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OZET

Alper Kahvecioglu, Profilaktik intravitreal Melatonin ve Bevacizumab
Enjeksiyonunun Radyoterapiye Bagh Okiiler Yan Etkiler Uzerindeki Etkisi,
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Radyasyon Onkolojisi Uzmanlik Tezi, Ankara,
2024. Bu ¢alismanin amaci, intravitreal melatonin ve bevacizumab enjeksiyonlarinin
radyoterapi (RT) ile iliskili okller komplikasyonlar lizerindeki profilaktik etkilerini
incelemektir. Bu amagla 12 adet erkek Yeni Zelanda beyaz tavsaninin bilateral goz
kiirelerine yonelik 30 Gy RT uygulanmis, RT sonrasi 6 tavsanin sol goziline intravitreal
melatonin (100 mcg/kg), diger 6 tavsanin sol goziine ise intravitreal bevacizumab
(1,25 mg/mL) enjeksiyonu yapilmistir. Sag gozler ise kontrol grubunu olusturmustur.
Alti haftaizlemin ardindan tiim tavsanlara bilateral enlikleasyon uygulanmistir. Aspire
edilen vitroéz sivilardaki ortalama oksidatif stres indeksi degerleri kontrol,
bevacizumab ve melatonin gruplar icin sirasiyla 22,3, 18,3 ve 9,3 olarak
hesaplanmistir. Elektron mikroskobisi incelemelerinde, kontrol grubundaki retina
dokularinda ciddi derecede vaskiller ve aksonal vyapisal hasar go6zlenirken,
bevacizumab grubunda vaskiiler hasarin minimal diizeyde oldugu, aksonal hasarin ise
orta siddette oldugu bulunmustur. Melatonin grubunda ise vaskiler hasar
izlenmemisken, aksonal hasar ise minimal olarak bulunmustur. Bu sonuglar,
intravitreal melatonin enjeksiyonunun radyasyon retinopatisi profilaksisinde en az
bevacizumab kadar etkili oldugunu ve bevacizumaba kiyasla daha fazla néroprotektif
etki sagladigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: bevacizumab, melatonin, radyoterapi

Bu c¢alisma KOBAY DHL A.S. Yerel Etik Kurulu tarafindan 04.07.2023 tarihinde
onaylanmis (Onay Numarasi: 673) ve Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Koordinasyon Birimince Desteklenmistir (Proje Numarasi: 20917).



ABSTRACT

Alper Kahvecioglu, Prophylactic Effect of Intravitreal Melatonin and Bevacizumab
Injection on Radiotherapy-Induced Ocular Complications, Hacettepe University
Faculty of Medicine, Thesis in Radiation Oncology, Ankara, 2024. The aim of this
study is to investigate the prophylactic effects of intravitreal melatonin and
bevacizumab injections on radiation therapy (RT)-related ocular complications.
Twelve male New Zealand white rabbits received 30 Gy RT to their bilateral ocular
globes. Following RT, the left eyes of six rabbits were injected with intravitreal
melatonin (100 mcg/kg), and the left eyes of the other six rabbits were injected with
intravitreal bevacizumab (1.25 mg/mL), with the right eyes serving as the control
group. After a six-week follow-up, bilateral enucleation was performed on all rabbits.
The mean oxidative stress index values in the aspirated vitreous fluid were calculated
as 22.3, 18.3, and 9.3 for the control, bevacizumab, and melatonin groups,
respectively. Electron microscopy examinations revealed severe vascular and axonal
structural damage in the retinal tissues of the control group. In the bevacizumab
group, vascular damage was minimal, while axonal damage was moderate. In the
melatonin group, no vascular damage was observed, and axonal damage was
minimal. These results indicate that intravitreal melatonin injection is at least as
effective as bevacizumab in the prophylaxis of radiation retinopathy and provides
greater neuroprotective effects compared to bevacizumab.

Key Words: bevacizumab, melatonin, radiotherapy

This study has been approved by the Local Ethics Committee of KOBAY DHL Inc. on
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1. GIiRi$

Radyoterapi (RT) sirasinda normal dokularin gesitli seviyelerde radyasyona
maruz kalmasi, erken ve ge¢ dénemde cesitli komplikasyonlarin gelisimi igin risk
olusturmaktadir. Ozellikle okiler onkoloji alaninda uygulanan RT nedeniyle
retinopati, katarakt, glokom, kseroftalmi gibi ge¢ komplikasyonlar gorilebilir.?
Katarakt veya kseroftalmi gibi komplikasyonlar basit oftalmolojik yaklasimlarla etkin
bir sekilde tedavi edilebilirken; retinopati, glokom ve optik néropati gibi ciddi
morbidite yaratan komplikasyonlarin tedavisi ise oldukca zordur. Radyasyon
retinopatisinin profilaksisinde intravitreal kortikosteroid ve vaskiler endotelyal
bliyime faktori (VEGF) antagonistlerinin enjeksiyonlarinin etkin yaklasimlar oldugu
bilinmektedir.?3 Buna ragmen profilaktik yeni farmakoterapétik ajanlara hala biyik
bir ihtiyag oldugu literatirde agikca belirtilmistir.* Melatonin baslica epifiz bezinden
salgilanan, sirkadiyen ritm dizenleyici ve antioksidan etkileri bulunan endojen bir
hormondur.>® Melatoninin profilaktik kullaniminin RT’ye bagh mukozit, enterit,
dermatit gibi c¢esitli komplikasyonlar Uzerinde olumlu etkilerinin oldugu
bilinmektedir.®1* Ek olarak radyasyon ile iliskili katarakt gelisiminde koruyucu etkileri
oldugunu gésteren calisma sonuglari da mevcuttur.>'® Ancak melatoninin katarakt
haricindeki RT'ye bagh diger okiler komplikasyonlar Uzerindeki profilaktik roliini
inceleyen bir calisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada profilaktik amacla intravitreal
olarak uygulanan melatoninin ve bir VEGF antagonisti olan bevacizumabin, RT’ye
bagli retinal komplikasyonlar Gzerindeki etkilerinin incelenmesi amaciyla bir deneysel

hayvan modeli olusturulmustur.



2. GENEL BILGILER
2.1. Radyoterapi

Radyasyon en temel tabiri ile enerjinin bir kaynaktan cevreye dogru
tasinmasidir. Bu tasinma parcacik veya elektromanyetik dalga seklinde olabilir.
Dokularin radyasyon maruziyeti sonucunda kimyasal ve biyolojik bir¢cok tepkime
gerceklesir. Radyasyon bir yandan direkt olarak hiicre c¢ekirdegindeki
Deoksiribonlikleik Asit (DNA) zincirlerini kirarak, diger yandan da su molekilleriyle
etkilesimi sonucu olusturdugu serbest oksijen radikalleri araciligiyla indirekt olarak
DNA hasarina yol acar.” Olusan bu hasar, cesitli tamir mekanizmalarn ile
onarilabilecegi gibi, hiicre 6limuyle de sonuglanabilir. RT bircok kanser tipi ve bazi
benign hastaliklarin tedavisinde iyonizan radyasyonun kullanildigi bir tedavi olmakla
birlikte tim kanser hastalarinin yarisindan fazlasinda hastalik sireglerinin bir
bélimiinde RT ihtiyaci gelismektedir.'®

Radyasyonu farkli sekillerde hedefe ulastirmak mimkindir. Eksternal RT,
elektromanyetik veya parcacik formundaki radyasyonun cesitli tedavi uygulama
cihazlari ile hastanin viicudunun disarisindan baslayarak viicudunun icerisindeki
hedef hacimlere ulastiriimasini ifade eder. Eksternal RT’de ¢ogunlukla yliksek enerjili
X-1sinlarini iceren foton demetleri veya elektron, proton gibi yukli parcaciklar
kullanilir. Brakiterapi ise, cesitli radyoaktif kaynaklarin timér dokusunun dogrudan
icerisine veya hemen bitisigine yerlestirilmesi ile uygulanan bir RT teknigidir.'® Her iki
teknik de kanserin tiri, yerlesimi, evresi ve hastanin genel saglk durumu gibi

faktorlere bagh olarak degismekle birlikte rutin pratikte sikhkla uygulanmaktadir.
2.2.  Okiiler Onkoloji Alaninda Radyoterapi

Amerika Birlesik Devletleri’'nde her yil primer okiler veya orbital malignite
tanisi alan toplam 3540 yeni vaka bildirilmektedir.?® Eriskinlerde en sik saptanan
intraokiler malignite koroidal metastazlar iken, en sik primer intraokiler malignite
ise Uveal melanomdur.?! Okuler onkoloji alanina giren diger hastaliklar ise periokiler
cilt kanserleri, orbital ve okiiler adneksiyal lenfomalar, lakrimal bez tlimorleri,

sarkomlar ve retinoblastoma olarak sayilabilir. Her timor tipi icin 6zgln tedavi



algoritmalari bulunmaktadir ve RT bu algoritmalarin neredeyse tamaminda kritik bir
rol oynamaktadir.?22* Uveal melanom tedavisinde uzun yillar boyunca standart lokal
tedavi yontemi olarak enikleasyon tercih edilmistir. Ancak Kolaboratif Okiler
Melanoma Calisma Grubu (COMS) tarafindan yapilan kose tasi ¢alismanin sonuglari,
orta boy Uveal melanom tanisi konmus hastalarda plak brakiterapisi ile
enlkleasyonun benzer onkolojik sonuglar sagladigini gostermistir (Tablo 2.1).%°
Literatlrde brakiterapiye ek olarak foton ve proton tabanli eksternal RT uygulamalari
ile de oldukca yiksek lokal kontrol oranlarinin saglanabildigi belirtilmistir.26-28
Brakiterapi ile eksternal RT uygulamalarini dogrudan karsilastiran prospektif
randomize bir ¢alisma mevcut olmasa da, glinimizde her iki RT teknigi de etkin
tedavi yontemleri olarak kullaniimaktadir. Orbital lenfomalarin tedavisinde ise RT,
%90'In lizerinde lokal kontrol orani saglamasi nedeniyle tek basina definitif amacla
uygulanabilecegi gibi sistemik tedavi sonrasinda konsolidasyon amaciyla da
uygulanabilir.2>3° Dolayisiyla RT, bircok okiler ve orbital malignitenin yénetiminde

kritik bir tedavi yontemi olmaya glinimiizde de devam etmektedir.

