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OZET

Kiig M., Primer Acik-Acili Glokom ve Eksfoliatif Glokomda Serum
Otoantikorlarinin Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Tip
Fakiltesi, Goz Hastaliklari, Uzmanlik Tezi, Ankara, 2015

Glokom, gorme iglevinde kayip ile birlikte, gangliyon hucreleri ve
aksonlarinin dejenerasyonu ile karakterize kronik ve progresif bir optik
ndropati olarak tanimlanmaktadir. Bu c¢alismada primer acik-acgili glokom,
eksfoliatif glokom hastalari ile saglkh kontrollerden alinan serum
orneklerinde bulunan otoantikorlarin si¢can retina gangliyon hucrelerinde
bulunan antijenlere baglanip baglanmadidini degerlendirmek amaglandi.
Calismaya Hacettepe Universitesi Go6z Hastaliklari Anabilim Dali’nda
degerlendirilen primer acik-acili glokomu olan 20 hasta, eksfoliatif glokomu
olan 25 hasta, ve kontrol grubu olarak 20 saglikli birey dahil edildi. Batun
bireylerden ayrintili oftalmolojik muayenenin ardindan alinan serum érnekleri,
sican retina kesitleri ile inkiibe edildi. immiinhistokimyasal olarak olusan
antijen antikor reaksiyonlari floresan mikroskop altinda incelendi. Retina
gangliyon hicre tabakasinda pozitif boyanma kontrol grubunda %50, primer
acik-acih glokom grubunda %210, eksfoliatif glokom grubunda %8 oraninda
goruldi. Kontrol grubundaki pozitif boyanma ylzdesi diger gruplar ile
karsilagtinldiginda istatistiksel acidan yuksek fark bulundu (p=0.002).
Calismamizin bulgulari, glokom hastalarinin serumlarinda retina gangliyon
hicre tabakasi ile iliskili koruyucu otoimmin faktorlerin ya da proapopitotik
faktorlerin  isleyisini  durduran otoantikorlarin  azalmis olabilecegini

dusundurmasgtar.

Anahtar Kelimeler: Glokom, Eksfoliasyon, Otoimmiunite, Otoantikor



ABSTRACT

Kiig M., Evaluation of Serum Antibodies in Primary Open Angle
Glaucoma and Exfoliative Glaucoma, Hacettepe University School of
Medicine, Department of Ophthalmology, Thesis of Ophthalmology,
Ankara, 2015

Glaucoma is a form of progressive chronic optic neuropathy with
degeneration of ganglion cells and axons. In this study, we aimed to evaluate
whether autoantibodies found in serum samples taken from primary open
angle glaucoma, exfoliative glaucoma patients and healthy controls were
able to bind to rat retinal ganglion cell antigens. Twenty patients with primary
open angle glaucoma, 25 patients with exfoliative glaucoma and 20 healthy
control subjects included in the study. Serum samples taken from each
individual after a detailed ophthalmological examination were incubated with
rat retinal sections. Antigen-antibody reactions which occurred
immunohistochemically were examined under a fluorescent microscope.
Positive staining in retinal ganglion cell layer was detected in 50% of the
control group, 10% of the primary open angle glaucoma group and 8% in the
exfoliative glaucoma group. When percentage of positive staining in the
control group was compared to other groups’, the difference was statistically
significant (p=0.002). Our findings suggest that protective antibodies or
antibodies inhibiting proapoptotic factors which are associated with retinal

ganglion cell layer might be reduced in glaucoma patients’sera.

Key Words: Glaucoma, Exfoliation, Autoimmunity, Autoantibodies
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1. GIRIS VE AMAG

Primer acik-acili glokom (PAAG) ve eksfoliatif glokom (EG) patogenezinde
cesitli genetik, biyokimyasal ve anatomik teoriler one surtulmekle beraber ¢ogu
calisma grubu glokom patogenezinde immunitenin rol aldigi teorisi Uzerinde
durmaktadir (1-5).

Bugun artmis goz i¢i basinci glokom gelisiminde major risk faktort iken
oksidatif stres, vaskuler faktorler ya da otoimmunitenin rolu tartigiimaktadir.
Yapilan c¢alismalarda i1si sok proteinleri (HSP 60, HSP 27, HSP 70),
glikozaminoglikanlar, myelin bazik protein, vimentin, glial fibriler asidik protein, a
fodrin, y enolaz, antifosfatidilserin, ndron spesifik enolaz, glutatyon S- transferaz
gibi birgcok proteine karsi antikorlar gosterilmistir (6-15). Bu bulgular en azindan
bir grup hastada mevcut optik noéropatiye sistemik himoral bagisikliktaki

degisikliklerin neden oldugunu disundirmektedir (2, 16).

Gunumuze kadar vyapilan birgok c¢alismada glokom bashgr altinda
tanimlanan bir grup hastalik etyopatogenetik olarak arastirilmistir, ancak
immunitenin roli halen aydinlanmis degildir. PAAG ve normal basingli glokom
hastalarinin degerlendirildigi ¢alismalar mevcut olmamakla birlikte eksfoliatif
glokomda otoimmunite arastirimamigtir (10, 12, 40-44). PAAG ve EG hasta
serumlarinda retina gangliyon hucrelerine karsi otoantikor bulunmamaktadir null
hipotezi ile yola ¢ikilan bu calismada PAAG, EG ve kontrol hastalarinin serum
bilesenlerinin  sican  retina  tabakalarina  baglanip  baglanmadigini

degerlendirmek amaclanmigtir.

Calismamiz, korligin sik nedenlerinden biri olan glokom hastaliginin
patogenezinin aydinlatiimasi adina yapilacak galismalarin temelini olusturmasi

agisindan énem tagimaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. GLOKOM

2.1.1. Tanim

Glokom, goérme islevinde kayip ile birlikte, gangliyon hucreleri ve
aksonlarinin dejenerasyonu ile karakterize kronik ve progresif bir optik

noropatidir ve dinyada onlenebilir korlugun ikinci nedenidir (17-19).

G6z ici basinci (GIB) yiiksekliginden bagimsiz olarak optik diskte
cukurlasma ve sonucunda gelisen goérme alani defektleri ile glokom
varligindan bahsedilebilir. Retina gangliyon hicre kaybi, retina sinir lifi ve
optik disk seviyesinde belirgindir. Bu nedenle vertikal ¢ukurluk/disk (C/D)
oraninin degerlendirilmesi, nororetinal rimdeki yapisal glokomatoz hasari
gbstermede degerli bir ydontemdir. islevsel hasar ise tipik gdérme alani
defektleri ile belirlenir (20).

2.1.2. Etyopatogenez

Glokomda, artmis g6z igi basinci en énemli degistirilebilir risk faktoru
olarak kabul edilse de patogenezinde ve progresyonunda pek ¢ok etken rol
oynamaktadir ve patogenezi tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Bu konuda

cesitli teoriler ortaya atiimistir. Bunlardan baglicalari agagida belirtiimistir.

2.1.2.1. Mekanik Teori

Yiiksek GIB’nin skleral duvarda olusturdugu gerilim sonucunda lamina
kribrozada distorsiyona ve c¢ukurlasmaya neden olur. Bu distorsiyon

aksoplazmik akimi bozar ve optik atrofi gelisir (21).



2.1.2.2. iskemik Teori

Okduler kan akimi, perflizyon basinci ile dogru, vaskuler direng ile ters
orantihdir. GIB yiikselmesi, artmis vaskiiler direng, sistemik hipotansiyon gibi
okuler kan akimini azaltan etkenler okuler perfizyon basincinin azalmasina,
optik sinir basinin perfuzyon bozukluguna ve glokomatoz optik néropatiye yol
acar (22).

2.1.2.3. immiinolojik Teori

Bu teori, retina gangliyon hlcre apoptozisine neden olan etkenler
arasinda immun sistemin de yer alabilecedini sdylemektedir. Deneysel
glokom modellerinde ve glokom hastalarinin serumlarinda otoantikor
seviyelerinde artisin retinal gangliyon hicre olumu ile iligkili olabilecegi
dUisundimustar (4). Bunun yani sira koruyucu otoimmunitenin azalmasi ile de

nérodejenerasyon gelisebilir (4).

