigtir.

Sonucglarimiz, kontrol grubuyla Memantin grubu
arasinda RGH sayis1 ve apoptotik indeks yoniinden
anlamli fark bulumadigin1 gostermistir. Bu sonuglar
literatirdeki calismalarla uyumlu bulunmustur. Ay-
rica ARI grubu ve Memantin grubu arasinda RGH sa-
yis1 bakimindan anlamli derecede fark bulunmustur.
Bunlar tek doz bolus Memantin tedavisinin etkinligi
bakimindan olumlu sonuclardir. Kontrol grubunda
tespit edilen az miktardaki apopitotik boyanmanin;
noronal hiicrelerin fizyolojik dongiilerine ait hiicre
olumiinden veya RPE veya koroidden kaynaklanip
retina yuzeyine dagilmis olabilecek melanin pigmen-
tinin, TUNNEL yonteminde reaksiyon tireten perok-
sidaz enzimi ile benzer renge sahip olmasi nedeniyle
kesit alim1 sirasinda, i¢ retinal katlara yanliglikla da-
g1lmis pigmentler olabilecegi onceki calismalarda da
ifade edilmigtir.*®

Modern HBO tedavisi calismalar1 1950’den sonra,
HBO ile timérde radyoterapi duyarliligi, tizerine ya-
pilan caligmalarla baglamigtir.*’ Gintimiize dek yapi-
lan ¢esitli calismalarla HBO tedavisinin endikasyon
alanlar1 belirlenmigtir. Akut retinal iskemik hasta-
liklarda kullanima girmesi ile bu konuda ¢aligmalar
yapilamaya baglanmis ancak hala yeterli sayida lite-
ratiir verisi bulunmamaktadir.*
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HBO tedavisinin gozdeki akut iskemik durumlarda
kullanimi, Avrupa Hiperbarik Tip Komitesi’nin (Eu-
ropean Committee of Hyperbaric Medicine - ECHM)
2004’te belirledigi endikasyon listesinde, 3. derece
kanita dayali 6neriler dogrultusunda “Derece C”
(Derece C: “Istege bagl kullanim” secenegi) olarak
kabul edilmis olsa da rutin tedavi protokoliinde ilk
seceneklerdendir.

Bu calismanin bir 6zelligi de akut retinal iskemi mo-
deli kullanilarak HBO tedavisinin etkinliginin im-
minohistokimyasal ve histopatolojik anlamda deger-
lendirilmesi bakimindan 6ncii nitelik tagimasidir.

Literatiirde bu baglamda bir ¢alismaya rastlanma-
migtir. Calismamizda kontrol ve HBO grubu arasin-
da RGH sayis1 ve apoptotik indeks yoniinden anlaml
fark bulunmamasi; buna karsilik ARI ve HBO grubu
arasinda RGH sayis1 ve apoptotik indeks yoniinden
anlamli fark bulunmasi1 HBO tedavisinin etkinligini
gostermektedir.

Calismamizdaki HBO ve Memantin gruplar: arasin-
da RGH sayis1 ve apoptotik indeks yoniinden anlam-
I1 fark bulunamamasi, Memantinin de HBO kadar
tedavi etkinligi oldugunu gosterir niteliktedir. RGH
sayis1 yoniinden ARI- HBO, ARI- Memantin gruplar:
arasinda anlamh fark gézlenirken; apoptotik indeks
yoninden ARI grubuyla HBO grubu arasinda anlam-
Ii fark bulunmasina karsin, ARI grubuyla Memantin
grubu arasinda anlamli fark olmamasi beklenmeyen
bir durum olusturmaktadir. Bu durum RGH’lerinin
ayni zamanda 6lmeye baslamadigini, ayrica tiim hiic-
relerde siirecin ayni hizda gelismedigini ileri siiren
Etus ve ark., savlarin1 destekler niteliktedir. Kesin
kanitlar icin destekleyici caligmalara gereksinim
vardir. Memantin grubunun ARI grubuna gore RGH
sayis1 bakimindan daha iyi sonuglar vermis olmasi,
HBO grubu ile RGH sayis1 ve apoptotik indeks yo-
niinden farksiz olmasi, Memantinin iyi bir néron ko-
ruyucu bir ila¢ oldugunu gostermektedir.

Akut retinal iskemi olusturulduktan sonra tedavisiz
birakilan grup (ARI), sham uygulamas: (K), Meman-
tin intraveno6z uygulamasi (M) ve Hiperbarik oksijen
uygulamasi1 (HBO) yapilan dért grup sicanin sakri-
fiye edildikten sonra eniiklee edilen gozlerinde yapi-
lan histopatolojik ve immiinohistokimyasal bulgular
degerlendirildi. Elde ettigimiz veriler dogrultusunda
bir NMDA reseptor antagonsiti olan Memantinin ek-
sitotoksisiteyi onleyerek néron koruyucu etki goster-
digi sonucuna varildi.

Retinal iskemide giincel olarak siklikla uygulanmak-
ta olan, ancak histopatolojik ve immiinohistokimya-
sal calismalarla desteklenmemis bir tedavi yontemi
olan, HBO tedavisinin etkinligi, RGH sayis1 ve apop-
totik indeks verileri temel alinarak bilimsel olarak
ortaya cikartildi.

Memantin ve HBO tedavisinin yine ayni paramet-
reler 15181nda karsilastirilmasi ile RGH sayis1 baki-
mindan eg deger nitelikte tedavi edici 6zelligi oldugu
sonucuna varildi. Ancak her iki grup arasinda apop-
totik indeks agisindan fark saptanmasi, apoptozis
stirecinde halen daha ortaya ¢ikartilmamis mekaniz-
malarin olabilecegini distindirdi.

Akut retinal iskemi meydana geldigi durumlarda,
pratik, hizli, ucuz ve en 6nemlisi etkili bir miidaha-
le gerekliliginden yola ¢ikarak ortaya koydugumuz
bu calismanin sonuclari umut vermektedir. Ciddi
gorsel komplikasyonlarla sonuclanabilecek akut re-
tinal iskemi durumlarinda, prognozu olumlu yénde
etkileyebilecegini diisiindiigiimiiz ve bunu deneysel
modelle kanitlamaya calistigimiz Memantin tedavi-
sinin, klinik kullanimda nasil bir yer bulacagini za-
man icinde yapilacak ¢ok merkezli klinik ¢caligmalar
gosterecektir.
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