Tablo 2.1. Kolaboratif Okiler Melanoma Calisma Grubu (COMS) prospektif
randomize ¢alismasinin sonuclari

Brakiterapi Eniikleasyon
5-yillik Melanom Spesifik Mortalite %10 %11
10-yillik Melanom Spesifik Mortalite %18 %17
12-yillik Melanom Spesifik Mortalite %21 %17

2.3. Okiiler Radyoterapi Uygulanmasina Bagh Ge¢ Doénem
Komplikasyonlar

Okdler, orbital maligniteler veya benign tiimdérler nedeniyle RT uygulanan tim
hastalar tedavilerinden sonraki uzun sireli izlemlerinde radyasyona bagl cesitli
komplikasyonlar agisindan risk altindadir. Radyasyon retinopatisi, katarakt,

neovaskiler glokom ve optik néropati bu komplikasyonlar arasinda sayilabilir.



Radyasyon retinopatisi okiiler RT sonrasinda en sik gorilen geg
komplikasyonlardan birisidir. Retinal vaskiiler yatakta radyasyona bagli gelisen
endotel hasari ile karakterize, ilerleyici ve okllziv bir vaskilopatidir. Retinal
damarlarin endotel hiicrelerindeki sinirli enzimatik tamir mekanizmalari, iyonizan
radyasyona bagli gelisen vaskilopati icin zemin olusturmaktadir.3® Klinik olarak
pamuk atilmis manzarasi, sert eksudalar, telenjektaziler, mikroanevrizmalar,
neovaskiilarizasyon, vitréz hemorajiler ve makiler 6dem ile kendini gosterebilir.3%33
Vakalarin tamamina yakininda retinopatinin oftalmoskop ile tespit edilebilen ilk
bulgusu mikroanevrizmalardir.3* Retinopati tedavi edilmedigi durumda kalici gérme
kaybi ile sonuglanabilir. Uveal melanom tedavisi amaciyla uygulanan plak
brakiterapisi sonrasinda radyasyon retinopatisinin goriilme orani 5 yilda %43 olarak
rapor edilmistir.3> Radyasyon makilopatisi ise retinopatinin makilayi ilgilendirdigi
tablolari tanimlamak igin kullanilan terimdir. Timoér boyutu ve kalnligl, radyasyon
dozu ve tiimdriin foveaya yakinligi, makulopati icin 6nemli risk faktorlerindendir.3637
Makilopati, RT’ye bagh okiiler komplikasyonlar arasinda en sik kalici gorme kaybina
yol acan komplikasyondur.3&3°

Radyasyona bagli gelisen katarakt, okiiler RT sonrasinda en sik gorilen geg
dénem komplikasyonlardan bir digeridir. COMS grubu, liveal melanom tedavisi
amaciyla uygulanan plak brakiterapisi sonrasi 5 yil icerisinde katarakt gelisme oranini
%83 olarak saptamistir.®® Fraksiyone uygulanan RT’de 4 Gy, tek fraksiyon uygulamada
ise 2 Gy gibi disitk radyasyon dozlarinda dahi kataraktogenezin basladigi
bilinmektedir.#! Katarakt her ne kadar radyasyonun esik deger doza sahip
deterministik bir etkisi olarak tanimlansa da, 0,5 Gy gibi olduk¢a diisiik radyasyon
dozlarinda dahi kataraktogenezin baslayabilecegi de literatiirde gdsterilmistir.3®
Lensin maruz kaldigi doz, anterior timor yerlesimi, ileri hasta yasi, mevcut olan
kontrolsliz hipertansiyon ve diyabetes mellitus, radyasyona bagl gelisen katarakt
riskini arttiran faktérlerdendir.*

Neovaskiler glokom, okiiler RT sonrasi %20’ye varan gorilme sikhgi ile bir

diger énemli komplikasyondur.#>*3 Altta yatan patofizyolojik mekanizma retinal

iskemiye ve oksidatif strese bagli olarak salgilanan proanjiojenik faktorler araciligiyla



godz ici basincin artmasidir.** Ozellikle iris yerlesimli (iveal melanomlara yénelik
uygulanan RT sonrasinda vaskiiler yataktaki iskemi ile indiklenen profilerasyon,
neovaskiler glokoma neden olabilir.3? Bircok ge¢ komplikasyon kendini gorme
keskinliginde azalma ile gosterirken, neovaskiiler glokom acil enilikleasyon gerektiren
agrili, kirmizi goz tablosuna neden olabilmesi agisindan dnemlidir.

Radyasyona bagl optik néropati ise genellikle optik sinir icin tanimlanmis olan
doz kisitlamalari asildiginda gézlenen, nadir ancak oldukga yikici bir komplikasyondur.
Genellikle 54 Gy Uzerindeki kimulatif dozlarda géralur.*

Bitin  bu ge¢ komplikasyonlarin  ortak sonucu olarak goérme
fonksiyonlarindaki bozulma, hastalarin hayat kaliteleri izerinde olumsuz bir etkiye
neden olmaktadir. COMS grubu, liveal melanom tedavisi amaciyla uygulanan plak
brakiterapisi sonrasi hastalarin %50’ye yakin bir oraninin ilk 3 yil igerisinde gérme

keskinliginde 6nemli derecede azalma yasadigini belirtmistir.4®
2.4. Okiiler Radyoterapiye Baglh Ge¢ Donem Komplikasyonlarin Yonetimi

Okiiler RT’ye bagh ge¢ donem komplikasyonlara yonelik tedavi edici
yaklasimlar invaziv olmayan veya minimal invaziv basit islemlerden enilkleasyona
kadar uzanan oldukca genis bir dagilima sahiptir. Katarakt veya kseroftalmi gibi
goreceli olarak daha az morbiditeye sahip komplikasyonlar basit oftalmolojik
yaklasimlar ile etkin bir sekilde tedavi edilebilirken, radyasyon retinopatisi,
neovaskiler glokom ve optik néropati gibi ciddi morbidite yaratan tablolarin yonetimi
ise daha karmasiktir. Lazer fotokoagiilasyon, fotodinamik terapi, periokiler veya
intraokiler cesitli farmakolojik ajanlarin enjeksiyonlari, oral pentoksifilin ve
hiperbarik oksijen tedavisi bu komplikasyonlarin yonetiminde sik kullanilan tedavi

secenekleridir.22324547
2.4.1. Lazer Fotokoagiilasyon

Lazer fotokoagilasyon 1940l yillarda kesfedilmesinin ardindan bircok
oftalmolojik hastalik icin siklikla kullanilmis bir tedavi yontemidir. Ozellikle diyabetik
retinopati ve makula 6demi tedavisinde onlarca yil boyunca ilk basamak tedavi olarak

kullanilmistir. Calisma mekanizmasina bakildiginda uygun dalga boyuna sahip yiiksek



yogunlukta bir lazer kaynagi ile hedef bolgeye uygulandiginda hiicre ve dokulara ait
protein icerikli yapilarda termal denatiirasyona yol acmasi yatmaktadir.?®4°
Fotokoaglilasyonun, okiiler RT'ye bagl gelisen bazi ge¢ donem komplikasyonlarin
ydnetimindeki rolii de gesitli arastirmalarda incelenmistir. Uveal melanom nedeniyle
plak brakiterapisi uygulanan ve radyasyon retinopatisi gelisen 45 hasta lizerinde
yapilmis bir ¢alismada, lazer fotokoagtilasyon tedavi yontemi ile hastalarin %64’Gnde
retinopatinin geriledigi izlenmistir.3” Ek olarak RT sonrasi heniiz retinopati gelismemis
ancak arka segment yerlesimli timor gibi cesitli nedenlerden dolayi retinopati
acisindan yiksek risk tasidigr distndlen 16 hastaya da profilaktik olarak lazer
fotokoagtilasyon islemi uygulanmis ve bu hastalarin %81’inde retinopati gelisiminin
engellendigi rapor edilmistir. Washington Universitesi’nde yapilan bir diger calismada
ise radyasyon retinopatisi nedeniyle panretinal fotokoagililasyon uygulanan
hastalarin gézlerinin %91’inde neovaskiilarizasyonun durdugu rapor edilmistir>. Plak
brakiterapisi sonrasinda okiler iskemi gelisen 20 hastadan 11’'ine panretinal
fotokoagtilasyon uygulandigl, 9’unun ise tedavisiz birakildigi bir retrospektif
calismada ise, neovaskiiler glokom gelisme oraninin fotokoagiilasyon uygulanan
hastalarda anlamli derecede azaldigi saptanmistirl. Sonug¢ olarak lazer
fotokoaglilasyon yontemi radyasyon retinopatisi ve makilopatisi gibi bazi ge¢ donem
komplikasyonlarin yonetiminde etkin bir tedavi secenegi olmakla beraber, rutin

profilaktik kullanimini destekleyecek literatir verileri sinirhidir.
2.4.2. Fotodinamik Terapi

Fotodinamik terapinin yasa bagl makiila dejenerasyonunun tedavisinde
kullanimi, Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Uygulamalari (FDA) tarafindan 2000
yilinda onaylanmistir. Temel uygulanis sekli, 1si8a duyarhlastirict bir ilag olan
verteporfinin intravendz uygulanmasini takiben goéze dusik glicte, uzun sireli
kizilotesi lazer uygulanmasi seklindedir. Neovaskiilarizasyon varhgr durumunda
verteporfin secici olarak retina ve koroidal patolojik damarlarda toplanir ve kizilotesi
radyasyon enerjisi tarafindan aktive edildiginde serbest radikallerin olusmasina
neden olur. Serbest radikaller ve lokal olarak artan immiin moddulasyon faktorleri ise

endotelyal hiicre hasarina ve vaskuler okllizyona neden olur. Radyasyon makulopatisi



nedeniyle fotodinamik terapi uygulanan doért hastanin tamaminda sert eksuda
formasyonunda azalma ve li¢ hastada gorme keskinliginde artis elde edildigi rapor
edilmistir2. Her ne kadar fotodinamik terapinin RT’ye bagh ge¢ dénem okiler
komplikasyonlar tzerindeki etkisine dair literatiir verisi oldukga sinirli olsa da, segili
hastalarin komplikasyonlarinin yonetiminde giindeme gelebilir. Profilaktik kullanimi

icin ise literatlrde herhangi bir veri bulunmamaktadir.