2.1.3. Primer Acgik-Acili Glokom

PAAG, optik sinir basi ve retina sinir lifinde karakteristik morfolojik
degisiklikler ile seyreden kronik ilerleyici bir optik nétropatidir. ilerleyici retina

gangliyon hicre 6lumua ve gérme alani kaybi bu degisiklikler ile iligkilidir (20).

2.1.3.1. Risk Faktorleri

PAAG igin risk faktorleri yas, irk, yiiksek GiB, ailede glokom éykisd,
merkezi kornea kalinhginin (MKK) ince olmasi, yiksek miyopidir. GiB
degistirilebilen tek risk faktoradur (20).



2.1.3.2. Klinik Belirti ve Bulgular

PAAG bilateral olup genellikle asimetrik baslangi¢hdir. Son déneme
kadar genellikle belirti vermez. Hastalar isiktan rahatsiz olma, i1sik etrafinda

hale goruntusu ve gérme alani kaybiyla doktora basvurabilir.

On kamara acisinin acik olmasi, GiB’nin 21 mm Hg'nin (izerinde
olmasinin yaninda optik disk g¢ukurlugunun vertikal olarak genislemesi
PAAG’nun klinik bulgularidir. Optik sinir bagi muayenesi direkt ya da indirekt
oftalmoskopla yapilir. Bilgisayarli analiz yontemleri ile de optik sinir basi
analizi yapilabilir. Optik disk cukurlugunun genislemesi disinda hastalarda
nororetinal rimde incelme, lokalize sinir lifi defektleri, damarlarda
nazalizasyon ve atenuasyon, optik sinir basinda hemorajiler, peripapiller
atrofi gorulebilecek diger bulgulardir. Optik Koherens Tomografi ile retina

sinir lifi tabakasindaki incelme tespit edilebilir (20).

2.1.4. Eksfoliatif Glokom

Eksfoliasyon sendromu, anormal fibriler yapida materyalin, 6zellikle
gbzin on segmentinde ve ektraokuler dokularda birikmesiyle karakterize
yaygin bir ekstraselliler bagdoku bozuklugudur (20, 23). LOXL1 gen
polimorfizmi ile ilskisi gOsterilmigtir (24). Prevalansi yas ile artmakta ve
cografik olarak degisiklik gostermekle birlikte 60 yas Uzeri bireylerde %10-20

oraninda gorilmektedir (25)-

Eksfoliasyon materyali, gézde en sik lens 6n kapsulinde, pupil
kenarinda, kornea endotelinde, trabekuler agda, zonul ve siliyer cisimde birikir
ve zonul zaafiyeti, yetersiz midriyazis, kan-akoz bariyer disfonksiyonu, katarakt
olusumu, fakodonezis gibi pek c¢ok intraokuler komplikasyona neden
olmaktadir. ES, glokomun belirlenebilen en sik risk faktérudir ve EG sekonder
acik-acih glokomun en sik formudur. PAAG ile karsilastirildiginda EG, daha

hizli progresyon gostermektedir ve prognozu daha kotudur (20, 26, 27).



2.1.4.1. Klinik Belirti ve Bulgular

Genellikle bilateral ve asimetrik baslangicli olup, ¢cogunlukla 60 yas
Uzeri bireyler etkilenir. GiB'daki diurnal fluktuasyon PAAG ile
karsilastinldiginda daha yuksektir. Biyomikroskobik muayenede lens 06n
kapsulinde pupil hareketine bagl olarak seffaf zon olugur. Boylelikle lens 6n
kapsulinde merkezi disk ve c¢evresinde periferal eksfoliatif madde birikimi
gorulur. Pupil kenari, kornea endoteli, lens zonlllerinde eksfoliatif madde
birikimi ile iristen pigment kaybina ikincil transiluminasyon defekti gorulebilir.
Schwalbe hatti d6ninde pigment birikimi Sampaolessi ¢izgisi olarak adlandirilir
ve EG icgin patognomoniktir. Tani sirasinda gérme alani kaybi ve optik sinir

hasari daha ileri diizeydedir ve medikal tedaviye daha direnglidir (20).

2.2. RETINA GANGLIYON HUCRELERI

Retina gangliyon htcresi (RGH) retinanin i¢ tabakasinda bulunan
multipolar bir néron c¢esididir. Gorsel veriyi fotoreseptérlerden bipolar ve
amakrin hacreler aracihdi ile alip talamus, hipotalamus, mezensefalon ve
orta beyine iletir. Aksonlari optik sinir, optik kiazma ve optik traktusu
olusturur. Retina gangliyon hucre olumu cesitli optik noropatiler ile iligkilidir.
Ornegin; optik norit, anterior iskemik optik noropati, Leber’in herediter optik

ndropatisi ve glokom (28, 29).

2.2.1. Retina Gangliyon Huicresi Apoptozis Mekanizmalari

Nekrozdan farklh olarak apoptozis, kromatin kondansasyonu,
fragmantasyonu, oksidatif hasar, otofajik dejenerasyon, kaspaz yolaklarinin
aktivasyonunun yol actigi programli bir hicre 6lumudir. Retina gangliyon
hicre apoptozisinde noérotrofik faktorlerin azalmasi, eksitotoksisite, reaktif
oksijen radikalleri, mitokondriyel disfonksiyon ve glial néronal etkilesme gibi

mekanizmalar sorumludur (29-33).



2.2.1.1. Norotrofik Faktorlerin Azalmasi

GIB yiikselmesi ile nérotrofinlerin RGH aksonlari boyunca anterograd
ve retrograd transportu engellenir. Norotrofinlerin azalmasi ile apoptozis
indUklenir (30, 31, 33).

2.2.1.2. Eksitotoksisite

Vitreal glutamat artisi ile N-metil D-aspartat reseptorleri gibi iyonotrofik
reseptorlerin asiri aktivasyonu sonucu RGH igine kalsiyum girigi artar ve

olusan oksidatif stres hlcre 6liumune sebep olur (29, 33).

2.2.1.3. Reaktif Oksijen Radikalleri

Aksotomi sonrasi reaktif oksijen radikallerin artigi ile mitokondri zar
potansiyelinin kaybi ve mitokondriyal apoptotik faktorlerin salinimi sonucu
hicre 6lumu gergeklesir. Bunun yani sira i1sik maruziyeti sonucu da reaktif
oksijen radikali seviyesi artabilir ve yukarida bahsedilen mekanizmaya ek
olarak radikallerin DNA, proteinler ve lipidler ile etkilesimi sonucu apoptozis
gelisebilir (29, 33).

2.2.1.4. Mitokondriyel Disfonksiyon

Elektron transport zincirinde kompleks | ve IV inhibisyonu sonucu
reaktif oksijen radikali olusumu artar ve sitokrom c salinimi ile apoptozis

gerceklesir (29, 33).



2.2.1.5. Glial Noronal Etkilesme

Astrositler, mikroglialar ve Mduller huacreleri glial hucrelerdir ve
ndronlarin iglevlerinin idamesi i¢in toksik maddelerin uzaklastirilmasinin yani
sira norotrofin salgilanmasinda da gorev alirlar. Glokomda glial hicrelerden
artmig TNFa ve nitrik oksit (NO) salinimi ile apoptozisin gerceklestigi
gOsterilmistir (29, 33).

2.2.1.6. Himoral Otoimmiinite

Retina gangliyon hucrelerine kargi olusan otoantikorlar apoptozisi
ekstrinsik olarak baslatirlar. TNFa, Fas L gibi 6lim ligandlarinin aktivasyonu
ile prokaspaz 8’'in kaspaz 8’i aktive etmesi; kaspaz 3’Un apoptozisi

baslatmasina neden olur (33).