2.4.3. Kortikosteroidler

Kortikosteroidler cesitli okiler hastaliklarin tedavisinde siklikla kullanilmis
terapé6tik ajanlardandir. Terapotik etkilerindeki en temel mekanizmanin
antiinflamatuar etkileri oldugu diisiinlilmektedir. Kortikosteroidler selektin, integrin,
hicreler arasi adezyon molekili-1 (ICAM-1), timor nekroz faktéri (TNF), monosit
kemoatraktif protein-1 (MCP-1) gibi inflamatuar yolaklari gesitli seviyelerde inhibe
ederler.>® Kuvvetli antiinflamatuar etkilerine ek olarak anjiostatik etkileri de
bulunmaktadir. Bitin  bu mekanizmalar 1si8inda radyasyon retinopatisinin
tedavisinde  kortikosteroidlerin  kullanimi,  komplikasyonun  patogenezindeki
inflamatuar slrecgler distndldiginde olduk¢a cazip bir secenek olarak
gorinmektedir. Prospektif bir calismada, semptomatik radyasyon makiilopatisi
bulunan 31 hastada intravitreal enjeksiyon seklinde uygulanan triamsinolon asetonid
ile hastalarin %91’inin gorme keskinliginde iyilesme ve/veya stabilizasyon saglandigi
rapor edilmistir.>* Literatlirde intravitreal triamsinolon asetonidin radyasyon
makdilopatisi Uzerinde etkinligini destekleyen c¢ok sayida retrospektif calisma
sonuclarina da ulasmak mumkindir.3> Tekrarlayan enjeksiyonlara alternatif bir
secenek olarak intravitreal dekzametazon implant uygulanmasi da literatiirde glivenli
ve etkin bir tedavi secenegi olarak belirtiimektedir.>® Ancak intravitreal kortikosteroid
enjeksiyonunun kendisinin de bazi komplikasyonlara yol actigi bilinmektedir. Glokom,
katarakt, retinal ayrilmalar ve endoftalmi bu komplikasyonlar arasinda sayilabilir.>”>2
intravitreal uygulamanin potansiyel riskleri nedeniyle tasarlanan ve periokiiler
enjeksiyonun etkinliginin incelendigi randomize kontrolli bir ¢calismada toplam 163
hasta plak brakiterapisi sonrasinda gézlem veya profilaktik periokiler triamsinolon

asetonid enjeksiyon kollarina randomize edilmistir.>® Enjeksiyon kolundaki hastalara



plak brakiterapisi zamaninda, brakiterapiden sonra 4. ve 8. aylarda olmak Ulzere
periokiler triamsinolon asetonid enjeksiyonu uygulanmistir. Ortanca 18 aylik izlem
suresince enjeksiyon kolundaki hastalarda goézlem kolundaki hastalara kiyasla
makdiler 6demin anlamli derecede daha az goruldiigi ve gérme keskinliklerinin daha
iyi oldugu saptanmistir. Batlin bu veriler 1siginda kortikosteroidler radyasyona bagli
retinopatinin hem profilaksisi hem de tedavisinde etkin bir tedavi secenegi olarak
goriilse de, uzun donem kullanimlarinda gorilebilecek cesitli yan etkiler akilda

tutulmalidir.
2.4.4. Anti-VEGF ajanlar

Radyasyon retinopatisinin patogenezinde yer alan vaskilopati, endotel
hicrelerinin ve perisitlerin kaybi, mikroanevrizmatik siregler, vaskiler oklizyonlar
gibi faktorler retinal yatakta iskemiye neden olmaktadir. iskemik ortamda salinan
proanjiojenik faktorler ise neovaskiilarizasyonun indiklenmesine yol acar. Posterior
segment iskemisinin indUkledigi neovaskilarizasyon ozellikle ©6n kamarada
gerceklestiginde rubeosis iridis veya neovaskiiler glokom gibi ciddi komplikasyonlara
yol acabilir. Neovaskdlarizasyonun patogenezi oldukca karmasik ve henliz tam olarak
aydinlatilamamis olsa da, potent bir proanjiojenik faktor olan VEGF nin roliinin
oldukca fazla oldugu bilinmektedir. Anjiogenezi baskilayan bevacizumab,
ranibizumab, aflibercept gibi VEGF antagonisti ajanlar ile radyasyona bagh okdiler
komplikasyonlarin hem gorilme riskinin azaldigi hem de terapétik rollerinin olduguna
dair ¢ok sayida calismanin sonuclarina literatiirde ulasmak mimkuindir.®°
Bevacizumab esas olarak kolorektal kanserlerin tedavisinde kullanimiyla giindeme
gelmis, ardindan oftalmolojik kullanimi da giderek yayginlasmistir.?* Uveal melanom
nedeniyle proton demet tedavisi uygulanmasinin sonrasinda 24 hastaya profilaktik
intravitreal bevacizumab enjeksiyonunun uygulandigi bir retrospektif calismada,
kontrol grubundaki 44 hastaya kiyasla anterior segment neovaskilarizasyonu
gorilme oraninin intravitreal bevacizumab enjeksiyonu ile %36’dan %4’e
dusurildigi belirtilmistir.? Prospektif randomize bir ¢calismada ise tiveal melanom
nedeniyle RT uygulanmis olan ve radyasyon makuilopatisi gelisen 40 hasta lizerinde

intravitreal aflibercept enjeksiyonun roll incelenmis ve afliberceptin radyasyon



makulopatisi tedavisinde etkin bir tedavi yaklasimi olmakla beraber, en iyi sonuglar
icin devamli enjeksiyonlarin uygulanmasi gerektigi belirtilmistir.%®3 Sonuc olarak anti-
VEGF ajanlar radyasyon retinopatisi ve neovaskiler glokom gibi komplikasyonlarin

hem tedavisinde hem de profilaksisinde etkinlikleri kabul edilmis yaklasimlardir.
2.4.5. Diger Tedaviler

Hiperbarik oksijen tedavisi radyasyona bagl gelisen bir ¢cok ge¢ dénem
komplikasyon icin etkinligi gésterilmis bir tedavi yontemidir.%* Oftalmoloji alaninda
da vaskiilopatilerin, avaskiler skleral nekrozun, makiler 6dem gibi tablolarin
tedavisinde tercih edilebilmektedir. Ancak literatlirde okiiler RT’'ye bagh ge¢ dénem
komplikasyonlar tzerinde hiperbarik oksijen tedavisinin rollinii inceleyen ¢alismalar
olduk¢a sinirlidir. Gall ve ark.®>, tveal melanom nedeniyle plak brakiterapisi
uygulanmis olan bir hastada gelisen radyasyon retinopatisi ve optik néropatinin
tedavisinde hiperbarik oksijen tedavisi ile iki ayin sonunda hastanin gérme kalitesinde
ve fundus muayene bulgularinda iyilesme rapor etmislerdir. Diger yandan Ashby ve
ark.?®, RT ile es zamanl hiperbarik oksijen tedavisi uygulanmasinin iki tedavi
tekniginin muhtemel sinerjistik vazokonstriiktor etkisi nedeniyle retinal damarlarda
ciddi oklizyona yol actigini rapor etmislerdir. RT'ye bagh ge¢ donem okiiler
komplikasyonlar lzerindeki etkisi incelenen bir diger tedavi ajani ise fosfodiesteraz
enzim inhibitori olan pentoksifilindir. Pentoksifilinin, kuvvetli vazodilator etki
mekanizmasi nedeniyle RT’'ye bagh yumusak doku fibrozisi tedavisinde etkin bir
secenek oldugu bilinmektedir.%® Literaturde intrakranial timér tanisiile RT uygulanan
28 yasinda bir kadin hastada gelisen radyasyon retinopatisinin tedavisinde oral
pentoksifilinin roll rapor edilmistir.” Sekiz ay boyunca giinde 1200 mg dozunda oral
pentoksifilin uygulanan hastada sonugc olarak kapiller perflizyonun tamamen normale
dondigi ve gorme keskinliginin anlamli sekilde arttigi belirtilmistir. Ancak ne
hiperbarik oksijen tedavisinin, ne de pentoksifilinin RT'ye baglh okiler

komplikasyonlar tzerinde profilaktik etkisini inceleyen bir calisma bulunmamaktadir.
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2.5. Melatonin

Memeli organizmalarda melatonin sentezi esansiyel bir aminoasit olan
triptofanin, triptofan hidroksilaz enzimi ile 5-hidroksitriptofana déndstirilmesi ile
baslar.?® Olusan bu bilesik ise 5-hidroksitriptofan karboksilaz enzimi ile serotinine
dontsturdlir. N-asetiltransferaz enzimi ise serotinini N-asetilserotonine donistirr.
Son olarak ise asetilserotonin metiltransferaz enzimi araciligiyla melatonin sentezi
tamamlanir (Sekil 2.1). Melatoninin molekiler agirhgi 232.28 g/mol’dir ve kimyasal

formuli C13H1gN202’dir.8°

Triptofan

Triptofan hidroksilaz

5-hidroksitriptofan

5-hidroksitriptofan
karboksilaz

Serotonin

N-asetiltransferaz

N-asetilserotonin

Asetilserotonin
metiltransferaz

CH, ]
o  MELATONIN

"

\ (o)

CH,

NH

Sekil 2.1. Melatonin sentez basamaklari

Lerner ve ark.”® tarafindan ilk defa 1958 yilinda sigir epifiz bezinden elde

edilen melatoninin biyolojik etkileri ve olasi kullanim alanlariile ilgili olarak gliniimuize
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kadar ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Melatonin basta sirkadiyen ritim regilasyonu
olmak Uzere cesitli biyolojik fonksiyonlar izerinde diizenleyici etkilere sahip olmasina
ek olarak kuwvvetli bir serbest radikal temizleyici, immiin sistem modilatord,
antiinflamatuar ve onkostatik etkileri de bulunan endojen bir hormondur.”%72
Viicutta en fazla epifiz bezinden ve daha az siklikta olmak Uzere retinadan, lensten,
gastrointestinal mukozadan ve kemik iliginden salgilanir.”3-7

1990l yillarin baslarindan beri melatoninin serbest radikal temizleyici etkisi
sayesindeki radyoprotektor ve kemoprotektor etkileri ¢cok sayida preklinik ve klinik
calismada incelenmistir.””’® Dindar ve ark.’ calismasinda laringeal RT uygulanan
farelerde intraperitoneal 5 mg/kg dozunda melatonin enjeksiyonunun radyasyon
mukozitini anlamli derecede azalttig gosterilmistir. Bas boyun kanseri nedeniyle RT
uygulanan 40 hastanin incelendigi bir prospektif randomize klinik ¢calismada 20 mg
dozunda oral melatonin uygulanmasinin radyasyona bagli oral mukozitin siddetini
anlamli  dlgiide azalttigi  gosterilmistir'®>. Undeger ve ark.”? calismasinda
intraperitoneal 100 mg/kg dozunda melatonin enjeksiyonunun farelerde RT'ye bagli
DNA kirnig gelisme riskini anlaml derecede azalttigi gésterilmistir. Aricigil ve ark.*?
¢alismasinda ise boyun bolgesine yonelik RT uygulanan farelerde intraperitoneal 50
mg/kg dozunda uygulanan melatonin ile radyasyona bagh gelisen tiroid hasarinin
kontrol grubuna kiyasla daha az oldugu rapor edilmistir. Toplam sekiz makalenin dahil
edildigi bir sistematik derlemede melatoninin radyasyona bagl pnémonit ve akciger
fibrozisi Gizerinde de koruyucu etkileri oldugu belirtilmistir.8°