2.3. BRN 3A

Retina, trigeminal nukleus, dorsal kdk gangliyonu, i¢ kulakta bulunan
noron gruplarindan salgilanan transkripsiyon faktorlerinden olan Brn 3 ailesi
farelerde retina gangliyon hucrelerinin gelisimi, farklilagsmasi, morfolojisi ve
islevi acisindan 6nemlidir. Yetiskin albino sicanlarda Brn 3a pozitif RGH
sayisi fazladir. Brn 3a’nin en 6nemli &zelliklerinden bir tanesi ise RGH
hasarlanmasi halinde bile canli kalmasidir. Bu 6zellik Brn 3a’y1 RGH’ni tespit

etme ve saymada bir belirte¢ haline getirmektedir (34).



3. GEREG VE YONTEM

Calismaya Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi (HUTF) G6z Hastaliklar
Anabilim Dal’nda degerlendirilen PAAG olan 20 hasta, EG olan 25 hasta ve
kontrol grubu olarak 20 saglikli birey dahil edildi.

Calismaya katilan tum bireylere gorme keskinligi, biyomikroskopik
muayene, dilatasyonlu  fundus muayenesi, Goldmann  aplanasyon
tonometresiyle GiB ve MKK &élcimiinii iceren detayl oftalmolojik muayene
yapildi. Glokom hastalarinda Humphrey Perimetri (HFA-Il 750, Carl Zeiss
Meditec, Dublin, California) ile 24-2 SITA-Standart gérme alani testi uygulandi.
Yas, cinsiyet, sigara kullanimi, sistemik hastalik dykusu ve tedavileri, diger g6z
hastaliklari oykusu ve tedavisi, gegirilmis goz cerrahileri ve aile dykusunu iceren
15 soruluk bir anket Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Goz Hastaliklari
Anabilim Dal’'nda uygulandi (Sekil 3.1). Calismaya katilacak tum olgulardan

aydinlatiimis onam alindi.



Ad-Soyad:
Kanin alindigr hastane:
Telefon no: Cep:

Ev:
Dogum Yeri:
Dogum Tarihi:
Ogrenim durumu:

Sigara kullanim: Siire:

Kadin ise gebelik sayisi:
i1k mensyag:
OK S kullanim:
Sistemik Hastaliklar
Hastalik ve sliresi:
Aldigi tedavi ve suresi:

Eksfoliasyon glokomu tani zamant:
Aldigi tedavi ve suresi:

Basgka goz hastalig:
Medikal tedavi ve siiresi:
Cerrahi tedavi ve zamani:

Ailede Eksfoliasyon Glokomu Oyk isii:
Tani zamant:
Aldign tedavi ve siiresi:

Ailede bagka goz hastalig:
Hastalik ve siiresi:
Tedavi ve siiresi:

Dosya No:

Miktar:
Duslik sayisi:
Menapoz yag:
Siire:

Sekil 3.1. Calismaya dahil edilen bireylere uygulanan anket formu

3.1. ARASTIRMAYA DAHIL OLMA KRITERLERI

a. Eksfoliasyon glokomu grubu dahil edilme kriterleri:

1) On segment muayenesinde (lens 6n kapsulu, iris kenari)

eksfoliatif materyal bulunmasi

2) Bir ya da iki gozinde g6z i¢i basincinin 22 mm Hg'nin

uzerinde ya da tedavi ile kontrol altinda olmasi
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3) Bir ya da iki gdézinde glokomat6z optik disk ¢gukurlagsmasinin

olmasi
4) Glokomatdz gérme alani defekti varligi (35)
b. Primer acgik-a¢ili glokom grubu dahil edilme kriterleri:

1) On segment muayenesinde (lens 6n kapsulu, iris kenari)

eksfoliatif materyal bulunmamasi

2) Bir vya da iki gézinde g6z i¢i basincinin 22 mm Hg'nin

uzerinde olmasi ya da tedavi ile kontrol altinda olmasi

3) Bir ya da iki gbzuinde glokomatdz optik disk gukurlagsmasinin

olmasi
4) Glokomat6z gérme alani defekti olmasi (20)
c. Kontrol grubu dahil edilme kriterleri:
1) 50 yas Uzeri olmak

2) On segment muayenesinde (lens on kapsull, iris kenari)

eksfoliatif materyal bulunmamasi
3) Goz ici basinglarinin tedavisiz 22 mm Hg’nin altinda olmasi
4) Glokomatoz optik disk gukurlagsmasinin olmamasi

5) Glokomatdz gérme alani defektinin olmamasi

Calisma Eylil 2014 — Nisan 2015 tarihleri arasinda Hacettepe
Universitesi Bilimsel Arastirmalar Degerlendirme Komisyonu’ndan 17.09.2014
tarihli GO 14/465-18 karar numaral etik kurul izni ve Hacettepe Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’'ndan 18.11.2014 tarihli 2014/64-01 karar
numarali etik kurul izni alindiktan sonra HUTF Gz Hastaliklari Anabilim Dali

ve HUTF Nérolojik Bilimler ve Psikiyatri Enstitiisi’nde gergeklestirilmistir.
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Calismada kullanilan maddeler ve 6zellikleri asagida anlatiimigtir:

Anti- BRN 3A Antikoru (Anti-BRN 3A antibody, ABCAM, katalog no:
ab30880): Tavsandan uretilen fare ya da sigcan Brn 3a’ya baglanan bir
poliklonal antikordur. Sivi halde bulunur ve 1-2 hafta gibi kisa
donemlerde +4 °C’de saklanabilir. Uzun sureli kullanimlarda -20 ya da
-80 °C’de saklanmalidir. 1 ml igerisinde 0,5 mg yogunluktadir ve tip

icerisinde 100 pg yogunlukta bulunmalidir.

. FITC-Bagh Kegi Anti-insan IgG (Goat anti-Human IgG (H+L)-FITC,

MinX none, Jackson IMM., katalog no: 109-095-003): FITC ile bagli

agir ve hafif zincir yapilarini igceren poliklonal bir ikincil antikordur.

Normal Esek Serumu (Normal Donkey Serum, JACKSON, katalog
no: 017-000-121): Arka planda olusabilecek nonspesifik antijen antikor
reaksiyonlarinin blokaji igin primer antikordan énce doku normal esek
serumu ile inkiibe edilmelidir. Dilie kullanimlarda daha iyi sonug alinir.
Prezervan olarak %0.05 oraninda sodyum azid igerir. 2-8 °C’de
saklanabilir. Uzun sdreli kullanimlarda -20 ya da -80 °C’de

saklanmalidir.

.Cy3 Tavsan Anti-Keci IgG Ikincil Antikoru (Rabbit Anti-Goat 1gG

(H&L) Cy3, BioVision, katalog no: 6911-250): Hafif ve agir zincir
yapilarini igeren bir ikincil antikordur. Prezervan olarak %0.05 oraninda
sodyum azid igerir. Uzun sureli kullanimlarda -20 °C’de saklanmalidir.

1/100- 1/800 konsantrasyonlarinda kullanilabilir.
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Yontem basamaklari asagida maddelenmistir:

3.1.1. Kontrol ve hasta gruplarinin belirlenmesi, serum

orneklerinin elde edilmesi

Her bir hastadan ve kontrol grubundan alinan yaklasik 7-8 ml periferik
kan 6rneginin 4000 rpm’de 10 dakika santrifliji sonrasi elde edilen serumlar

soguk zincir ile laboratuara ulastirildi ve -80°C’de bdlunerek muhafaza edildi.

3.1.2. immunhistokimya éncesi sicanlardan doku elde edilmesi ve

elde edilen dokularin kesilmesi

HUTF Norolojik Bilimler ve Psikiyatri Enstitisi’nde dekapite edilen
uc adet yetigskin Wistar albino cinsi erkek sicandan elde edilen goz kureleri
formaldehit ile muamele sonrasi dondurucu jel i¢cine gomulerek -80 °C’de
kesit alma islemine kadar muhafaza edildi. Daha sonra bu dondurucu jel
icerisine gomulmus goz kurelerinden kriyostat ile 20 um kalinliginda kesitler
poli--lizin ile kapli camlara alinarak, imminhistokimya (IHK) yapilacagi

zamana kadar -20 °C' de saklandi.