Melatoninin RT’ye bagh oksidatif stresi azaltmak vasitasiyla komplikasyonlari
Oonlemesine ek olarak anjiogenez lzerinde de etkisi olduguna dair veriler mevcuttur.
Lin ve ark.®! calismasinda melatoninin VEGF tarafindan indiiklenen endotelyal
projenitor hiicre anjiogenezisini baskiladigi ve dolayisiyla yasa bagli neovaskiler
makiler dejenerasyon (zerinde profilaktik bir roliniin olabilecegi belirtilmistir.
Gonzalez ve ark.?? calismasinda da benzer sekilde melatoninin anjiogenezisin cesitli
basamaklarinda etkili oldugu belirtiimistir. RT'ye bagh c¢esitli okller
komplikasyonlarin patogenezinde vyer alan iskemik sireclerin indikledigi

neovaskiilarizasyonun roli disunildiginde, melatoninin antioksidan etkisine ek
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olarak antianjiojenik etkisinin de bulunmasi RT’'ye bagh okiler komplikasyonlar
acisindan profilaktik bir rolii olabilecegi hipotezini kuvvetlendirmektedir.
Melatoninin radyasyona bagh ¢esitli uzun dénem komplikasyonlar Uzerinde
koruyucu etkileri oldugunu destekleyen ¢ok sayida ¢alisma mevcut olsa da, okiiler RT
uygulamasina spesifik ¢calismalar oldukca sinirhdir. Literatiirde sadece radyasyon ile
iliskili katarakt gelisimi Uzerinde melatoninin roliini inceleyen iki adet preklinik
calisma mevcut olup, retinopati, noropati, glokom gibi diger 6nemli okiler
komplikasyonlar tizerindeki rollinti inceleyen bir ¢calisma bulunmamaktadir. Karshoglu
ve ark.’® calismasinda farelerde tek fraksiyonda 5 Gy kranial RT uygulanmasi
sonrasinda 5 mg/kg dozunda melatoninin 10 glin boyunca intraperitoneal enjeksiyon
yontemiyle uygulanmasinin katarakt gelisimi UGzerindeki etkisi incelenmistir.
Gahsmanin sonuglarinda tek fraksiyonda uygulanan 5 Gy kranial RT ile lens dokusunda
reaktif oksijen tlirevlerinin arttigl, antioksidan enzimlerin ise azaldigi ve klinik olarak
katarakt formasyonunun gelistigi rapor edilmistir. Ancak intraperitoneal melatonin
uygulanan farelerde kontrol grubundan farkli olarak katarakt gelisimi saptanmamis
ayrica antioksidan enzim diizeyleri anlamli sekilde daha yiksek saptanmistir. Shirazi
ve ark.'® calismasinda da benzer sekilde kranial RT uygulanan farelerin lenslerinde
oksidan bir madde olan malondialdehit seviyesinin arttigi, antioksidan bir madde olan
glutatyonun ise azaldigl rapor edilmesine ragmen, intraperitoneal melatonin
enjeksiyonu uygulanan farelerde bu maddelerin normal sinirlarda kaldigi rapor
edilmistir. Melatoninin RT iliskili oktiler komplikasyonlar izerindeki etkisi bakimindan
literatlr oldukga kisith olsa da bu iki preklinik ¢alismanin sonuglari, yliksek derecede
radyoduyarh bir doku oldugu bilinen lenste dahi radyasyona bagh oksidatif stresin
melatonin ile azaltilabilecegine dair kanit olusturmaktadir. Sonug olarak RT’ye bagh
okiler komplikasyonlarin patogenezindeki iskemik ve oksidatif siirecler géz 6niinde
bulunduruldugunda melatoninin bu komplikasyonlar izerindeki muhtemel profilaktik
olumlu etkileri umut vaad eden ve arastiriimaya acik bir konu olarak gériinmektedir.
Bu calismada okiiler RT uygulanmasinin ardindan intravitreal bevacizumab ve
melatonin enjeksiyonlarinin RT’ye bagh okiiler komplikasyonlar lizerindeki profilaktik

etkilerinin incelenmesi amaciyla deneysel bir hayvan modeli olusturulmustur.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Popiilasyonu ve Ozellikleri

13

Deney popllasyonu igin insan gézliine anatomik ve fizyolojik benzerligine ek

olarak farelere ve kobaylara kiyasla gdz-viicut oraninin daha buyik olmasi nedeniyle

oftalmolojik arastirmalarda siklikla tercih edilen bir memeli tiirii olan tavsan modeli

tercih edilmistir.23 Bu amacla 6 aylik ve 3 kg agirhginda 12 adet erkek, saghkli Yeni

Zelanda albino tavsan calisma protokoliine dahil edilmistir. Calisma protokoli Sekil

3.1'de Ozetlenmistir. Calismamiz KOBAY DHL A.S. Yerel Etik Kurulu tarafindan

04.07.2023 tarihinde onaylanmistir.

Yeni Zelanda Albino tavsan (n=12)
Bilateral bulbus okulilere 1 x 30 Gy RT

) y

1-6 numara arasi tavsanlar 7-12 numara arasi tavsanlar

/ /,f /Hy‘

4 4 et
Sol goz Sag goz Sol géz
Bevacizumab DMSO + PBS Melatonin
(1.25 mg/0.05 mL) (0.05 mL) (300 mcg/0.05 mL)

U U

Alt1 hafta izlem ve bilateral eniikleasyon

Sekil 3.1. Calisma protokolii



14

3.2 Radyoterapi Planlanmasi ve Uygulanmasi

Denekler 6ncelikle birden 12’ye kadar numaralandirilmig ve bir numarali
denek RT similasyonu igin kullanilmistir. Similasyon asamasinda optimal
immobilizasyonun saglanabilmesi amaciyla intramuskuler %2 ksilazin (5 mg/kg) ve
%10 ketamin (35 mg/kg) enjeksiyonu ile genel anestezi uygulanmistir. Anestezinin
ardindan prone pozisyonunda, GE™ Brightspeed Bilgisayarli Tomografi (BT) cihazi ile

0.625 mm kesit kalinligina sahip simtlasyon BT ¢ekilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Similasyon bilgisayarli tomografisi ¢ekimi

Hedef hacim konturlamasinda bilateral bulbus okdliler klinik hedef hacim
(CTV) olarak konturlanmistir (Sekil 3.3). Konturlamanin ardindan her iki CTV’ye
yonelik tek fraksiyonda 30 Gy radyasyon dozu regetelendirilmistir. Tedavi planlamasi
ve doz optimizasyonu icin RayStation™ (RaySearch Lab., Stokholm, isveg) tedavi

planlama sistemi kullaniimigtir (Sekil 3.4 ve Sekil 3.5).



Sekil 3.3. Radyoterapi hedef hacimleri (Kirmizi: klinik hedef hacim)

Sekil 3.4. Radyoterapi plani (Sari: %95’lik izodoz, yesil: %50’lik izodoz)
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Sekil 3.5. Radyoterapi doz-volim histogrami (Kirmizi: klinik hedef hacim, yesil:
eksternal kontur)

RT uygulanmasindan o©nce deneklerin optimal immobilizasyonlarinin
saglanabilmesi amaciyla intramuskiler %2 ksilazin (5 mg/kg) ve %10 ketamin (35
mg/kg) enjeksiyonu araciligiyla genel anestezi uygulanmistir. Planlanmis olan RT’nin
uygulanmasi icin Elekta Versa HD™ lineer akseleratér cihazi kullanilmistir. RT’ye
baslamadan once, lineer akselerator Unitesinde bulunan “cone-beam’” BT ile ile
deneklerin bas ve gz pozisyonlari dogrulanmis ve pozisyonu uygun olan deneklerde
Isinlama islemine baslanmistir. RT volimetrik moddle ark tedavisi (VMAT) teknigi ile
uygulanmistir. RT sirasinda deneklerin vital fonksiyonlari, tedavi cihazi lnitesinde

bulunan kamera araciliglyla kumanda odasindan devamli olarak izlenmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Deneklerin radyoterapi sirasinda izlemi
3.3. ilaglarin Hazirlanmasi

Calismamizda tercih edilen melatonin dozu ve formilasyonu belirlenirken
literatiirdeki veriler dikkate alinmistir (Tablo 3.1)%%. Yilmaz ve ark.®¥nin
calismasinda 50 ile 150 mcg/kg dozunda intravitreal olarak uygulanan melatoninin
kobaylarda herhangi bir okiler hasara yol agmazken, 200 mcg/kg dozunda retinal
ganglion hicrelerinin kaybina ve retinal 6deme neden oldugu belirtilmistir. Benzer
sekilde Tao ve ark.®¥nin calismasinda 100-300 mcg/kg dozunda intravitreal olarak
uygulanan melatonin ile farelerde fotoreseptor hiicreler lzerinde veya goérme
keskinliginde olumsuz bir etki gézlenmezken, 400-500 mcg/kg dozlarinda retinal
kompartmanda harabiyete yol agtigi belirtilmistir. Bu nedenle galismamizda 100

mcg/kg dozunda melatoninin intravitreal olarak uygulanmasina karar verilmistir.
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Tablo 3.1. intravitreal melatonin enjeksiyonunun incelendigi calismalar

Melatonin
Yazar (yil) Denek Bulgular
Hazirlanisi
%5 Dimetil
Tao ve ° Guvenli doz aralig1 100-300 mcg/kg.
stlfoksit & .
ark.84 320 fare 400-500 mcg/kg doz araliginda
Fosfat . ..
(2020) retinal hasar ve gérmede bozulma.
tamponlu salin
iyatrojenik retinal dejenerasyonda
ve oksidatif stres belirteg
dizeylerinde azalma, antioksidan
%5 Dimetil belirtec diizeylerinde artis.
Li ve ark.8¢ stlfoksit &
280 fare
(2019) Fosfat 150-250 mcg/kg doz araliginda, 50-
tamponlu salin 100 mcg/kg dozlarina kiyasla
azalmis fotoreseptor
dejenerasyonu, apoptoz indeksi,
gorme keskinliginde azalma.
Guvenli doz arahgi 50-150 mcg/kg.
Yilmaz ve 3 uvent doz '8! e/ke
Ak 55 35 saglikls Saf etanol & 200 mcg/kg dozunda retinal
(2004) kobay Fizyolojik salin ganglion hiicre kaybi ve retinal

odem.

ila¢ hazirlik asamasinda melatonin (Sigma Chemical, St. Louis, MO), %5’lik

Dimetil siilfoksit (DMSO) icerisinde ¢ozlindiriilmis ve daha sonra 0.05 mL’de 300

mcg melatonin konsantrasyonu saglanacak sekilde fosfat tamponlu salin (PBS) ile

dilGe edilmistir. Bevacizumab icin ise literatirde radyasyon makiilopatisi tedavisinde

en sik kullanilan doz olan 1.25 mg/0.05 mL dozu tercih edilmistir.88 Deneklerin

melatonin veya bevacizumab uygulanmayacak olan sag gozleri icin ise 0.05 mL

hacminde, melatonin grubundaki deneklerin sol gozleri ile esit konsantrasyona sahip
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DMSO ve PBS soliisyonu hazirlanmistir. Elde edilen sollisyonlar intravitreal enjeksiyon

zamanina kadar +4 derece ortam sicakliginda muhafaza edilmistir.
3.4. intravitreal Enjeksiyon

RT uygulanmasindan hemen sonra heniiz genel anestezi tesiri altinda olan
deneklerin steril blefarosta ile palpebral acikliklari saglanmis ve konjonktival
ylzeylerine bir birim %10 povidon iyot ve dokuz birim serum fizyolojikten olusan
dezenfektan solliisyon damlatiimistir.