3.1.3. Serum Orneklerinin immiinhistokimya Metoduna

Hazirlanmasi

Genel olarak serum orneklerinin ¢ok fazla protein barindirmalari
sebebiyle, yapilacak IHK éncesi serum érneklerinin blokaja tabi tutulmalari
gerekmektedir. Bu amacgla her bir serum orneginden 2.5 ul alinarak son
hacim fosfat tamponlu salin (PBS) ile 150 pl ye tamamlanmis ve bu karisim 10
mg tartilarak tlplere konulmus ginea domuz karaciger liyofilizati ile karigtiriidi.
Elde edilen bu karisim 50 dakika boyunca oda sicakliginda orbital
calkalayicida karistirildi ve ardindan 14000 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi.

Santriflj sonrasi elde edilen slUpernatant tekrar 10 mg tartiip tlpe
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konulmus ginea domuz karaciger liyofilizati ile karistirildi ve yukarida belirtilen
islemler vyinelendi. Toplam U¢ kez tekrarlanan bu islem sonucu olusan

stipernatant temiz bir tiipe alinarak, iIHK' da birincil antikor olarak kullanild.

3.1.4. immiinhistokimya

Elde edilen kesitler oda sicakliginda 5 dakika kadar bekletildikten
sonra etraflari hidrofobik pap kalemi ile gizildi. Dokular 2 kez 5 dakika PBS ile
dondurucu jel artiklarindan temizlenmeleri amaciyla yikandi. Bu yikamanin
akabinde dokular 4 dakika %10 formol ile fikse edildi ve 3 kez 5 dakika PBS
ile yikandi. Daha sonra dokular %0.1 CHAPS iceren PBS solisyonunda 4
dakika bekletildi ve tekrar 3 kez 5 dakika PBS ile yikandi. Bu islemden sonra
tim dokular 60 dakika oda sicakliginda %10 normal esek serumu igeren
PBS solusyonunda bekletildi. Bu blokaj agamasinin bitiminde, daha 6nceden
IHK icin hazirlanmis hasta serumlari ile 70 dakika boyunca oda sicakliginda
inkiibasyon saglandi. Ardindan yine tim dokular 3 kez 5 dakika PBS ile
yikandi. Daha sonra 60 dakika boyunca yine oda sicakliginda 1/200
konsantrasyonda FITC-bagli insan IgG ikincil antikoru iceren PBS solusyonu
ile bekletildi. 3 kez 5 dakika PBS ile yikandi. Yikamadan hemen sonra ise
1/100 konsantrasyonda Brn 3a antikoru igeren PBS solusyonu ile gece boyu
+4 °C’de bekletildi. Ertesi gun yine kesitler 3 kez 5 dakika PBS ile
yikandiktan sonra keci-IgG' ne karsi Uretilmis olan Cy3 tavsan anti-kegi IgG
ikincil antikorunu 1/400 konsantrasyonda igeren PBS solisyonu ile oda
sicakhginda 90 dakika inklbe edildikten sonra tekrar 3 kez 5 dakika PBS ile
yikandi. Ardindan tim dokular Hoescht solisyonu igeren kapatma ortami ile

kapatildi.
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Sekil 3.2. Retina gangliyon hucresinde antijen antikor reaksiyonlarinin

sematik anlatimi
(A : Antijen)

Boyanan preparatlar floresan mikroskop ile incelendi. Her bir sican
retina kesiti mavi, kirmizi ve yesil filtre altinda incelendi. Mavi filtre ile hicre
cekirdekleri (Hoechst Sollusyonu ile boyanmis), kirmizi filtre ile retinal
gangliyon hicreleri (RGH Uzerinde bulunan Brn 3a ve ona baglanan primer
antikor anti- Brn 3a antikorunu isaretleyen kirmizi filtre altinda sinyal veren
tavsan anti-kegi Cy3 ikincil antikoru), yesil filtre ile de olugsan antijen antikor
reaksiyonu (RGH’de lokalizasyonunu bilmedigimiz bir antijene baglanan insan
serumunda bulunan insan IgG ile reaksiyon gosteren, yesil filtre altinda sinyal
veren FITC-bagh anti-insan IgG ikincil antikoru) tespit edildi. Yesil filtre altinda
gorilen yesil sinyal pozitif boyanma olarak degerlendirildi (Sekil 3.2-3.5).
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Sekil 3.3. Kontrol grubunda retina gangliyon hilcre tabakasinda pozitif

boyanma

Sekil 3.4. Sekil 3.3’teki kesitin mavi filtre ile gérinimu (Hoechst sollisyonu

ile boyanmis hucre ¢ekirdekleri)
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Sekil 3.5. Kontrol grubundan baska bir retinal kesitin kirmizi filtre altinda

gorunima

(Anti Brn 3a antikoru+ Cy3 Tavsan Anti-Kegci IgG ikincil Antikoru ile retina
gangliyon huicresi Uzerinde sinyal goériniyor)

3.2. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Analizler IBM SPSS Statistics Versiyon 22.0 (New York, Amerika
Birlesik Devletleri) programi ile yapildi. Degiskenlere iliskin uygun tanimlayici
istatistikler ve grafikler elde edildi. Tum degiskenlerin gruplarda normal dagilip
dagiimadigi Shapiro-Wilk normallik testi ile, gerekli varsayimlarin saglandigi
durumda 3 grup ortalamalari arasi fark tek yonli varyans analizi ile %95
glven duzeyinde test edildi. Gerekli varsayimlarin saglanmadigi durumda 3
grup dagiimlar arasi fark Kruskall-Wallis varyans analizi ile, gruplar arasi
fark bulundugunda farklihgin hangi gruplar arasinda oldugu ikili karsilastirma
testleri ile, ikili grup karsilastirmalari igcin gerekli varsayimlar saglandiginda iki
grup ortalamalari arasi fark iki evren ortalamasi arasi farkin énemlilik testi
(t-testi) ile, varsayimlar saglanmadigi durumda Mann-Whitney U testi ile %95
guven duzeyinde test edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda deg@erlendirilen 65 hastanin demografik verileri Tablo
4.1’de Ozetlenmistir. Gruplarin yas ortalamalari arasindaki fark istatistiksel
agidan onemlidir (p<0.001). EG grubu ile PAAG grubu arasinda yas
ortalamalari arasindaki fark istatistiksel ag¢idan anlamli bulunmamigstir
(p=0.227). Kontrol grubu ile EG arasinda yas ortalamalari arasindaki fark
istatistiksel agidan anlamlidir (p<0.001). Kontrol grubu ile PAAG grubu
arasinda yas ortalamalari arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhdir
(p<0.001).

Tablo 4.1. Calismaya dahil edilen gruplarin yas ortalamasi (ortalamaz

standart sapma)

KONTROL PAAG EG TOPLAM
(n=20) (n=20) (n=25) (n=65)
YAS 60,8+ 7,5 69,0+95 | 72,4+96 | 67,7£10,2
ORTALAMASI

(yil), min-maks (51-78) (51-84) (55-88) (51-88)

(PAAG: Primer Acik-Agili Glokom Grubu, EG: Eksfoliatif Glokom Grubu)

Gruplardaki cinsiyet dagilimlari Tablo 4.2’de gdsterilmistir. Gruplar

arasinda cinsiyet bakimindan anlaml fark yoktur (p=0.161).




Tablo 4.2. Calismaya dahil edilen gruplarin cinsiyet dagilimlari
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GRUPLAR ERKEK KADIN

KONTROL (n=20) 12 (%60) 8 (%40)
PAAG (n=20) 6 (%30) 14 (%70)
EG (n=25) 11 (%44) 14 (%56)

TOPLAM (n=65)

29 (%44,6)

36 (%55,4)

Hipertansiyon (p=0,547), diyabetes mellitus varligi (p=0,570), sigara

kullanimi  (p=0,473),

glokom oOykusu

(p=0,229)

karsilastirildiginda 3 grup arasinda iliski yoktur (Tablo 4.3- 4.6).