Dezenfeksiyonun ardindan sklerokorneal limbustan itibaren 1 mm’lik mesafe
goz pergeli ile isaretlenmis ve bu noktadan 90 derece agi ile intravitreal enjeksiyon
uygulanmistir (Sekil 3.7). Birden altiya kadar numaralandirilmis olan deneklerin sol
gozleri bevacizumab grubuna, yediden onikiye kadar numaralandirilmis olan
deneklerin sol gozleri ise melatonin grubuna dahil edilmistir. Sadece DMSO ve PBS
solliisyonu enjekte edilen sag gozler ise kontrol grubunu olusturmustur. Enjeksiyon
icin 30 gauge kalinliga sahip steril igne ucu kullaniimis ve enjeksiyon 20 saniye
icerisinde yavasca uygulanmistir. Enjektorin geri ¢cekilmesi esnasinda ilag refliislini
engellemek amaciyla steril pamuklu eklivyon cubugu ile skleral igne giris yerine 5
saniye boyunca hafif siddette kompresyon uygulanmistir. Enjeksiyon sonrasinda
gelisebilecek olasi enfeksiy6z komplikasyonlari 6nlemek amaciyla deneklerin okiler
ylzeylerine islem glini de dahil edilecek sekilde toplam 5 giin boyunca tobramisin

icerikli topikal g6z damlasi damlatiimistir.
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Sekil 3.7. intravitreal enjeksiyon
3.5. Bakim, Besleme ve Takip

Deneklere RT ve intravitreal enjeksiyon uygulandiktan sonraki takip periyodu
belirlenirken literatlir baz alinmistir. Literatirde tavsanlar 6zelinde radyasyon
maruziyeti sonrasi retinopati gelisme zamani ile ilgili bir veri bulunmamakla birlikte,
domuz, fare, kobay, kedi ve kopek ¢alismalarinin cogunda RT uygulamasindan sonraki
ilk ay igerisinde retinal degisikliklerin basladigi ve Ug¢ yilin Gzerinde takibi yapilan
deneklerde dahi retinal anevrizma gibi bazi ge¢ donem komplikasyonlarin gérilmeye
devam ettigi belirtilmistir.8° Bu nedenle calismamizdaki deneklerin, RT ve intravitreal
enjeksiyon uygulanmasinin ardindan alti hafta boyunca izlenmeleri kararlastiriimistir.

izlem siiresi boyunca denekler 22-24 °C’lik oda sicakliginda, 12 saat giin I1SIgI
ve 12 saat karanlk olacak sekildeki kosullarda barindiriimistir. Tim deneklerin ad-
libitum beslenmeye uygun olacak sekilde stirekli olarak yiyecek ve suya ulasimi 6 hafta
boyunca laboratuar kosullarinda saglanmistir.

Takip siiresi boyunca denekler haftalik olarak muayene edilmistir. Muayeneler
sirasinda deneklerin genel durumlari, cilt reaksiyonlari ve ylzeyel okiler yapilari
degerlendirilmistir. Ek olarak alti haftalik takip sliresinin sonunda, enikleasyon
oncesinde, indirekt oftalmoskop ile fundus muayenesi de yapilmistir. Fundus
muayenesi oncesinde pupiller dilatasyon saglamak amaciyla deneklerin gozlerine

topikal olarak %1’lik siklopentolat hidroklorid ve %0.5’lik tropikamid uygulanmistir.
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Muayene sireci biten deneklerde enukleasyon ve sakrifikasyon asamasina

gecilmistir.

3.6. Eniikleasyon ve Sakrifikasyon

Toplam 6 haftalik takip sliresinin ardindan tim deneklere genel anestezi ile
insani sonlandirma yapildiktan sonra her iki gdzlin optik sinir proksimalinden bilateral
enlklasyon uygulanmistir. Eniiklee edilen gozlerde sklerotomi ile vitroz siviya
ulasiimis ve 1 cc hacimli steril enjektorler ile vitréz sivi aspire edilmistir (Sekil 3.8 ve
Sekil 3.9). Vitroz sivi aspirasyonu sonrasinda optik sinir etrafindan yaklasik 3 cm ¢apa
sahip retinal 6rnekler alinmistir. Vitroz sivi 6rnekleri, denek numarasi ve érnek alinan
goze gore 1L, 1R, ... 12L ve 12R seklinde isimlendirilmis eppendorf tiplerine transfer
edildikten sonra hizlica sogutulmus ve laboratuvar islemlerine kadar -80°C’de

muhafaza edilmistir.

Sekil 3.8. Sklerotomi islemi
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Sekil 3.9. Vitroz sivinin aspirasyonu
3.7. Oksidatif Stres Diizeylerinin incelenmesi

Vitroz sivinin iyonizan radyasyon maruziyeti sonrasinda protein ekspresyon
dizeylerinin degiskenlik gostermesi nedeniyle 6rneklerdeki toplam antioksidan (TAS)
ve toplam oksidan (TOS) degerleri, protein miktarlarina béliinerek gruplar arasinda
karsilastirilmistir®®. Vitrdz sivilardaki toplam protein miktari bikinkoninik asit (BCA)
protein tayin kiti (A.B.T. Biosciences, Kat. No. P011) prosediriince degerlendirilmistir.

BCA analizi i¢in dokuz farkli konsantrasyona sahip (0, 25, 125, 250, 500, 750,
1000, 1500 ve 2000 pg/ml) standart ¢ozelti hazirlanmistir. Doksanalti kuyucuklu
plakaya her standart ¢ozelti ve 6rnekten 20 uL eklenmistir. Her kuyucuga 200 uL BCA
calisma reaktifi eklenmistir (BCA calisma reaktifi 50 kisim reaktif A ve 1 kisim reaktif
B). Plaka 30 saniye sireyle yatay calkalayicida karistirilmistir. Daha sonra plaka 37
°C'de 30 dk inkibe edilmistir. Plakanin oda sicakligina sogutulmasini takiben 562
nm’de absorbans 6lciimi yapilmistir. Standart derisimlerine denk gelen absorbanslar
ile standart dogru cizilerek, dogrunun denkleminden 6rnek derisimleri belirlenmistir.

Toplam Antioksidan Durumu (TAS) olctimleri icin TAS kolorimetrik test kiti
(Elabscience, Kat. No. E-BC-K801-M) dUretici firmanin yonergeleri dogrultusunda

spektrofotometrik 6lgiim yapilarak kullaniimistir. Bu yontemin prensibi 2,2'-azino-di-
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(3-etilbenzotiyazolin-siilfonat) (ABTS®) bilesiginin oksidan bilesik varliginda stabil
yesil renkli ABTS+ radikal katyonuna okside olmasina, bu radikalin de antioksidanlarin
varliginda renksiz ABTS'ye indirgenebilmesine dayanmaktadir. Ornegin TAS degerleri
660 nm’de absorbansin dlglilmesi ile belirlenir. Standartlar 6 farkli konsantrasyonda
(0, 0.4, 0.8, 1.2, 1.4, 1.6 mmol/L) olacak sekilde kit icerisindeki 2 mmol/L stok
¢ozeltinin %60 etanol ile seyreltilmesiyle hazirlanmistir. 96 kuyucuklu plakaya her
standart ve ornek 10 pL eklenmistir. Her birinin Gzerine 200 uL tampon c¢ozelti
eklenerek 660 nm’deki absorbans 6l¢iilmiis, sonuglar Al olarak kaydedilmistir. Olgiim
sonrasinda her bir kuyucuga 20 uL kromojenik ajan eklenip karistirilmistir. Plaka 37°'C
de 5 dk inkiibe edildikten sonra 660 nm’de tekrar absorbans olciimustir. Sonugclar
A2 olarak kaydedilmistir. Standart absorbanslari A1-A2 olarak hesaplanarak standart
egri cizilerek denklemi belirlenmistir. Ornek absorbanslari elde edilen denklemde
yerine koyularak &rnek derisimleri hesaplanmistir. Orneklerdeki TAS degerleri
(mmol/L) ilgili 6rnege ait total protein tayini sonucuna bolunerek TAS/protein
(mmol/g) seklinde hesaplanmistir.

Toplam Oksidan Durumu (TOS) olciimleri icin TOS kolorimetrik test kiti
(Elabscience, Kat. No. E-BC-K802-M) duretici firmanin yonergeleri dogrultusunda
spektrofotometrik olciim yapilarak kullanilmistir. Bu yontemin prensibi asit kosullar
altinda 6rnekteki oksidan materyalin Fe+2 iyonunu Fe+3 iyonuna oksitlemesi, Fe+3
iyonunun ksilenol turuncusuna yilksek oranda baglanarak mavi-mor kompleks
olusturmasidir. Cozelti pH 2-3 araliginda 590 nm’de absorbans verir. Standartlar 8
farkl konsantrasyonda (0, 1, 10, 20, 40, 50, 80, 100 umol/L) olacak sekilde kit
icerisindeki 200 umol/L hidrojen peroksit stok ¢ozeltisinin saf su ile seyreltilmesiyle
hazirlanmistir. 96 kuyucuklu plakaya her standart ve 6rnek 20 uL eklenmistir. Her
birinin Uzerine 200 pL kromojenik ajan eklenmistir. Daha sonra 590 nm’deki
absorbans &lciilmis, sonuglar Al olarak kaydedilmistir. Olciim sonrasinda her bir
kuyucuga 50 pL substrat eklenip karistirilmistir. Plaka 37'C de 5 dk inkiibe edildikten
sonra 590 nm’de absorbans okunmustur. Sonuglar A2 olarak kaydedilmistir. Standart
absorbanslari A2-A1 olarak hesaplanarak standart dogru cizilerek denklemi

bulunmustur. Dogru denkleminde 6rnek absorbanslari (A2-Al) yerine koyularak
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ornek derisimleri hesaplanmistir. Orneklerdeki TOS degerleri (mmol/L) ilgili 6rnege
ait total protein tayini sonucuna bolunerek TOS/protein (mmol/g) seklinde
hesaplanmistir.