Tablo 4.3. Calismaya dahil edilen gruplarin hipertansiyon oranlari

agisindan

GRUPLAR YOK VAR

KONTROL (n=20) 9 (%45) 11 (%55)
PAAG (n=20) 6 (%30) 14 (%70)
EG (n=25) 11 (%44) 14 (%56)

Tablo 4.4. Calismaya dahil edilen gruplarin diyabetes mellitus oranlari

GRUPLAR YOK VAR

KONTROL (n=20) 16 (%80) 4 (%20)
PAAG (n=20) 13 (%65) 7 (%35)
EG (n=25) 18 (%72) 7 (%28)
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Tablo 4.5. Calismaya dahil edilen gruplarin sigara kullanim oranlari

GRUPLAR YOK VAR

KONTROL (n=20) 11 (%55) 9 (%45)
PAAG (n=20) 12 (%60) 8 (%40)
EG (n=25) 18 (%72) 7 (%28)

Tablo 4.6. Calismaya dahil edilen gruplarda ailede glokom varhigi

GRUPLAR YOK VAR

KONTROL (n=20) 18 (%90) 2 (%10)
PAAG (n=20) 15 (%75) 5 (%25)
EG (n=25) 17 (%68) 8 (%32)

Gruplara iliskin gdorme keskinligi, C/D orani, GIB ve MKK'na iligkin

tanimlayici istatistikler sirasiyla Tablo 4.7- 4.10'da gdsterilmistir. GIB

ortalamalari sag g6z (p=0.040) ve sol gdz (p=0.008) icin ayri ayri

kiyaslandiginda gruplar arasinda anlamli farklihk saptanmamistir. MKK

agisindan sag g6z (p=0.362)

ve sol g6z (p=0.180)

icin ayr1 ayri

kiyaslandiginda gruplar arasinda anlamli farkllik saptanmamistir.

Tablo 4.7. Caligmaya dahil edilen gruplarin gorme keskinligi ortalamalari

(Snellen Eseli ile) (ortalamaz standart sapma)

GRUPLAR SAG GOz SOL GOz
KONTROL 0,8+ 0,1 0,7+ 0,1
PAAG 0,6+ 0,2 0,5+ 0,3
EG 0,5£0,3 0,4+ 0,3




Tablo 4.8. Calismaya dahil

(ortalamazt standart sapma)

edilen gruplarin
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C/D orani ortalamalari

GRUPLAR SAG GOz SoL GOz
PAAG 0,4+ 0,2 0,5+ 0,2
EG 0,5+ 0,2 0,5+ 0,2

Tablo 4.9. Calismaya dahil edilen gruplarin gbz i¢i basinci ortalamalari

(mmHg) (ortalamaz standart sapma)

GRUPLAR SAG GOz SOL GOz
KONTROL 13,9+ 2,4 13,9+ 2,2
PAAG 15,4+ 2,1 15,5+ 2,8
EG 17,3+ 5,7 15,8+ 2,6

Tablo 4.10. Calismaya dahil edilen gruplarin merkezi kornea kalinhgi

acisindan karsilastirilmasi (um) (ortalamaz standart sapma)

GRUPLAR SAG GOz SOL GOz
KONTROL 549,0+ 33,6 554,0+ 32,3
PAAG 538,5+ 41,9 538,1+ 41,4
EG 541,8+ 48,7 534,3+ 36,7

Calismaya dahil edilen gruplarin gérme alani parametreleri sag g6z

icin karsilagtirildiginda ortalama sapma (MD) (p=0.026), patern standart
sapma (PSD) (p=0.369), yanlis pozitiflik (FP) (p=0.956), yanlis negatiflik (FN)
(p=0.749), test suresi (p=0.929) acgisindan gruplar arasinda anlamh farklilik

saptanmamigtir (Tablo 4.11).
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Tablo 4.11. Calismaya dahil edilen gruplarin gérme alani parametrelerinin

kargilastiriimasi (sag goz) (ortalamaz standart sapma)

TEST

GRUPLAR MD PSD FP FN SURESI (sn)

KONTROL | 3,5%2,5 2,3+1,4 2,8+4,5 3,845,2 350+55

PAAG 5,8+4,9 3,7+3,2 2,6+4,8 3,4+4 4 300+87

EG 10,2+10,1 | 3,8+3,03 | 4,2+10,5 | 4,3%5,2 349+70

(MD: ortalama sapma, PSD: patern standart sapma, FP: yanhls pozitiflik, FN: yanhs
negatiflik)

Calismaya dahil edilen gruplarin gérme alani parametreleri sag g6z
icin karsilastinldiginda ortalama sapma (MD) (p=0.007), patern standart
sapma (PSD) (p=0.138), yanlis pozitiflik (FP) (p=0.489), yanls negatiflik (FN)
(p=0.320), test suresi (p=0.410) acisindan gruplar arasinda anlaml farkhlik
saptanmamigtir (Tablo 4.12).

Tablo 4.12. Calismaya dahil edilen gruplarin gérme alani parametrelerinin

karsilagtiriimasi (sol g6z) (ortalamaz standart sapma)

TEST
GRUPLAR MD PSD FP FN o
SURESI (sn)

KONTROL 3,5+1,9 2,3+1,2 3,0+£3,4 3,5+5,8 358167

PAAG 9,1+7,0 4,0+2,7 3,5+7,9 4,615,2 351185

EG 10,2+2,2 3,6+3,0 4,6+16 4,016,6 33857

(MD: ortalama sapma, PSD: patern standart sapma, FP: yanhs pozitiflik, FN: yanls
negatiflik)
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Gruplar retina gangliyon hicre tabakasinda pozitif boyanma
acisindan incelendiginde tespit edilen boyanma yuzdeleri Tablo 4.13’te
gOsterilmistir.  Kontrol grubundaki boyanma vyuzdesi diger gruplar ile
karsilastirildiginda fark istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (p=0.002).

Test gucl analizi sonucunda ise gug 0,92 olarak tespit edilmigtir.

Tablo 4.13. Gruplarda retina gangliyon hlcre tabakasinda pozitif boyanma

oranlari
GRUPLAR POZITiF BOYANMA
KONTROL %50 (10/20)
PAAG %310 (2/20)
EG %8 (2/25)

Pozitif boyanma olan 14 bireyin yas ortalamasi 64 yildir, pozitif
boyanma gortulmeyen 51 bireyin yas ortalamasi ise 68 yildir. Boyanmanin
yas faktorinden etkilenip etkilenmedigini degerlendirmek amaciyla boyanma
olan ve olmayan bireylerin yas ortalamalari arasinda karsilastirma
yapildiginda boyanma ve yas faktdrl arasindaki iligki istatistiksel agidan

anlamli bulunmamistir (p=0.183).
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5. TARTISMA

Calismamizda, serum orneklerinin sican retinasi ile inkubasyonu
sonras! immunhistokimyasal olarak tespit edilen antijen antikor reaksiyonlari
saglikh kontrollerde, PAAG ve EG grubuna gore daha yuksek oranda pozitif
bulunmustur. Sekil 4.1°de gosterildigi gibi retina gangliyon hucrelerine kargi
serumda bulunan insan IgG’nin baglandigi antijenin retina gangliyon
hdcresinin  hangi kisminda oldugu (hlcre zar, sitoplazma, c¢ekirdek)

bilinmemektedir.