Oksidatif stres indeksi (OSi), redoks dengesinin kapsamli sekilde
degerlendirmesi icin kullanilir ve yiizde TOS/TAS orani olarak tanimlanir®. Her bir

ornek icin TOS/TAS*100 formiilii kullanilarak OSi hesaplanmustir.

3.8. Histopatolojik incelemeler

Elektron mikroskobunda yapilacak incelemeler igin ayrilan retinal ornekler
denek numarasi ve 6rnek alinan tarafa uygun sekilde numaralandirilmis ve %3
gluteraldehit soliisyonu iceren eppendorf tiipleri icerisine alinmistir ve 4°C sicakhkta
48 saat bekletildikten sonra gluteraldehit icerisinden tampon ¢6zelti icerisine transfer
edilerek fikse edilmistir. incelemeye kadar tampon ¢ozelti icerisinde 4°C sicaklikta
bekletilmistir. inceleme 6ncesinde doku 6rnekleri 24 saat boyunca perfiizyon
sollisyonunda tutulmus, 1 saat slireyle %2 OsO4 fosfat tamponu ile post-fikse edilmis
ve ardindan alkol ile seri dehidrate edilmistir. Araldite gomuldikten sonra, ultratome
kullanilarak 1-2 pum yari-ince kesitler elde edilmis, toluidin mavisi ile boyanmig ve 151k
mikroskobu kullanilarak gérintiilenmistir. Isik mikroskobisi incelemeleri sonucunda
ince kesitlerin alinacagi yerler belirlenmistir. Ayni ultratome kullanilarak uranil asetat
ve kursun sitrat ile kontrast boyanmis 60-90 nm kalinliginda kesitler elde edilmistir.
Elde edilen bu kesitler (HITACHI HT7800 120KV TEM) transmisyon elektron

mikroskobu araciligi ile gériintiilenmistir. incelemeler 20.000 biyiitme ile yapilmistir.

3.9. istatistiksel Analizler

istatistiksel analizler igin Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) 23.0
(IBM, Armonk, New York, Amerika Birlesik Devletleri) yaziimi kullanilmistir.
Eslestirilmis 6rneklem t testi, normal dagilim gésteren bagiml degiskenler arasindaki
farki degerlendirmek icin kullanilmistir. Bagimsiz degiskenler arasindaki farki
degerlendirmek icin ise bagimsiz 6rneklem t testi tercih edilmistir. Normal dagilim
gostermeyen bagimh degiskenler arasindaki farki belirlemek igin Wilcoxon testi

kullanilirken, bagimsiz degiskenler arasindaki farki degerlendirmek icin Mann
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Whitney U testi tercih edilmistir. Tim analizlerde p < 0.05 degeri istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Fizik Muayene Bulgulan

Deneklerin RT uygulamasindan sonra yapilan haftalik fizik muayene bulgulari
Tablo 4.1’te 6zetlenmistir. Birinci hafta muayenesinde deneklerin %42’sinde izlenen
bilateral konjonktival ve skleral hiperemi disinda herhangi bir erken dénem bulgusu
izlenmemistir. ikinci hafta muayenesinde, birinci hafta muayenesinde hiperemi
gozlenen tim deneklerde hipereminin regrese oldugu izlenmistir. Ancak deneklerin
%33’linde bilateral periorbital 6dem ve alopesi bulgularinin gelismeye basladigi
izlenmistir (Sekil 4.1). Uglincii hafta muayenesinde bilateral periorbital édem ve
alopesinin hem gorilme sikhginin (%58) hem de siddetinin arttig izlenmistir (Sekil
4.2). Dordinci hafta muayenesinde bilateral periorbital 6dem ve alopesinin goriilme
sikligi artarken (%75), siddetinin azaldigi izlenmistir. Besinci ve altinci haftalarda ise
bilateral periorbital 6dem ve alopesinin hem sikliginin hem de siddetinin dérdinci
hafta muayenesinde goére stabil oldugu izlenmistir (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).

Konjonktival hiperemi, periorbital 6édem ve alopesi gozlenme oranlar
intravitreal bevacizumab ve melatonin enjeksiyonu uygulanan sol gozler icin sirasiyla
%50 ve %33 (p=0.55), %66 ve %50 (p=0.57), ve %83 ve %66 (p=0.52) olarak
saptanmistir. Tum bulgularin bilateral olarak benzer siddette izlenmesi nedeniyle, sag
ve sol gozler arasinda enjeksiyon grubundan bagimsiz olarak anlamli bir farklilk

saptanmamistir.
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Tablo 4.1. Haftalik fizik muayene bulgulari

HAFTA BULGULAR DENEKLER

Bilateral konjonktival hiperemi
1 1,2,4,7,12
(n=5, %42)

Bilateral periorbital alopesi ve 6dem
2 1,2,8,12
(n=4, %33)

Bilateral periorbital alopesi ve 6dem
3 1,2,4,6-8, 12
(n=7, %58)

Bilateral periorbital alopesi
4 1-4,6, 8, 10-12
(n=9, %75)

Bilateral periorbital alopesi
5 1-4, 6, 8, 10-12
(n=9, %75)

Bilateral periorbital alopesi
6 1-4,6, 8,10-12
(n=9, %75)

Sekil 4.1. ikinci haftada izlenen periorbital 6dem ve alopesi



Sekil 4.3. Dordiincl haftada siddeti azalan periorbital 6dem ve artan alopesi
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Sekil 4.4. Besinci haftada izlenen stabil periorbital 6dem ve alopesi

Altinci haftanin sonunda yapilan fundus ve lens muayenesi bulgulari Tablo
4.2’de Ozetlenmistir. Deneklerden 8 numara, altinci hafta muayenesinden 6nceki
hafta genel durum bozuklugu gelismesi nedeniyle erken sakrifiye edilmis ve volvulus
nedeniyle genel durum bozuklugunun gelistigi izlenmistir. Bu nedenle 8 numaral
denek igin fundus ve lens muayeneleri yapilamamis, elektron mikroskobisi incelemesi
icin gerekli dokular temin edilememis ancak oksidatif stres belirteclerinin
incelenebilmesi igin vitroz sivi temin edilebilmistir.

Toplam 11 denek ve 22 go6zin altinci haftada yapilan muayene bulgularina
gore bevacizumab grubundaki iki gozde (%33), melatonin grubundaki li¢ gbzde (%60)
ve kontrol grubundaki dort gbzde (%36) posterior subkapsiiler katarakt (PSK) gelistigi
izlenmistir (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).

Bevacizumab grubundaki ¢ gézde (%50), melatonin grubundaki iki gézde
(%40) ve kontrol grubundaki alti gozde (%55) retinada pamuk atilmis manzarasi
izlenmistir (Sekil 4.7).

Melatonin grubundaki bir gézde (%20) sert eksuda formasyonu, kontrol

grubundaki bir gozde ise (%9) mikroanevrizma gelisimi izlenmistir (Sekil 4.8).
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Tablo 4.2. Altinci haftada yapilan fundus ve lens muayenesi bulgulari

DENEK SOL GOz SAG GOz
1 Normal Normal
2 PSK PSK
3 Normal Normal
4 Atlmis pamuk manzarasi, PSK Atilmis pamuk manzarasi
5 Atilmis pamuk manzarasi Atilmis pamuk manzarasi
6 Atilmis pamuk manzarasi Atilmis pamuk manzarasi
7 PSK Normal
8 - -
9 Atilmis pamuk manzarasi Atilmis pamuk manzarasi
10 PSK Atilmis pamuk manzarasi, PSK
11 Sert eksuda, PSK Mikroanevrizma, PSK
12 Atilmis pamuk manzarasi Atilmis pamuk manzarasi, PSK

Altinci haftada gerceklestirilen muayene bulgularindan higbirinin melatonin,
bevacizumab ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamh farkhlik

gostermedigi izlenmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Altinci haftada yapilan muayene bulgularinin oranlarinin gruplar arasindaki
karsilastirilmasi

Bevacizumab | Melatonin | Kontrol p

Posterior Subkapsiiler Katarakt 2 (%33) 3 (%60) 4 (%36) | 0.6
Atilmis Pamuk Manzarasi 3 (%50) 2 (%40) 6 (%55) | 0.8
Sert Eksuda Formasyonu 0 (%0) 1(%20) 0(%0) | 0.1

Mikroanevrizma 0 (%0) 0 (%0) 1(%9) | 0.5




Sekil 4.6. Posterior subkapstler katarakt (10 numarali denek)
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Sekil 4.8. Retinal mikroanevrizmalar (11 numarali denek)
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4.2.

Oksidatif Stres Diizeylerine iliskin Bulgular
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Entkleasyon sonrasi aspire edilen vitrdz sivi érneklerinin absorbanslari ve

orneklerdeki toplam protein derisimleri Tablo 4.4’te yer almaktadir. Vitroz sivilara ait

TAS/protein, TOS/protein, ve OSi degerleri ise Tablo 4.5’te yer almaktadir.