Literatirde glokom hastalarinin serum antikor profilini, retinal
antijenlerle immunizasyon sonrasi olusan antikor cevabini ve dokudaki
etkilerini inceleyen pek ¢ok calisma yapilmistir (7, 8, 36-39). Laspas ve
arkadaglarinin (36) olusturduklari okuler antijen ile immunizasyon sonrasi
olusan serum antikor reaktivitesi ve retina gangliyon hucre kaybinin altinda
yatan patomekanizmanin aydinlatilmasini amacladiklari deneysel otoimmun
hayvan modelinde, optik sinir homojenati ya da keratin ile immunizasyon
sonrasi goz igi basinci ve fundus muayenesi yapilmistir. immiinize edilen
si¢canlardan ve kontrol sigan grubundan toplanan serumlar immunize sigan
ve saglikli sigan retina, optik sinir ve beyin kesitleri ile inkibe edilmistir (36).
Retina, optik sinir ve beyine kargi otoantikor seviyelerinde artis izlenmigstir
(36). Optik sinir homojenati ile immunizasyon sonrasi antikor birikimi glia
aktivasyonu ve demyelinizasyonunda artig gérulmuastur (36). Kontrol grubu ile
karsilastinldiginda ise retina gangliyon hucre kaybinda belirgin artis olmustur
(36). imminizasyon sonrasi elde edilen serumda bulunan otoantikorlarin
dokuda yarattigi etki retina gangliyon hicre 6limud yonunde olmustur. Bizim
calismamizda da retina gangliyon hucrelerine karsi otoantikor tespit
edilmistir, ancak retina gangliyon hdcre Olumdnt artinp arttrimadigi
bilinmemektedir. Benzer sekilde Joachim ve arkadaslarinin (37) yaptigi optik

sinir antijenleri ile immunizasyon sonrasi olusan otoreaktiviteyi inceleyen
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otoimmun glokom modelinde immunizasyon sonrasi goz i¢i basinci belirli
araliklarla dlgliimus ve alinan akéz himor 6rneginde ELISA ile IgG miktari
degerlendirilmistir. Optik sinir ve beyin kesitleri incelenmigtir (37). Optik sinir
homojenati ile immunizasyon sonrasi akdz humorde bulunan immunoglobulin
miktarinda belirgin artis oldugu, retina gangliyon hucre sayisinda azalma
oldugu ve optik sinirde aksonal hasar oldugu goérulmastur (37). HSP 27 ile
immunizasyonun sadece retina gangliyon hucre olumune neden olmadigini,
ayni zamanda da sistemik antikor profilini degistirip degistirmedigini arastiran
Joachim ve arkadaslari (38) ise HSP 27 ile immunize edilen siganlar
immunizasyondan 2 hafta oncesi ile sonrasi 4. 5. ve 6. haftada g6z ici
basinci 6lgumu ile incelenmigtir. Alinan serum ornekleri Western Blot ve
mass spektrometri ile antikor profili agisindan tayin edilmis ve hazirlanan
retinal kesitlerde retina gangliyon htcreleri Brn 3a isaretlendikten sonra
sayllmistir (38). GIB ve fundus muayenesi acisindan gruplar arasinda
immunizasyon ©Oncesi ve sonrasinda farklilk olmamakla beraber
immunizasyon sonrasi g0z i¢i basincindan bagimsiz olarak retina gangliyon
hicre kaybi ve serum antikor profil degisiklikleri saptanmistir (38). Bu
calismada bizim calismamizla benzer sekilde retina gangliyon hucreleri
Brn 3a aracihg ile isaretlenmigtir. Joachim ve arkadaslarinin (38)
calismasinda Brn 3a antikoru ile boyanma sonrasi retina gangliyon hucre
sayimi yapilabilmistir, ancak bizim c¢alismamizda Brn 3a antikoru ile
boyanma sonrasi hidcre sayimmi yapilamamigtir. Hlcre sayiminin
yapillamamasi, insan serumu diginda iki farkli antikor ile muamele sonrasi
Brn 3a antikoru ile etkili boyanma olamamasi ile agiklanabilir. Glokomda
otoimmunitenin patogenezde rol alip almadigini arastiran bir diger grup olan
Gramlich ve arkadasglarinin (39) insan dondér gozlerinden elde edilen retina
orneklerinde IFNy, TNFa, interlokinler, kompleman kaskadi Uyeleri gibi
proinflamatuar mediatorler ve antikorlari mikroarray ile tayin ettikleri
calismalarinda TNFa, IL 1B, IL6, IL8 glokomatdéz donérlerde ylksek

bulunmustur. Glokomat6z retinada IgG birikiminin yaninda kontrol grubunda
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da bazi gbzlerde birikim goértulmastir (39). Bu calismada gosterilen insan
glokomat6z retinasinda mikroglialarca saglanan proinflamatuar ¢evrede IgG
antikor birikimi glokomun patogenezinde diger nérodejeneratif hastaliklara
gbre immdinolojik mekanizmalarin da oldugunu dustndirmektedir (39).
Baska bir immunhistokimyasal calisma olan Tezel ve arkadaslarinin (7)
yaptigi ¢alismada DNA, RNA, cekirdek proteinleri, retinal proteinler ve
proteoglikanlara kargi serum antikoru olan glokom hastalarinda
glikozaminoglikanlara karsi serum immunreaktivitesi degerlendirilmistir.
PAAG, normal basingli glokom ve saglikli kontrollerden elde edilen
serumlarda Western Blot ile gosterilen antikorlarin kondroitin sulfat, heparan
sulfat gibi optik sinir bagi proteoglikanlarina baglandigi goértulmustar (7).
Normal basingh glokom hasta serumlarindan elde edilen antikorlar ELISA ile
diger gruplara gore daha ylksek oranda baglanma gostermistir (7).
Postmortem gozlerde yapilan immunhistokimyasal calisma ile de normal
basingl glokom grubunda diger gruplara goére daha fazla boyanma
gorulmustir (7). Glokomu olan hastalarda optik sinir  basi
glikozaminoglikanlarina karsi otoantikor seviyelerinde artis gortulmastir (7).
Tezel ve arkadaslarinin (8) glokom hastalarinda serum antikorlarinin hedefi
olan kuguk molekul agirlikli retinal proteinlerin tanimlanmasi ve bu antikorlarin
retinal apoptozisi baglatma kabiliyetini arastirdiklari bagka bir ¢alismada normal
basin¢h glokom, PAAG ve saglikli kontrollerden alinan serumlar Western Blot
ve ELISA ile incelenmigtir. HSP 27 ve a-kristaline karsi immunreaktivite retinal
fraksiyonlarda immiinopresipitasyon test edilmistir (8). immunhistokimya izole
insan retinasinda ex vivo olarak ve sigan retina kulturinde in vitro olarak
calismistir (8). Normal basingli glokomda kiguk molekdl agirlikli retinal
proteinlere kargi antikor seviyelerinde artis oldugu gorulmustir. Bu bulgu
glokomatéz optik noéropati patogenezinde immunitenin 6nemi oldugunu

dusundurmasgtar (8).

Glokomda otoimmuin reaksiyonlari immunhistokimyasal olarak

arastiran gruplardan farkh olarak, serum antikor profilinin incelendigi



26

calismalar da baska gruplarca yapiimistir (6, 40-42). Wax ve arkadaslarinin
(6) normal basingh glokom hastalarinda ELISA ile anti-Ro/SS-A pozitifliginin
optik noropatinin  otoimmun mekanizmasi ile iligkili olup olmadigini
arastirdiklari calismada Western Blot ile bakteriyel HSP 60’a karsi serum
immunreaktivitesi degerlendirilmis ve normal basingli glokom hastalarinda
yuksek bulunmustur. HSP 60 ile Ro/SS-A arasindaki bu ¢apraz reaksiyon
glokomatoz optik noropatinin  otoimmun bir optik noéropati olabileceqgi
disundimustir (6). Bu c¢alismadan anlasildigi Uzere serumda bulunan
otoantikorlarin birbirleri ile gapraz reaksiyon gosteren antijenlere baglanmasi
sonucu optik noropati gelisebilir. Bizim ¢alismamizda tespit edilen insan
IgG’nin baglandigi antijen, baska bir antijen ile ¢capraz reaksiyon gostermis
olabilir. Yano ve arkadaslarinin (40) néroflament proteinin glokomat6z optik
noropatide bir otoantijen olup olmadigini degerlendirdikleri ¢alismalarinda
normal basingli glokom, PAAG ve kontrol grubundan alinan serum &érnekleri
ndrofilament proteine kargi antikorlar agisindan ELISA ile degerlendirilmistir.
Glokomatdz hastalarda antikor seviyeleri diger hastalara gore daha yuksek
bulunmustur (40). Bizim g¢alismamizda ise farkl olarak saglikli kontrollerde
antikor tespit edilmistir. Hammam ve arkadaslarinin (41) yaptigi normal
basin¢li glokom ve otoimmunite arasindaki iligkiyi inceleyen g¢alismalarinda
normal basin¢li glokom, PAAG ve kontrol grubundan alinan serum
orneklerinde ANA (antinukleer antikor), ENA (extractable nuclear antigen),
anti dsDNA, IgA, 1gG, IgM seviyeleri ile serum elektroforezi galisiimigtir.
Glokom hastalarinda ANA, ENA, IgA seviyeleri kontrol grubuna gore yuksek
bulunmustur (41). Serum otoantikor profilinin normal basingh glokom
hastalarindaki farkhligi glokom patogenezinde otoimmun faktorlerin rol
aldigini desteklemektedir. Almanya ve Amerika Birlesik Devletleri nden iki
farkh populasyondaki glokom hastalarinda optik sinir antijenine karsi olusan
antikor profili degisikliklerini karsilastirildigr bir ¢galismada PAAG, normal
basingli glokom ve saglikli kontrollerden alinan serum orneklerinin optik sinir