Tablo 4.4. Vitroz sivi 6rneklerinin toplam protein derisimleri

Ornek Absorbans Seyreltme Faktorii Derisim (g/L)
1R 0,406 10 3,63
1L 0,2035 10 1,09
2R 1,118 10 12,53
2L 1,1945 10 13,48
3R 0,267 10 1,89
3L 0,844 10 9,10
4R 0,2135 10 1,22
4L 1,049 20 23,33
5R 0,2225 10 1,33
5L 0,291 10 2,19
6R 0,5605 10 5,56
6L 0,213 10 1,21
7R 0,2965 10 2,26
7L 0,5315 10 5,19
8R 0,6855 20 14,24
8L 0,233 10 1,46
9R 0,212 10 1,20
oL 0,2785 10 2,03

10R 0,2055 10 1,12
10L 0,6605 20 13,61
11R 0,353 10 2,96
11L 0,438 10 4,03
12R 0,2505 10 1,68
12L 0,3635 10 3,09
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Tablo 4.5. Vitroz sivi 6rneklerinin TAS/protein, TOS/protein ve OSi degerleri

Ornek TAS/protein (mmol/g) TOS/protein (mmol/g) osi
1R 0,127 0,008 6,29
1L 0,229 0,033 14,41
2R 0,126 0,003 2,38
2L 0,047 0,002 4,25
3R 0,118 0,025 21,18
3L 0,027 0,004 14,81
4R 0,542 0,022 4,05
aL 0,066 0,002 3,03
5R 0,331 0,028 8,45
5L 0,144 0,022 15,27
6R 0,042 0,008 19,04
6L 0,062 0,036 58,06
7R 0,214 0,012 5,60
7L 0,064 0,006 9,37
8R 0,122 0,002 1,63
8L 0,156 0,023 14,74
9R 0,061 0,031 50,81
oL 0,123 0,018 14,63

10R 0,042 0,042 100,00
10L 0,072 0,006 8,33
11R 0,199 0,011 5,52
11L 0,169 0,008 4,73
12R 0,194 0,016 8,24
12L 0,199 0,008 4,02

Kontrol, bevacizumab ve melatonin gruplarina ait ortalama TAS/protein
(p=0.364) ve TOS/protein (p=0.685) degerleri acisindan gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlaml bir farklihk olmadigi izlenmistir.
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Gruplar arasindaki OSi degerleri Sekil 4.9'de grafiksel olarak gdsterilmistir.
Gruplar arasindaki ortalama OSi degerleri karsilastirildiginda en diisiik degerin sayisal
olarak melatonin grubuna ait vitroz sivilarda oldugu saptansa da, bu bulgu istatistiksel

anlamliliga ulasmamistir (p=0.827).

20
15
10
5
0
Kontrol Bevacizumab Melatonin
0Si (ortalama) 19.4 18.3 9.3

Sekil 4.9. Farkli uygulama gruplarina ait ortalama OSi degerlerinin grafigi
4.3. Elektron Mikroskobisi Bulgulari

Deneklerin sag gozlerinden olusan kontrol grubuna ait retina dokularinin
elektron mikroskobisi ile incelemelerinde iyonizan radyasyon maruziyetine bagli
olarak hem vaskiiler ¢atida hem de noral tabakalarda ciddi yapisal hasar gelistigi
izlenmisgtir.

Retina kapiller damarlarina ait endotel hiicrelerinde incelme, perivaskiiler
sahalarda kollajenizasyon artisi, bazal laminada kalinlasma, perisit sayisinda azalma

ve perisitlerde intrasitoplazmik 6dem sahalari Sekil 4.10’da goriilmektedir.
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Sekil 4.10. Kontrol grubuna ait hasarli retina dokusunun elektron mikroskobi
gorintisi (5 pum)

Bu gruptaki noral dokularin incelenmesinde stratum noérofibrarumdaki
aksonlarin miyelinlerinde sisme ve myelin lamelasyonlarinda artis (Sekil 4.11), akson
genisliginde azalma, dis pleksiform tabakada vakuolizasyon (Sekil 4.12) ve

cekirdeklerde kiimelesme izlenmistir.

Sekil 4.11. Kontrol grubuna ait hasarli aksonlarin elektron mikroskobi goriintlsi (2
um)
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vakuolizasyon (20 um)

Bevacizumab grubuna ait dokularin elektron mikroskobisi incelemelerinde
retinal kapiller damarlardaki perisit sayisinin ve endotel yapisinin normal oldugu
izlenmistir (Sekil 4.13). Ancak perivaskiiler sahada kollajenizasyon artisi ve yer yer

orta derecede 6demli aksonal yapilar izlenmistir (Sekil 4.14).

Sekil 4.13. Bevacizumab grubuna ait normal retina dokusunun elektron mikroskobi
goruntlsu (2 um)
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R

Sekil 4.14. Bevacizumab grubuna ait normal retina ve 6demli aksonlarin elektron
mikroskobi goriintisi (2 um)

Melatonin grubuna ait dokularin elektron mikroskobisi incelemelerinde ise
normal yapida perisit ve endotel hiicreleri iceren kapiller damarlar izlenmistir (Sekil
4.15). Perivaskiiler sahada kollajenizasyon goézlenmemistir. No6ral dokularin
incelenmesinde normal kalinliga ve myelin tabakaya sahip aksonlar izlenmis olup,
aksonal 6dem bulgularinin diger gruplara kiyasla daha az oldugu izlenmistir (Sekil

4.16).

Sekil 4.15. Melatonin grubuna ait normal retina dokusunun elektron mikroskobi
goriintisi (2 um)
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Sekil 4.16. Melatonin grubuna ait normal aksonlarin elektron mikroskobisi (2 um)

Sonuc¢ olarak kontrol grubuna ait dokularin elektron mikroskobisi
incelemelerinde hem retinal kapiller damarlarda, hem de aksonal yapilarda
radyasyon maruziyeti ile iliskili siddetli yapisal hasar gelistigi saptanmistir.

Bevacizumab grubuna ait dokularin elektron mikroskobisi incelemelerinde
retinal kapiller damarlarin yapisi biylik oranda korunmus olmakla beraber, aksonal
yapilarda radyasyon maruziyetine sekonder orta derecede 6dem gelistigi
saptanmistir.

Melatonin grubuna ait dokularin elektron mikroskobisi incelemelerinde ise
retinal kapiller damarlarin yapisi bliyik oranda korunmus ve aksonal 6dem bulgulari

minimal olarak izlenmistir.
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5. TARTISMA

Bu calismada iyonizan radyasyon maruziyetine bagh olarak gelisme riski
mevcut olan gesitli retinal hasar bulgularinin profilaksisinde etkinligi gosterilmis olan
intravitreal bevacizumab enjeksiyonunun ve potansiyel bir farmakoterapétik ajan
olan melatoninin intravitreal enjeksiyonunun etkinligi incelenmistir. Sonuglar her iki
yaklasimin da retinal vaskiler yapilar (zerinde koruyucu etkilerinin oldugunu
gostermektedir. Ayrica, intravitreal bevacizumab enjeksiyonundan farkli olarak
intravitreal melatonin enjeksiyonunun retinal noéral dokularda da iyonizan
radyasyona bagli olarak gelisebilecek aksonal hasar bulgularini 6nledigi saptanmustir.

iyonizan radyasyon maruziyetine bagh erken ve ge¢ désnem komplikasyonlarin
patogenezi DNA hasari, serbest radikal olusumu ve hiicre 6limi gibi biyolojik
siireclerle baslar®?. Erken dénem komplikasyonlar hizli béliinen hiicrelerin apoptoza
gitmesi ve inflamatuar yanitlarin tetiklenmesiyle karakterizedir. Ge¢ dénem
komplikasyonlar ise sliregen bir inflamasyon, kok hiicre ve projenitor hiicrelerin
tikenmesi, fibrozis ve vaskiler degisiklikler gibi mekanizmalarla gelisir. Okuller RT
uygulamasina bagh gelisen erken dénem komplikasyonlar arasinda hiperemi,
konjonktivit, periorbital 6dem ve alopesi, keratit, fotosensitivite gibi bulgular yer
alir®3. Bu bulgular radyasyon maruziyetinden kisa bir siire sonra gerilemeye baslar ve
genellikle gecicidirler. Calismamiza dahil edilen deneklerde de iyonizan radyasyon
maruziyetine bagli cesitli erken dénem komplikasyonlar gézlenmis olmakla beraber
gorilme oranlarinin bevacizumab, melatonin ve kontrol gruplari arasinda farkhlik
gostermedigi izlenmistir. Bevacizumab molekilinian agirhgr 149.000 g/mol’dir ve
literatlrde intravitreal enjeksiyonunu takiben sistemik dolasima ge¢me oraninin
oldukc¢a az oldugu rapor edilmistir®*°>. Melatonin molekilinin agirhg ise 232,28
g/mol’dir ve lipofilik 6zelligi nedeniyle bevacizumaba kiyasla sistemik dolasima daha
fazla gecebilecegi disinilmektedir®®. Ancak calismamizda izlenen erken dénem
komplikasyonlarinin ¢ogunlukla yizeyel okiler dokularda ve periorbital ciltte
bilateral olarak gozlenmesi, intravitreal enjeksiyon ile uygulanan ilaglarin sistemik
dolagima katilan miktarlarinin bu komplikasyonlar tGzerinde herhangi bir profilaktik

etki yaratabilecek diizeylerde olmadigini diisindGrmustr.
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Radyasyon retinopatisi, okller RT uygulamasina bagli gelisen ge¢ donem
komplikasyonlar arasinda oldukca sik gozlenen ve gérme kaybi ile yiksek iliskisi
bulunan bir komplikasyondur. Retinopatinin tedavisinde lazer fotokoagiilasyon,
fotodinamik terapi, periokiler veya intraokiler kortikosteroid ve/veya anti-VEGF
ajanlarin enjeksiyonlari, oral pentoksifilin ve hiperbarik oksijen tedavisi sik kullanilan
tedavi secenekleridir.2%324547.96 Ancak komplikasyon gézlendikten sonra uygulanan
tedavi yaklasimlarindan farkh olarak mevcut literatir bilgileri, komplikasyon gelisme
riskini azaltan profilaktik yaklasimlar konusunda oldukca kisithdir. intravitreal
kortikosteroid ve anti-VEGF enjeksiyonlari retinopati profilaksisinde literatiirde en
fazla kanit dlzeyine sahip olan yaklasimlar olmakla birlikte tekrarlayan
kullanimlarinda ortaya ¢ikan c¢esitli yan etkileri, uygulama zorluklari ve finansal
nedenlerden 6tlrl yeni profilaktik farmakoterap6tik ajanlara hala bulyik bir ihtiyag
oldugu literatiirde acikca belirtilmistir.*>%62