basi antijenlerine karsi gelisen IgG antikor paterni agisindan Western Blot ile
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incelendigi bir caligmada normal basingli glokomu olan hastalardan alinan
serumlarda a-fodrine karsl antikor varhigi goértulmastir (42). Alzheimer
Hastaligi gibi noérodejeneratif hastaliklarda da a-fodrine karsi antikor
varliginin olmasi serum antikor paterninin glokom igin bir belirte¢ olup

olamayacag@ini disundurmektedir (42).

Calismalarin bulgulari glokom hastalarinin serumlarinda bulunan
otoantikorlarin optik noropati patomekanizmasinda rol alabilecegine isaret
etmektedir. Cogu calisma grubu normal basingli glokom ve PAAG hasta
serumlarinda otoantikorlari arastirmistir, ancak bizim c¢alismamizda farkl
olarak eksfoliatif glokom hasta serumlari da incelenmistir (10, 12, 40- 44).
Boehm ve arkadaslarinin (43) yaptiklari glokom hastalarinin serumlarinda
ve akdéz himor sivilarindaki antikor profilini kargilastirmayr amacladiklari
calismalarinda PAAG ve saglikli kontrollerden alinan 6rneklerde antijen
mikroarray ile otoantikor tayini yapiimistir. HSP 27, myelin basic protein ve
al-antitripsine karsi immun reaktivitede artis goraltrken, glial fibriler asidik
protein ve B1-kristaline kargi immunreaktivitede azalma goértlmastir. Serum
ve akoz humor dornekleri bireyler arasi karsilastirildiginda guglu iliski oldugu
saptanmistir (43). Bu bulgulardan anlasildigi Gzere glokom patogenezinde
upregule proteinler olabilecedi gibi bazi proteinlerin de downregulasyonu
s6z konusudur. Romano ve arkadaslarinin (44) normal basingli glokomda
otoimmunitenin rolunu arastirdiklar ¢aligsmalarinda hasta serumu retinanin
subselller kismi ile imminblotmaya ek olarak, saflastiriimis sigir rodopsini
ve saflastirilmis rekombinan insan rodopsini ile karsilastirilmis ve ELISA ile
anti rodopsin antikorlari tayin edilmistir (44). Normal basi¢li glokom
hastalarinda PAAG hastalarina goére antikor seviyeleri anlamli olarak
yuksek bulunmustur (44). Bu bulgu optik ndropatide otoimmun bilegsenin
olabilecegini dusundurmektedir. Kremmer ve arkadaglarinin (12) yaptigi bir
calismada normal basingh glokom, PAAG ve saglikli kontrollerden olusan 3
grup karsilastinimistir. Hasta serumlarinda ELISA ile antifosfolipid

antikorlari, antikardiyolipin, anti B2 glikoprotein ve antifosfatidilserin tayin
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edilmistir (12). Bu molekdllerin énemi ise erken apoptoziste hlicre zarinda
islev gormelerinden gelmektedir. Normal basingli glokom hastalarinda
antifosfatidilserin seviyelerinde artis anlamh olarak ylksek bulunmustur
(12). Antifosfatidilserinin apoptozis slrecinde 6énemli olan fosfatidilserine
spesifik baglanmasinin yerel tromboza sebep olabilmesi agisindan énemli

oldugu belirtilmistir (12).

Yukarida bahsedilen c¢aligmalarda glokomatdéz optik noropati
patogenezinde glokom hasta serumlarinda retinal antijenlere kargi artmig
serum otoantikori tespit edilmistir (6- 8, 36-44). Bu calismalarin yanisira
noroprotektif otoantikorlardan bahseden calismalar da mevcuttur (2, 4, 45-
51). Saglikh bireylerde mevcut serum immunglobulinlerin 2/3’G dogal olarak
bulunan otoantikorlardir (2). Bunlar dlzenleyici etkenler olarak
deg@erlendirilebilirler (2). Hedef molekillin iglevinin modulasyonunu ve
fizyolojik islevlerini etkileyebilirler (2). Bazi otoantikorlarin azalmasi dogal
koruyucu otoantikorlarin azalmasina ve noérodejeneratif hastaliklarin
olusumuna sebep olabilir (2). Wax ve arkadaslarinin (45) yaptigi bir
calismada HSP 27 ve 60 ile immunizasyon sonrasi enukleasyon uygulanan
Lewis ratlardan elde edilen kesitler incelendiginde insanlarda gorulen
glokomatéz aksonal hasar benzeri aksonal hasar gorllmuastar (45).
Retinaya T hcre infiltrayonunda artis ve immunizasyon sonrasi aktive T
hiucrelerden salgilanan Fas-L aracili apoptoziste artis in vitro olarak
gOsterilmistir (45). Bu calismada HSP immunizasyonu sonrasi olusan
deneysel otoimmun glokom modeli ile koruyucu otoimmunite ve otoimmun
norodejeneratif hastaliklarin tetiklenmesi arasindaki zit roller arastirilmistir
(45). Bell ve arkadaslarinin (2) yaptiklari ¢calismada glokom hastalarinin
serumunda 14-3-3 antikorunun downregule oldugu gosterilmistir. Bu
antikorun hucreler Uzerinde koruyucu etkisinin olup olmadigi arastiriimis ve
koruyucu etkisinin oldugu gorulmustur. Bu sonuglar glokom hastalarinda

koruyucu otoimmunite teorisi ile uyusmaktadir (2, 4).
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Shoenfeld ve arkadaslarina (46) goére de otoimmunite ¢ogunlukla
koruyucudur. Saglikli  bireylerin serumlarinda bulunan otoantikorlarin
gogunlukla IgM izotipinde oldugu (izerinde durmuslardir (46). Ornegin IgM
tipinde anti dsDNA koruyucu iken, IgG tipinde anti dsDNA patolojiktir ve
glomeruler bazal zarda birikime yol acarak hastallk patogenezinde rol
almaktadir (46). Bu galisma bizim galismamizda kontrol grubunda gorulen

pozitif boyanmanin mekanizmasini aydinlatmada énemlidir.

Glokom ile benzer olarak ndérodejeneratif bir hastalik olan Alzheimer
hastaliginin patogenezinde de koruyucu otoimmun faktorlerin azalmasi s6z
konusu olabilir. Britschgia ve arkadaslarinin (47) yaptigi bir ¢alismada

Alzheimer hastaligi ve saglikli kontrollerden olusan iki gruptan elde edilen
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plazma ve BOS ornekleri incelenmigtir. Toksik AR ve amloidojenik non Ap
turlerine karsi dogal antikorlar tayin edilmistir (47). Saglikli kontrollerde
antikor seviyeleri yliksek bulunmus ve plazma IgG’nin AR ndrotoksisitesini

azalttigr goéralmuastir (47).

Norodejeneratif hastaliklarda glial fibriler asidik protein (GFAP)’in
arttig1 bilinmektedir. Wilding ve arkadaslarinin (48) ndroretinal hiicrelerde anti
GFAP antikorlarinin etkisini degerlendirmeyi amacladiklari ¢alismada H20:2
ile oksidatif stres uygulanan RGC-5 (retina ganglion cell) kdltart ile
cogaltimis retina ganglion htcrelerinde anti GFAP antikorunun ERP5
(endoplazmik retikulum protein) ile baglanarak hiicre sagkalimini arttirdigi
gorulmustir (48). Glokom hastalarinda anti GFAP antikorunun azaltarak
dizenlendigi gosterilmistir (48). Bu koruyucu etki ise otoantikorlarin her
zaman yikici olmadigini gostermektedir (48). Benzer sekilde oksidatif stres
uygulanan nororetinal hicrelerde y synuclein antikorlarinin  etkisinin
incelendigi bir calismada retina gangliyon hicreleri RGC-5 kultlra ile
cogaltimis ve H20: ile oksidatif stres uygulanmigtir (49). Anti y-synuclein
antikorlari ile maruziyet sonrasi retina gangliyon hicre sagkaliminda artis ve
reaktif oksijen radikalleri seviyelerinde dusls goériimustir (49). Glokom
hastalarinda otoantikor seviyelerinde azalma koruyucu otoimmunitenin
kaybini isaret edebilir (49). Shimazaki ve arkadaslarinin (50) insan
serumunda anti retinal IgG profilini tanimlamay1 amacladiklari ¢alismada
insan donor gozlerden hazirlanan retinal doku 6zutu ile serum otoantikorlari
arasi baglanma sekonder antikor ile gosterilmistir. Saglikli kontrol grubunda
IgG reaktivitesi belirgin ylksek bulunmustur ve bu calismada da koruyucu
otoimmunitenin kaybinin optik noropati patogenezindeki roli vurgulanmistir

(50).

Bizim ¢alismamizda kontrol grubunda diger gruplara gore daha ylksek
oranda pozitif boyanma olmasinin birinci olasi mekanizmasi olan koruyucu

otoimmdanitenin varligini destekleyen calismalardan yukarida bahsedilmigtir.
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Wax ve arkadaslarinin (51) bir derlemesinde glokomda immun sistemin iki
ayaklh oldugundan, birinci ayagin yikici otoimmunite, ikinci ayagin ise
koruyucu otoimmdinite oldugundan bahsedilmektedir. Glokomda rol alan
otoantikorlar myasthenia graviste oldugu gibi patojenik; ya da strese karsi

otoprotektif olabilirler (51).

Diger bir olasi mekanizma ise daha once de deginildigi gibi bir takim
proapopitotik faktdrlerin inhibe edilmis olabilecegidir. Proapopitotik faktorlere
ornek olarak TNFa ve Fas-L (Fas ligand) érnek olarak verilebilir. Coxon ve
arkadaslarinin (29) calismalarinda belirttigi gibi apoptozisin
mekanizmalarindan birisi de glial-néronal etkilesmedir. Glial hicreler TNFa,
glutamat ve NO gibi apoptozisi indlkleyen nérotoksik molekdiller salgilarlar.
TNFa kaspaz 8 aracili ekstrinsik apoptozisi baslatan bir olum ligandidir.
Artmis salinim ve azalmis geri alinim sonucu artan intravitreal glutamat
kalsiyum aracili mekanizmalar ile apoptozise neden olur (29). Bunun yani
sira NO olusturdugu mitokondriyel disfonksiyon sonucu mitokondriden 6lim
mediatérlerinin salinmasina ve reaktif oksijen radikallerinin artisina sebep
olur (29). Bu calismada goéruldigu gibi TNFa bir proapopitotik faktér olarak
rol oynamaktadir (29). TNFa’nin retinal iskemi ve glokom gibi retinal
norodejenerasyonun goruldigu durumlarda zararli etkilerinin  oldugu
bilinmektedir (52).Mak ve Yeh (53) ise TNFa’nin nikleer faktér kappa B
(NF-kB) ve c-Jun N-terminal kinaz (JNK) sinyal kaskadini basglattigini
raporlamiglardir. Dvoriantchikova ve lvanov'un (54) yaptiklari ¢calismada da
TNFa’nin merkezi sinir sisteminde birgcok fizyolojik ve patolojik durumda rol
oynayan bir inflamatuar sitokin oldugundan bahsedilmistir. Retinada
TNFa’'nin yararh ve zararli etkilerinin arastinldi§gi calismada kantitatif
RT-PCR ve Western Blot ile retina gangliyon hucrelerinde ve astrositlerdeki
NF-kB ekspresyon duzeyleri degerlendirilmistir (54). TNF’ye maruz birakilmis
hicrelerde NF-kB ve JNK aktivitesi es zamanl olarak ELISA ve Western Blot
ile belirlenmistir (54). Retina gangliyon hucreleri TNF varliginda NF-kB

aktivasyonunu basaramamistir. Bunun yani sira astrositlerde TNF’'nin NF-kB
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ve JNK sinyal kaskadini baslattigi goérilmastir (54). Glial hicrelerin
sagkalimi ve noérotoksik proinflamatuar mediatorlerin saliniminda artis oldugu
dusunulmustur. Bu bulgular TNF, NF-kB ve JNK sinyal kaskadinin retina
gangliyon hucreleri ve astrositlerde zit yollarla aktive oldugunu

gOstermektedir (54).

Sonug olarak, bizim ¢alismamizda kontrol grubu, PAAG ve EG grubu
ile pozitif boyanma agisindan karsilastirildiginda kontrol grubunda boyanma
yluzdesi anlamli olarak ylksek bulundu. PAAG ve EG grubunda boyanma
oraninin dusuk olmasi glokom patogenezinde yikici otoimmunitenin dnemli
bir mekanizma olmadigini disundurmektedir. Glokomu olan hasta
serumlarinda otoantikor bulunmamasi koruyucu otoantikorlarin ya da
proapopitotik faktorleri inhibe eden otoantikorlarin glokom hastalarinda
azaldigini diastndurmektedir. Calismamizda varligini gosterdigimiz antijen
antikor reaksiyonunun bilesenlerinin hangi proteinler oldugu ve antijenin
retina gangliyon hucrelerinin hangi kisminda (hlcre zari, sitoplazma,
cekirdek) oldugu bilinmese de, bulgularimiz glokom patogenezinde koruyucu
otoimmunitenin kaybini desteklemektedir. Varligi gosterilen antijen antikor
reaksiyonunun bilesenlerinin proteomikler ile tayini bir sonraki agama olabilir.
Bu calisma ileride glokom patogenezini aydinlatacak calismalarin temelini
olusturacak calismalardan birisi olmasinin yani sira EG hasta serumlarinin

otoantikorlar agisindan degerlendirildigi ilk ¢calismadir.
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6. SONUGLAR

Kontrol grubu, primer agik-acgili glokom ve eksfoliatif glokom grubu
ile retinal gangliyon hicre tabakasinda pozitif boyanma agisindan
kargilastirildiginda kontrol grubunda pozitif boyanma ylzdesi

anlamli olarak ytksek bulundu (p=0.002).

Primer agik-acili glokom ve eksfoliatif glokom grubunda pozitif
boyanma oraninin anlamh olarak dusuk olmasi, glokom
hastalarinin serumlarinda retina gangliyon hicre tabakasi ile iligkili
koruyucu otoimmin faktorlerin ya da proapopitotik faktorlerin
isleyisini  durduran  otoantikorlarin  azalmis  olabilecegini

dusundurdu.

Sigan retina kesitlerinin Brn 3a antikoru ile boyanmasi her kesitte

optimum duzeyde bulunmadi.

insan IgG’nin baglandigi retina gangliyon hiicresinde bulunan
antijenin, hdcrenin hangi kisminda (c¢ekirdek, sitoplazma, hucre

zarl) oldugu belirlenemedi.

Kontrol grubunun yas ortalamasi, PAAG ve EG grubuna gore
istatistiksel olarak anlamh duastk bulundu (p<0.001). Pozitif
boyanma olan ve olmayan bireylerin yas ortalamalari
kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi
(p=0.183). Boyanma faktérinin yas faktdriinden etkilenmedigi

tespit edildi.
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