Profilaktik etkisi incelenecek olan farmakoterapdétik ajanlarin  basarili
sonuglara ulasabilmesi icin Oncelikle intravitreal enjeksiyonlarinin givenli olmasi,
buna ek olarak da radyasyon retinopatisinin patogenezinde yer alan cesitli
basamaklar Uzerinde etkilerinin olmasi gereklidir. Radyasyon retinopatisinin
patogenezinde temek olarak oksidatif strese bagli gelisen endotel hasari
yatmaktadir3l. Dolayisiyla oksidatif stres tizerinde etkisi olabilecek farmakoterapdtik
yaklasimlarin profilaktik etkilerinin incelenmesi gerekmektedir. Melatonin, bir ¢ok
preklinik calismada oksidatif stres (izerinde koruyucu etkilere sahip oldugu
gosterilmis ve radyasyon maruziyeti ile iliskili ¢esitli okller disi komplikasyonlarin
profilaksisinde etkinligi saptanmis olan bir farmakoterapétik ajandir!#97-101 Ancak
radyasyon maruziyetine bagh okiler komplikasyonlar igerisinde sadece katarakt
tzerindeki etkileri incelenmistir>*. Bu nedenle ¢calismamizda kuvvetli bir antioksidan
etkisi oldugu bilinen melatonin molekilinin intravitreal enjeksiyonunun iyonizan
radyasyon maruziyeti sonrasi retina Gzerindeki etkileri incelenmistir. Calismamizda
tercih edilen melatonin dozu 100 mcg/kg’dir ve bu dozda intravitreal enjeksiyon
seklinde uygulanan melatoninin literatilir bulgular ile uyumlu olarak herhangi bir

toksisiteye yol agmadigi ve giivenli oldugu sonucuna varilmigtir84-86,
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Entkleasyon sonrasi aspire edilen vitrdz sivilara ait oksidatif stres diizeyleri
incelendiginde, melatonin grubuna ait ortalama OSi degerinin, bevacizumab ve
kontrol gruplarina gore yari yariya daha dislik oldugu gézlemlenmistir; ancak bu fark
istatistiksel anlamhhga ulasmamustir. Bu bulgu OSi él¢ciimlerinin RT uygulamasindan
sonra altinci haftada yapilmis olmasi ile agiklanabilir. Dokularin iyonizan radyasyon
iliskili oksidatif strese maruz kalmasindan milisaniyeler sonra hizli bir antioksidan
yanit baslarl®?, Stiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimler
ile vitamin C ve E gibi non-enzimatik antioksidanlar oksidatif stere neden olan serbest
radikalleri nétralize ederek antioksidan yanita katkida bulunurlari®, Ayrica hiicreler,
redoks dengesini korumak icin Nikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktor 2 (Nrf2) gibi
redoks duyarli transkripsiyon faktorlerini aktive ederek antioksidan genlerin
ekspresyonunu uzun vadede artirirlari®. Bu mekanizmalarin tamami birlikte calisarak
iyonizan radyasyonun neden oldugu oksidatif hasari azaltir ve hiicresel islevleri korur.
Ancak antioksidan yanitin baslangi¢c zamani ve oksidatif stresi kompanse etme siireci
icerisinde ugradigi degisiklikler ile ilgili veriler net degildir. Literatlirde melatonin
molekilinidn antioksidan sisteme olan katkisini inceleyen c¢alismalarin ¢ogunda
iyonizan radyasyon maruziyetinden sonra saatler veya birka¢ hafta icerisinde
dlctimler yapilmistirl®105197  calismamizda iyonizan radyasyon maruziyetinin
ardindan retinopati gelisebilmesi icin 1,5 ay beklenmis ve OSi dl¢iimleri bu siirenin
sonunda yapilabilmistir. Dolayisiyla melatonin grubunda numerik olarak daha disuk
OSi degerleri gozlenmis olsa da bu bulgunun istatistiksel anlamhliga ulasmamis
olmasinin iyonizan radyasyon maruziyeti sonrasi aradan gecen zaman ile iliskili
oldugu disinilmustiir. Maruziyet sonrasi devreye giren antioksidan mekanizmalar
araciligiyla bevacizumab ve kontrol grubuna ait OSi degerleri zaman icerisinde azalma
gostermis olabilir.

Calismamizda retina dokularinin elektron mikroskobisi incelemesinde gruplar
arasinda belirgin farkliliklar oldugu izlenmistir. Kontrol grubuna ait retina dokularinda
ciddi vaskiler ve aksonal hasar bulgulari izlenmisken, bevacizumab grubunda
vaskiiler hasarin olmadigl ancak aksonal hasar bulgularinin gelistigi, melatonin

grubunda ise vaskiler hasarin bevacizumab grubu ile benzer sekilde izlenmezken,
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aksonal hasar bulgularinin da diger gruplara kiyasla minimal dizeyde oldugu
izlenmistir. Bu bulgu bevacizumab ve melatonin molekillerinin farkli etki
mekanizmalari ile agiklanabilir. Bevacizumabin retinopati profilaksisi tizerindeki esas
etkisi hipoksi ile indiiklenen VEGF salinimini inhibe ederek vaskiiler yatak lizerinde
olmaktadiri®, Her ne kadar bevacizumabin klinik etki yaratma potansiyeli tasiyan
antioksidan bir etkisinin olup olmadigi belirsiz olsa da, son zamanlarda anjiogenez
Uzerindeki inhibitor etkisine ek olarak non-vaskiler dokular izerinde de koruyucu
etkilerinin oldugunu goésteren calismalar rapor edilmistiri®. Melatonin ise oldukca
kuvvetli bir antioksidan olmakla birlikte, VEGF ile indlklenen anjiogenez lizerinde de
inhibitdr etkisi oldugu rapor edilmis bir molekildir®®2, Dolayisiyla radyasyon
retinopatisi ve ndropatisi gibi komplikasyonlarin patogenezi distnuldiginde hem
bevacizumab hem de melatonin etkin yaklasimlar olarak gérilmekle birlikte, calisma
sonuglarimiza goére melatoninin noéroprotektif etkilerinin bevacizumaba kiyasla daha
etkili oldugu dusindlmistir. Bu durum melatoninin anjiogenez Uzerindeki
dizenleyici etkisine ek olarak bevacizumaba kiyasla ¢ok daha yiuksek antioksidan
etkiye sahip olmasi ile aciklanabilir.

Ozetle calisma sonuglarimiz cesitli okiiler maligniteler veya benign hastaliklar
nedeniyle RT uygulanmis olan hastalarda gelisebilecek okiiler komplikasyonlarin
profilaksisinde, melatoninin umut vaad eden bir farmakoterapétik ajan oldugunu

desteklemektedir.

5.1. Kisithhklar

Calismamiz her ne kadar iyonizan radyasyon maruziyetine bagli gelisen okiiler
komplikasyonlar lzerinde intravitreal melatonin enjeksiyonunun profilaktik rolini
inceleyen bildigimiz kadariyla ilk galisma olsa da gesitli kisitliliklari mevcuttur. Hayvan
deneylerinin etik kurallari igerisinde yer alan, ayni bilimsel sonuglari elde etmek igin
mumbkiin olan en az sayida hayvanin kullanilmasi ilkesi nedeniyle denek sayimiz 12 ile
sinirlandirilmistir. Denek sayisinin azligi calisma sonuglarini etkilemis olabilir.

Ek olarak calismamizdaki RT dozu tercih edilirken kisa zaman icerisinde
komplikasyonlarin gérilme ihtimalini arttirmak amaciyla tek fraksiyonda yuksek doz

radyasyon uygulamasi tercih edilmistir. Dolayisiyla ¢alisma sonuglarimiz
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konvansiyonel fraksiyone RT uygulamalari agisindan degerlendirilirken dikkatli
olunmalidir.

Bir diger kisithilik, OSi dlgiimlerinin radyasyon maruziyetinden 1,5 ay sonra
yapilabilmis olmasidir ancak bu OSi élciimii icin optimal zamanlamanin literatiirde
net olarak tanimlanmamis olmasindan kaynaklanmaktadir.

Ek olarak deneklerden 8 numaral denek entikleasyon prosediirii dncesinde
volvulus nedeniyle kaybedilmis ve bu denege ait dokular elektron mikroskobi
incelemelerine dahil edilememistir. Bu durum elektron mikroskobisi incelemeleri icin
bevacizumab ve melatonin gruplarinin esit denek sayisina sahip olmamasina neden
olmustur.

Ayrica elektron mikroskobi bulgularini objektif degerlendirmeye imkan
saglayacak valide edilmis bir skorlama sistemi bulunmadigindan bulgular arasinda
istatistiksel agidan farklilik olup olmadigi degerlendirilememis, ¢ikarimlar subjektif

olarak yapilabilmistir.
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SONUC VE ONERILER

Okuler RT uygulanmasina bagh gelisme riski tasiyan komplikasyonlar igin
literatlirdeki mevcut profilaktik yaklasimlar yetersizdir ve potansiyel yeni
farmakoterapétik ajanlarin incelenmesine ihtiyag vardir.

Bevacizumab bir anti-VEGF monoklonal antikoru olarak radyasyon
retinopatisi Uzerinde koruyucu etkinligi gosterilmis, rutin pratikte siklkla
kullanilan ancak maliyeti yiksek bir ajandir.

Bu calismada intravitreal melatonin enjeksiyonunun radyasyon retinopatisi
profilaksisinde en az bevacizumab kadar etkin bir yaklasim oldugu
gosterilmistir.

lyonizan radyasyon maruziyeti sonrasinda intravitreal melatonin enjeksiyonu
uygulanan vitrdéz sivilardaki OSI degerlerinin sayisal olarak bevacizumab ve
kontrol gruplarina kiyasla daha disik oldugu saptanmistir.

Hem bevacizumab hem de melatonin intravitreal enjeksiyonu ile retinal
vaskiler ¢atinin blyuk 6l¢iide korundugu izlense de, melatoninin aksonlar
Uzerindeki noroprotektif etkisi bevacizumaba kiyasla daha baskin olarak
izlenmistir.

Calismamizda literatlirdeki verilerden yola ¢ikarak 100 mcg/kg dozunda
intravitreal melatonin uygulamasi tercih edilmistir. Farkli melatonin
dozlarinda intravitreal enjeksiyonlarin toksisite ve etkinligi ile ilgili ileri
¢alismalara ihtiyag vardir.

Calismamizda tekrarlayan intravitreal enjeksiyonlar nedeniyle gelisebilecek
olasi komplikasyonlarin online gecebilmek icin tek seferlik bir enjeksiyon
tercih edilmistir. Bu nedenle tekrarlayan enjeksiyonlarin etkisinin incelendigi
ileri calismalara ihtiyac vardir.

Calismamizda radyasyon maruziyeti sonrasi 1,5 ay gibi gérece kisa bir izlem
siresi mevcuttur. Ancak iyonizan radyasyon maruziyetinden yillar sonra dahi
cesitli komplikasyonlarin ortaya cikabilmesi nedeniyle daha uzun sireli izleme

sahip ¢alismalara ihtiyag vardir.
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Calismamiz radyasyon retinopatisi gibi oldukga yikici sonuglari olan bir
komplikasyonun 0Onlenebilmesi igin gelecekteki arastirmalara temel

olusturmaktadir.
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